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Abréviations

AA : Aminoacide

ABHC : Acide (1R,2R,3R,5R)-2-amino-6,6-dimethyl-bicyclo[3.1.1]-heptane-3-carboxylique
ABOC : Acide 1-aminobicyclo[2.2.2]octane-2-carboxylique

Ac : Acétyle

ACBC : Acide trans-aminocyclobutane carboxylique

ACC : Acide cis-B-aminocyclopropane carboxylique

ACHC : Acide 2-aminocyclohexane carboxylique

ACN : Acétonitrile

ACPC : Acide 2-aminocyclopentane carboxylique

ADN : Acide désoxyribonucléique

Agl : a-amino y-lactame

Ahx : Acide aminohexanoique

Aib : Acide 2-aminoisobutyrique

Alloc : Allyloxycarbonyl

APC : Acide 3-aminopyrolidine-4-carboxylique

ARNmM : Acide ribonucléiqgue messager

ARNFr : Acide ribonucléigue ribosomique

ARNt : Acide ribonucléique de transfert

ATP : Adénosine triphosphate

Boc : tert-Butoxycarbonyle

BOP : Benzotriazolyloxy-tris-(diméthylamino)-phosphonium hexafluorophosphate
CD : Dichroisme circulaire

COSY : Correlation spectroscopy

CPP : Cell-penetrating peptide

DBT : (3S)-Amino-5-carbonylméthyl-2,3-dihydro-1,5-benzothiazépine-4(5H)-one

DBU : 1,8-diazabicyclo[5.4.0]lundec-7-ene



DCC : Dicyclocarbodiimide

DCHC : Acide diaminocyclohexane carboxylique

DCM : Dichlorométhane

DIEA : Diisopropyléthylamine

DMF : Diméthylformamide

Eq : Equivalent

Et,O : Diéthyléther

FITC : Isothiocyanate de fluorescéine

Fmoc : 9-Fluorenylmethoxycarbonyle

FPPS : Synthése peptidique rapide en paralléle

HATU : Hexafluorophosphate de O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tétraméthyluronium
HAc3c : Acide 1-(aminométhyl)cyclopropane-1-carboxylique

HBTU : Hexafluorophosphate de 2-(1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium
HMPT : hexaméthylphosphotriamide

HPLC : Chromatographie Liquide Haute Performance

IRTF : Spectroscopie infra-rouge a transformation de Fourrier

LC-MS : Chromatographie en phase liquide - spectrométrie de masse
LH-RH : Hormone de libération de 'hormone lutéinisante

NLS : Séquence de localisation nucléaire

NMP : N-méthyl-2- pyrrolidone

NOE : Nuclear Overhauser effect

NOESY : Nuclear Overhauser enhancement spectroscopy

Nspe : (S)-N-(1-phenylethyl)glycine

Oxd : Acide 4-méthyl-oxazolidin-2-one carboxylique

pGlu : Acide pyroglutamique

Pbf : 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl

PBS : Tampon phosphate salin

pip : Pipéridine



PPI : Interaction protéine-protéine

PPII : Polyproline de type Il

RMN : Résonance magnétique nucléaire

ROESY : Rotating-frame Overhauser spectroscopy
RX : Cristallographie aux rayons X

SAP(E) : Sweet arrow peptide glutamic acid

SiRNA : Petits ARN interférents

SPPS : Synthese peptidique sur phase solide
TBTU : Tetrafluoroborate 2-(1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminium
TFA : Acide trifluoroacétique

TNBS : Acide trinitrobenzenesulfonique

TOCSY : Total correlation spectroscopy
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Introduction générale

Introduction générale

Les peptides représentent une classe thérapeutigue unique, entre les petites
molécules et les protéines, et s’en distinguent par leurs propriétés biochimiques et
thérapeutiques. Les premiers peptides utilisés en médecine sont extraits de I'animal, en
commengant par linsuline dans les années 1920.! L’élucidation de séquences et le
développement de la synthese peptidique dans les années 1950 a permis d’obtenir la premiére
hormone peptidique synthétique, I'ocytocine,? dont 'usage clinique sera approuvé par la FDA
dés 1962. Ces derniéres décennies, le peptide connait un accroissement d’intérét comme
outils thérapeutiques et sonde biologique.® En mars 2017, il existe 60 peptides sur le marché
en Europe et aux USA, et 155 en phase clinique.* En 2015, les peptides représentaient 5% du
marché pharmaceutique mondial avec 50 milliards de dollars de revenus, un chiffre qui devrait
dépasser les 70 milliards en 2019.°

A ce jour, plusieurs milliers de peptides naturels ont été identifiés et possedent souvent
un rdle crucial comme molécule signal. L'utilisation des peptides présente cependant quelques
inconvénients qui limitent leur potentiel. Leur colt de synthése et de production est plus
important que celui des petites molécules. Les séquences naturelles présentent un temps de
demi-vie court et sont rapidement éliminées de la circulation sanguine par les reins et le foie.
Généralement hydrophiles, les peptides possédent une faible biodisponibilité orale et
traversent difficilement la membrane plasmique. Leur métabolisme est connu et prévisible, et
bien que trés bien tolérés par le corps humain, ils peuvent parfois entrainer des effets
immunogeénes.® Enfin, leur efficacité et sélectivité est réduite par leur liberté conformationnelle.
En solution, la plupart ne possédent pas de structure bien définie et existent sous la forme

d’un équilibre de différents conforméres qui ne sont pas tous bioactifs.

Pour pallier ces faiblesses, une grande variété de dérivés de peptides a été élaborée
parmi lesquels on peut citer les pseudopeptides, les peptides cycligues et les
peptidomimétiques. L'utilisation d’acides aminés non protéinogéniques, comme par exemple
les acides aminés de configuration D, ou la modification de la liaison peptidique
(liaison réduite,’ retroinverso,® ...) permet d’augmenter leur résistance aux protéases et donc
d’augmenter leur temps de demi-vie. La réduction de leur liberté conformationnelle permet
aussi de favoriser le conformére actif et ainsi d’'augmenter l'efficacité et la sélectivité du
peptide. Cela permet également d’éliminer des conforméres aux propriétés biologiques non
désirées. Ainsi, les peptoides,® la N-méthylation!® et la cyclisation!! permettent de réduire les
degrés de liberté conformationnelle des peptides pour potentiellement augmenter leur

sélectivité, leur pénétration cellulaire, ou leur biodisponibilité. Les structures secondaires des
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Introduction générale

protéines (coudes, feuillets et hélices) participent a I'établissement de la structure globale
d’'une protéine mais elles sont aussi des éléments essentiels pour I'interaction avec leurs
partenaires (d’autres protéines, 'ADN, les ARN, etc). Ces structures, souvent non conservéees
une fois enlevées de leur contexte protéique, peuvent étre mimées a laide de blocs
contraints’> ou favorisées par I'addition d’éléments non naturels comme les agrafes
récemment introduites par le groupe de Verdine.'® Parmi les systémes non naturels capables
de mimer les structures secondaires des protéines, on peut aussi citer les foldameres.'* Durant
ma thése nous nous sommes intéressés a cette derniére famille de molécules et a leur

application possible dans des problématiques de biologie.

Des études antérieures a ma these ont permis d’identifier une famille de foldaméres
construits par I'enchainement d’a-amino y-lactames avec des acides a-aminés (Agl-aAA).
Ces a-amino y-lactames, connus sous le nom de lactames de Freidinger, sont des mimes de
coudes B. En 1980, ce motif introduit dans la séquence peptidique de 'hormone de libération
de I’hormone lutéinisante a permis de développer un puissant agoniste du récepteur a la LH-
RH®®. Depuis, ces dipeptides pontés, mimes de coude B (“B-turn”), sont largement utilisés en
chimie médicinale pour augmenter la sélectivité, la stabilité et la pénétration cellulaire de
peptides biologiqguement actifs.'® Dans I'équipe “aminoacides, hétérocycles, peptides et
protéines” de I'IBMM, nous nous sommes intéressés a ces a-amino y-lactames pour la
construction d’oligoméres structurés. Une stratégie originale a été développée pour leur
synthése, et nous avons montré qu’ils sont capables d’adopter une structure en ruban
(“ribbon”) en assurant une répartition périodique des groupes fonctionnels (correspondant aux

chaines des aminoacides) de part et d’autre de I'axe du ruban.

Un des premiers objectifs de ma thése a été d’optimiser la méthode de synthese

originale de ces composés.

Nous avons ensuite modulé les propriétés physico-chimiques des oligomeres Agl-AA
afin de leur conférer des propriétés de pénétration intracellulaire. Pour cela, la sélection d’'un
choix judicieux d’acides a-aminés pour la construction des oligoméres d’Agl-aAA a permis
d’obtenir des molécules possédant une forte capacité a pénétrer dans les cellules. La seconde
partie de ma these a porté sur I'évaluation de la capacité de ces vecteurs a résister a la
protéolyse et a véhiculer dans les cellules un composé biologiquement actif. Une étude de
relation structure-activité des vecteurs téte de série a également été réalisée et les résultats

sont présentés dans ce chapitre de ma these.

Dans un autre volet de ma thése, je me suis intéressé au développement d’'une
nouvelle famille de foldameéres en remplagant dans les oligomeres d’Agl-oAA, les acides a-

aminés par des B*-homo-amino acides afin de perturber la formation du coude B. La structure
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de ces molécules a été étudiée par différentes techniques physico-chimiques (RMN, CD, IR-

TF, RX) et leur solubilité a été déterminée (LogP).
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Chapitre | : Rappels bibliographiques

Mes travaux de thése se sont articulés autour de plusieurs disciplines scientifiques, en
particulier la chimie, la biologie et I'analyse structurale de molécules complexes. Une partie
importante de mes travaux a été consacrée a la synthese d’oligomeéres artificiels capables
d’adopter des structures tridimensionnelles bien définies (foldaméres) ainsi qu’a I'optimisation
de leur synthése. Une autre partie de mes travaux a porté sur I'étude structurale d’'une nouvelle
famille de foldameéres par I'utilisation de différentes techniques spectroscopiques. Une étude
biologique des oligomeres pour la vectorisation de composés bioactifs dans les cellules a été
également réalisée. Ces travaux pluridisciplinaires couvrant de vastes domaines de la
recherche, la partie bibliographique les concernant ne donnera que certains éléments clés.
On s’attachera a définir les protéines et plus particulierement les différentes structures
secondaires qui les composent et jouent un réle crucial pour leur activité. Les peptides
pénétrants utilisés comme modéles et références dans la conception de nouveaux vecteurs
de pénétration intracellulaire seront également présentés. Une partie de la bibliographie des
foldameéres et leurs applications sera décrite dans ce chapitre pour situer notre famille de
composeés au sein de cette classe de molécules. L’accent sera également mis sur le motif y-
lactame, qui a été utilisé dans ce travail pour la construction des différents foldaméres, certains

adoptant une structure en ruban et d’autres en hélice.
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Peptides et protéines

I. Peptides et protéines

[.1. Les acides aminés

Les acides aminés font partie des briques élémentaires du vivant. Il existe, pour les
organismes eucaryotes, 20 acides aminés dits protéinogenes, « qui donnent naissance aux
protéines ». L’étre humain, par exemple, est capable d’en synthétiser 11, tandis que les
9 restants, dit essentiels, doivent étre procurés par I'alimentation. Comme leur nom le suggere,
ces molécules comportent une fonction acide carboxylique (-COOH) et une fonction amine (-
NH) (Figure 1). Les acides aminés protéinogénes sont des acides a-aminés : la fonction
amine est portée par le carbone en alpha (Ca) de la fonction acide carboxylique. Ce carbone
est asymétrique et tous les aminoacides protéinogénes sont de configuration L.

R

«H
- OH

O

Figure 1 : Représentation générale d’un acide a-aminé

Enfin, ils se différencient par la nature de leur chaine latérale (R). Les acides aminés
protéinogénes peuvent ainsi étre regroupés selon la nature du résidu R: hydrophobe, polaire
non chargé, cationique et anionique (Figure 2). Les acides aminés sont des briques

élémentaires nécessaires a la fabrication de protéines.
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Alanine Isoleucine Leucine Valine Methionine  Tryptophane Proline Phenylalanine
Ala lle Leu Val Met Trp Pro Phe
A I L Y, M w P F
OH OH OH OH OH OH OH OH
o o] o] o] o] 0 o o]
NH, NH, NH, NH, NH, NH, NH NH,
oo
S, NH
Acides aminés hydrophobes
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HO HaN
OH o SH
HoN (0]
: - : ] NH,
Acides aminés polaires non chargés OH
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OH OH OH OH OH
O (0] O o o
NH, NH, NH, NH, NH,
JNH 0
/) o HO
NH N OH
HoN HN=(
NH,

Acides aminés cationiques

Acides aminés anioniques

Figure 2 : Les acides aminés protéinogenes
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Peptides et protéines

I.2. Peptides, Polypeptides et Protéines

Les polypeptides sont des polyméres linéaires d’acides a-aminés liés entre eux par
une liaison amide aussi appelée liaison peptidique (Figure 3).

Figure 3 : Représentation générale d’un tripeptide avec les liaisons peptidiques entourées en vert

lls sont le fruit du transcriptome : Les acides désoxyribonucléiques (ADN) qui stockent
l'information sont transcrits en acides ribonucléiques messagers (ARNm) qui va permettre aux
acides ribonucléiques de transfert (ARNt) et ribosomaux (ARNr) de traduire cette information
en polypeptides. C’est donc le génome qui code pour déterminer I'ordre d’assemblage des
différents acides aminés. Une fois le polypeptide synthétisé, il peut survenir des modifications
post-traductionnelles telles que la phosphorylation, acétylation, amidation, méthylation,

glycosylation, lipidation, et la formation de ponts disulfure.

Les protéines sont des macromolécules qui sont constituées d’'une ou plusieurs
chaines polypeptidiques. Leur taille peut étre exprimée en nombre d’acides aminés ou par leur
masse moléculaire en kilodaltons (kDa). Une des plus grosses protéines connues, la titine, ou
connectine, comprends environ 30 000 résidus et a une masse moléculaire d’environ
3 000 kDa pour une longueur de 1 um. De maniere arbitraire, dans la littérature, on parle de
peptides pour des oligoméres de moins de 15 résidus, de polypeptides pour des oligomeéres
allant jusqu’a 50 résidus, et de protéines au-dela de 50 résidus (plus de 5 kDa). Les protéines,
qui sont le troisieme constituant le plus abondant dans le corps humain apres l'eau et les
graisses,’” remplissent de trés nombreuses fonctions : structure, transport, régulation,
signalisation, stockage, protection, identification, etc... Les fonctions des protéines, sont

intimement liées a leurs structures tridimensionnelles.
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I.3. Les différentes structures des protéines

La structure d’'une protéine dépend des acides aminés qui la composent. lls ont une
propension a favoriser certaines structures plutét que d'autres. Il y a quatre niveaux
hiérarchiques dans l'organisation structurale d’une protéine : primaire, secondaire, tertiaire,

guaternaire.

Le premier niveau d’organisation d’une protéine est sa structure primaire qui

représente I'enchainement linéaire des acides aminés. On la nomme séquence peptidique.

L’organisation locale de la chaine peptidique, qui correspond a une conformation
énergétiguement favorable, constitue la structure secondaire. On trouve 3 types de structures :
les hélices, les brins et les coudes. Les structures secondaires s’organisent de maniére
tridimensionnelle dans le repliement global de la protéine pour former la structure tertiaire.
Enfin, la structure quaternaire correspond a I'association de plusieurs chaines polypeptidiques

pour former des homo- ou hétéro-complexes (Figure 4).

Figure 4 : (A) Séquence peptidique, (B) structure secondaire en hélice a et feuillet B, (C) structure
tertiaire de la myoglobine (PDB : 1MBN), (D) Structure quaternaire de I’'hnémoglobine (PDB :
1A3N)

Les acides aminés sont liés entre eux de maniére covalente par des liaisons
peptidiques. Le repliement des protéines implique des liaisons non covalentes, a I'exception
des ponts disulfures. Ces liaisons non covalentes sont multiples : liaisons hydrogéne, liaisons

ioniques, interactions de Van der Waals et interactions hydrophobes.

Nous nous intéresserons plus particulierement dans ce chapitre aux structures
secondaires qui contribuent de fagcon significative a la stabilisation de la structure globale des

protéines mais aussi a I'établissement de processus biologiques via des interactions

spécifigues comme par exemple des interactions protéine-protéine ou protéine-ADN.
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Il. Les structures secondaires des protéines

Il. 1. Généralités

La chaine principale d’un peptide (et d’'une protéine), appelée aussi squelette
peptidique, contient trois liaisons covalentes par aminoacides. Les valeurs des longueurs des
liaisons et des angles de valence sont globalement conservées tout au long de la séquence
(Figure 5).

H O

1.0A

123,114, 1215] [125°
xalo?‘@' ') )5
123109°(.é.) 110} v T

@) |§ H

Figure 5 : Angles et longueurs des liaisons dans un peptide

La liaison peptidique est plane, I'angle de torsion w ne présente que deux valeurs
possibles : 180°, auquel cas la liaison peptidique est dite trans, ou 0°, la liaison peptidique est
alors dite cis. Dans la grande majorité des cas, la liaison peptidique est trans. L’établissement
de structures secondaires est rendue possible par la liberté de rotation autour des deux
liaisons Ca-C et N-Ca. Ces libertés de rotation sont définies par les angles de torsion ® (phi),
W (psi) entre deux plans, aussi appelés angles diedres. Ces angles, permettent de définir la
géométrie du squelette peptidique. (Figure 6, Table 1).

R1 H 0] R3
Q. 1 [ [
HH/ Ci \&Qag ™~ Ni+1
0 Ry H

Figure 6 : Angles diédres du squelette peptidique
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Table 1 : Atomes impliqués dans les différents angles diédres

Angle diédre Atomes considérés
) Ci1-Ni-Ca-C;

Y Ni-Ca-Ci-Ni+1

w Ca-Ci-Ni+1-Caisa

Toutes les combinaisons d’angles ® et W ne sont pas permises car certaines induisent

un encombrement stérique important entre les chaines latérales et le squelette peptidique.

Ces conformations sont énergétiquement trés défavorables. Le diagramme de Ramachandran

(du nom de son inventeur) résume les combinaisons autorisées d'angles diédes ¢ et y, et

permet de distinguer les structures favorisées en fonction de ces valeurs (Figure 1).181°

Right-hand
o helix

Clos; ring

Flat ribbon

Key:
01 Allowed region

Right-hand
helix

O Left-hand
helix

N Values of n

(1) Twisted 3 sheet
— parallel or
antiparallel

(3) 349 helix

@ 4.44¢ helix

() 5-membered
ring

(2) 2-fold ribbon

Figure 7 : Diagramme de Rammachandran?®
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Les zones blanches du diagramme ci-dessus sont les valeurs de ® et W les plus
favorables énergétiguement. On remarque ainsi que les structures les plus stables posséedent
généralement une valeur @ négative (-60° a -180°), que les feuillets existent pour des valeurs
de W positives (+20° a +180°) et les hélices pour des valeurs W négatives (-20° a -70°).

Dans un peptide, les angles ® et W sont largement influencés par la nature des chaines
latérales et la géne stérique qu’elles induisent. Contrairement aux autres acides aminés, la
glycine ne comporte pas de chaine latérale, ce qui lui permet d’adopter des valeurs d’angle
beaucoup plus large. Elle est ainsi souvent retrouvée dans les coudes. Il faut aussi noter le
cas particulier de la proline qui, contrainte par un cycle pyrrolidine, est limitée dans les valeurs

d’angle qu’elle peut adopter.

Plusieurs études ont été menées a partir de la structure 3D de plusieurs protéines afin
de déterminer empiriquement des coefficients reflétant la propension de chaque acide aminé
a étre intégrée dans une structure secondaire.?=2% Ainsi il est possible de prédire la préférence

conformationnelle d’'un résidu pour un type de structure (Table 2).

Table 2 : Abondance relative des résidus par structure (Abondant si P>1, rare si P<1)23

Conformational Preferences of the Amino Acids

) Preference
2|I:ril|!|nu o-helix p-strand Reverse turn
Glu 1.59 0.52 1.01
Ala 1.4 0.72 0.82
Leu 1.34 1.22 0.57
Met 1.30 1.14 0.52
Gin 1.27 0.98 0.84
Lys 1.23 0.69 1.07
Arg 1.21 0.84 0.90
His 1.05 0.80 0.81
Val 0.90 1.87 0.41
lle 1.09 1.67 0.47
Tyr 0.74 1.45 0.76
Cys 0.66 1.40 0.54
Trp 1.02 1.35 0.65
Phe 1.16 1.33 0.59
Thr 0.76 1.17 0.90
Gly 0.43 0.58 1.77
Asn 0.76 0.48 1.34
Pro 0.34 0.31 1.32
Ser 0.57 0.96 1.22
Asp 0.99 0.39 1.24

24



Rappels Bibliographiques

Bien que cet outil permette d’estimer si une structure est favorable pour une séquence
donnée, chaque résidu pouvant étre présent dans toutes les structures, il ne s’agit pas d’'un
outil de prédiction totalement fiable.?* Néanmoins, il permet lidentification de résidus
défavorables a la formation de certaines structures. Par exemple, les résidus proline et glycine
ont une forte propension a former des coudes mais sont défavorables a la formation d’hélices
ou de feuillets. Les résidus méthionine et phénylalanine sont au contraire défavorables a la

formation de coudes qui s’explique par la géne stérique imposée par leur chaine latérale.

[l. 2. Les hélices

Les hélices représentent la structure secondaire la plus abondante dans les
protéines.?® Elles consistent en I'enroulement de la chaine peptidique sur elle-méme pour
former un cylindre stabilisé par des liaisons hydrogéne alignées parallélement a I'axe de
I'hélice. Les hélices sont caractérisées par (i) le nombre de résidus d’aminoacides par tour (n),
(i) leur pas (p exprimé en A) qui correspond a la hauteur d’un tour complet de I'hélice, (iii) le
nombre d’atomes impliqués dans le pseudo-cycle formé par les liaisons hydrogéne
intramoléculaires (Cx ou x est égal au nombre d’atomes impliqués dans le pseudo-cycle) et
(iv) le rayon de I'hélice (r exprimé en A). Les hélices sont des objets chiraux qui sont identifiées
par le sens de I'enroulement hélicoidal indiqué par les lettres "P" (plus = droite) lorsqu’elle
tourne dans le sens horaire (c’est le cas des hélices naturelles) et "M" (minus = gauche) dans
le sens antihoraire. Lorsqu’elles sont situées dans le cceur hydrophobe des protéines, elles
jouent un réle dans la stabilisation de la structure et aident au repliement de la protéine. Quand
elles sont exposées a la surface, elles constituent un motif de reconnaissance (autre protéines
et ADN par exemple) pour différentes activités biologiques. Il existe quatre types d’hélices
présentés dans les protéines a I'état naturel dont les paramétres principaux sont rapporter ci-
dessous (Figure 8 et Table 3) : les hélices a, les hélices 310, les hélices 1 et les hélices

polyproline de type Il (PPII).
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A B
Résidu i é Résidu i+1 g Résidu i+2 § Résidu i+3 g Résidu i+4 5 Résidu i+5
rayon (r) g I_II 0 é é 0 é g
—-ca [P VP | VP (R
«pitch» (p) | | | |
(0] H II-I H H
‘\ K K !
Sseo G0, L /" Cyy - hélice-3,,
N TRl - T Cio -7 C\s - hélice-a
el . e C : hélice-n
Figure 8 : (A) Représentation schématique d’une hélice et (B) des liaisons hydrogene en
fonction du type d’hélice.
Table 3 : Parameétres principaux des hélices présentes dans les protéines a I'état naturel
Hélice | Fréquence | n | p(A) | r(A) | COHN | C« | Rotation ) 1)
a Abondant | 3.6 5.5 2.3 i, I+4 Cis Droite -58 -47
Peu o )
310 i 3 6 1.9 i, 1+3 Cio Droite -74 -4
fréquent
1 Rare 4.4 5 2.8 i, iI+5 Cis Droite -57 -70
Peu
PPII i 3 9.3 - - - Gauche -75 150
fréquent

Les hélices a constituent le type de structure secondaire le plus abondant dans les
protéines. Leur structure, élucidée par Pauling et Corey en 1951,% présente les chaines
latérales des acides aminés vers I'extérieur de I'hélice qui est stabilisée par des liaisons
hydrogene intramoléculaires entre le groupement carbonyle d’'un résidu i et le proton du
groupement NH de I'amide d’un résidu i+4 (Figure 9). La nomenclature les désigne comme
des hélices 3,613 parce qu’elles présentent 3,6 résidus par tour d’hélice et comptent 13 atomes
dans les pseudo-cycles formés par les liaisons hydrogéne. L’hélice a est droite avec un pas
de 5.4 A et un diamétre de 4.6 A. Elle comporte en général 4 & 40 résidus. Un nombre faible

de résidus favorise la formation d’hélices 31o.
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Figure 9 : Représentation de la conformation canonique de I'hélice a?”

Les hélices 310, dont la structure a été proposée dés 1941,262° sont généralement
courtes, de 4 a 6 résidus, et s’organisent grace a des liaisons hydrogéne intramoléculaires
entre les résidus i et i+3. Leur forme est plus étirée avec un pas de 6 A pour 3 résidus et un
diametre plus resserré de 3.8 A (Figure 10).

Figure 10 : Représentation de la conformation canonique de I'hélice 31027

Les hélices 1, proposées en 1952,%° sont au contraire plus compactes avec un pas
de 5 A pour 4.4 résidus et de ce fait, un diamétre plus large de 5.8 A. C’est la conséquence
de liaisons hydrogéne entre des résidus plus éloignés (i a i+5). Ces hélices de 7 & 10 acides
aminés (en orange) sont généralement retrouvées au milieu d’hélices a (en vert),

principalement au niveau du site actif des protéines (Figure 11).

27



Les structures secondaires des protéines

Figure 11 : Représentation de I'hélice 11 (en orange) dans la protéine Symerythrin oxidée de

Cyanophora paradoxa (PDBe : 3ghb)3?

Les hélices polyproline de type Il (PPII) sont des hélices gauches tres étirées avec
un pas de 9.3 A pour 3 résidus. Contrairement aux autres hélices, elles ne présentent pas de
liaisons hydrogéne intramoléculaires. Le résidu proline, qui n’est pas favorable a la formation
des autres hélices, est le résidu le plus représenté dans les hélices PPII, bien qu’il n’y soit pas
obligatoirement présent. Ces hélices se retrouvent surtout a la surface des protéines ou elles
sont généralement impliquées dans les interactions protéine-protéine ou protéine-
acide nucléique.® Elles jouent un réle majeur dans la transduction des signaux cellulaires et
la formation de complexes protéiques. On peut également citer I'hélice de collagéne qui

s’apparente a I'nélice PPII et qui joue un roéle fondamental dans la structure des organismes.*3

Il. 3. Les Feuillets 8

Les feuillets B sont la deuxiéme forme de structure secondaire la plus représentée
apres les hélices a. Il s’agit de I'arrangement de brins c6te a cote liés entre eux par des liaisons
hydrogéne dans un plan Iégerement plissé. L’alignement peut se faire de deux fagons
différentes suivant I'orientation des chaines polypeptidiques : paralléle ou antiparalléle (Figure
12).
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Feuillet B paralléle Feuillet B antiparallele

Figure 12 : Représentation schématique des deux types de feuillet 8

Dans le cas du feuillet antiparallele, les résidus d’acides aminés sont parfaitement
alignés dans un méme plan, ce qui permet la formation de deux liaisons hydrogéne par paire
de résidus opposés (Figure 13). Dans le cas du feuillet paralléle, les résidus ne sont pas
alignés, ils forment des liaisons hydrogéne plus éloignées entre les résidus i-1 et i+1 de la
chaine opposée, ce qui les rend moins stables (Figure 13).

Figure 13 : Réseau de liaison hydrogéne des feuillets 3 paralléle (A) et antiparalléle (B)34

Il est rare de retrouver des feuillets B paralléles de moins de cing brins,* ce qui montre
I'importance coopérative d’un certain nombre de brins pour stabiliser la structure.®®3” Qui plus
est, les feuillets B ne semblent pas tolérer 'accés du solvant a leurs liaisons hydrogene, ils
sont essentiellement retrouvés au cceur des protéines. Bien qu’un nombre croissant de brins
ait un effet positif sur la stabilité des feuillets 8, on retrouve ces derniers dans des structures
en épingle a cheveux (“B-hairpin”).® Ces structures sont formées de deux simples brins B
séparés un coude . La présence de ce coude permet un repliement de la chaine peptique,

rendant possible l'interaction des deux brins par de multiples liaisons hydrogéne.
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Il. 4. Les coudes

Les coudes, a la différence des hélices et des feuillets, sont des éléments de structure
secondaire non répétitifs constitués de 3 ou 4 résidus consécutifs. Ils induisent un repliement
de la chaine peptidique en inversant sa direction de propagation. lIs sont souvent localisés a
la surface des protéines. Ainsi, au-dela de leur rdle structural, ils sont aussi impliqués dans
des processus de reconnaissance moléculaire. Il existe quatre types de coudes, caractérisés
par le nombre de résidus impliqués dans un pseudo-cycle a x-atomes (Cx) : les coudes a
(5 résidus), B (4 résidus), y (3 résidus) et 1 (6 résidus). lls se présentent sous trois catégories
différentes : le coude est dit « ouvert » lorsqu’il ne forme pas de liaison hydrogéne mais que
la distance entre le Ca du résidu i et le Ca du résidu i+n est inférieure a 10 A, « standard »
lorsqu’il y a la présence d’une liaison hydrogéne entre le groupement carbonyle du résidu i et
le proton amide du résidu i+n, ou «inverse » lorsque la liaison hydrogéne implique le

groupement carbonyle du résidu i+n avec le proton amide du résidu i.

Coudey Coude B Coude a

Figure 14 : Représentation schématique des coudes a, 3 et y.

Les coudes a comprennent 5 résidus d’acides aminés qui ont été classés en fonction
de leurs angles diédres en 15 types différents.*® Les coudes a existent sous forme « standard »
avec une liaison hydrogéne entre les résidus i et i+4, ainsi que sous forme de coude « ouvert »

sans liaison hydrogéne.

Les coudes B sont les coudes les plus répandus. lls constituent la troisieme structure
secondaire la plus représentée dans les protéines aprés les hélices a et les feuillets B. Les
coudes B comprennent 4 résidus d’acides aminés et présentent les 3 catégories de coudes :
ouvert, standard et inverse. Lorsqu’ils sont stabilisés par une liaison hydrogene, celle-ci
implique les résidus i et i+3. lls sont classés suivant huit catégories différentes d’aprés leurs

angles diedres, présentés ci-dessous par ordre de présence dans les protéines et leur
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préférence en résidus d’acides aminés (Table 4 et Table 5). Les résidus Pro et Gly sont
particulierement représentés, et la proline est le seul résidu possible a la formation de coude
[ de type VI.

Table 4 : Angles diedres des différents coudes 34°

Coude B ¢ (i+1) P (i+1) ¢ (i+1) P (i+1)
| -60 -30 -90 0
T -60 120 80 0
VIl -60 -30 -120 120
§ 60 30 90
T§ 60 -120 -80
Vial -60 120 -90
Via2 -120 120 -60
Vib -135 135 75 160

Table 5 : Résidus les plus représentés dans la composition de coudes 40

Coude B Résidu i Résidu i+1 Résidu i+2 Résidu i+3
Cys, Asp, His,
Asp, Glu, Lys, | Asp, Asn, Ser,
Asn, Pro, Ser, Cys, Gly, Asn
Pro, Ser Thr
Thr
Ala, Glu, Lys, Cys, Asp, Lys,
I Cys, Pro Y Gly, Asn Y P
Pro GIn, Ser, Thr
Asp, His, Asn,
Vil Cys, Gly, Pro | Asp, Lys, Pro Pro, Val
Val, Tyr
Asp, Gly, His, Lys, GIn, Arg,
I’ Phe, Val, Tyr P y Gly Y J
Asn Tyr
Ir Tyr Gly Asp, Asn, Ser | Thr
Vial Lys, Leu Pro, Tyr Pro Phe, Tyr
Via2 Phe Phe, Trp Pro Gly
Vib His, Pro Thr, Tyr Pro Pro

Les coudes y comprennent 3 résidus qui s’organisent avec une liaison hydrogene

entre les résidus i et i+2 dans un coude standard ou inverse.* Les résidus les plus représentés
ainsi que les angles diedres des coudes y sont indiqués dans les tableaux ci-dessous (Table
6 et Table 7).
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Table 6 : Angles diédres des différents coudes 34°

Coudey | ¢ (i+1) | W (i+1)
Standard 75 -64

Inverse -79 69

Table 7 : Résidus les plus représentés dans la composition de coudes y4°

Coude y Résidu i Résidu i+1 Résidu i+2
Standard | Gly Gly His>Lys>Ser

Inverse | Gly, Pro, lle | Pro, Asp, Asn | Asn, Thr, Val, Trp

Les coudes 1 comprennent 6 résidus organisés dans un coude ouvert, ou standard
avec une liaison hydrogéne entre résidus i et i+5. Cette structure a été observée pour la

premiere fois en 1969 dans la structure de la myoglobine (PDB : 1MBN).*2

II.5. Les rubans 8

Les rubans B sont des structures secondaires stabilisées par des liaisons hydrogéne
qui se chevauchent, entre les groupements carbonyles des résidus i et i+3 avec les protons
amides des résidus i+2 et i+5. En ce sens, ils sont parfois considérés comme des hélices 310
ayant perdu certaines de leurs liaisons hydrogéne. Le ruban 3 est la répétition de coudes |,
I’, Iloull'. Les rubans B | et I’ sont plus abondants, tout comme leurs coudes respectifs, et leur
structure est légerement tordue contrairement aux rubans plats 3 1l et II'. Cette structure est
notamment favorisée par la présence de résidus N-alkylés comme la proline en i+4, qui
empéche la liaison hydrogéne entre les résidus i+1 et i+4, ainsi que par des résidus propices
a la formation d’hélices comme le résidu Aib (acide a-amino isobutyrique).**** Ils sont

généralement impliqués dans la reconnaissance moléculaire et les sites actifs des enzymes.
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lll. Mimes de coudes et d’hélices artificielles (Foldaméres)

Les peptides sont une classe importante de composés pour la conception de nouveaux
médicaments mais aussi pour la compréhension de phénoménes physiologiques et
physiopathologiques. Cependant ils présentent souvent un profil pharmacologique assez
défavorable. lls ont une faible absorption par voie orale, une grande instabilité métabolique
liée a leur dégradation rapide par les peptidases et ne traversent pas les membranes
cellulaires®. Ainsi, pour augmenter la biodisponibilité des peptides, mais aussi si nécessaire
leur sélectivité vis-a-vis de leur cible biologique, diverses stratégies ont été développées. On
peut citer la conception de pseudopeptides, de peptides cycliques et de peptidomimétiques
qui peuvent mimer les structures secondaires des protéines.*® Je ne donnerai pas ici une liste
exhaustive de toutes les modifications apportées et décrites dans la littérature mais je
m’attacherai en particulier a un mime de coude B, 'a-amino y-lactame ou lactame de
Freidinger, qui a été le fil conducteur de cette thése, ainsi qu’a la famille des foldameres
peptidomimetiques. Les foldameéres développés dans mon travail de these ont été construits
par 'enchainement d’a-amino y-lactames avec des acides a- ou B-aminés (Agl-aAA ou Agl-
BAA).
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IV. Mimes de coudes : le lactame de Freidinger

La plupart des peptides en solution existent sous la forme d'un équilibre de
conformeéres qui ne sont pas tous bioactifs. Afin de privilégier certaines conformations,
différentes stratégies ont été développées. Parmi ces stratégies, on peut citer la cyclisation qui
a été une des premiéres techniques appliqguées au développement de peptidomimétiques,*®

et l'introduction de mimes contraints de coudes dans des séquences peptidiques.*’

Un grand nombre de mimes de coudes ont été développés depuis plus d’'une trentaine
d’année, comptant parmi eux de simples dipeptides comme le motif « L-Pro-D-Pro », ou « AAz-
N(Me)AA; » a des molécules plus complexes.*®° Je ne donnerai pas ici une liste exhaustive
des mimes décrits dans la littérature mais m’attacherai a une description générale des a-amino
y-lactames de Freidinger et al. Au début des années 1980, Roger M. Freidinger a publié une
série de dipeptides pontés y-, d- et e-lactames.>! L'idée d'utiliser ces lactames comme motif
contraint est venue de I'étude d’'un hexapeptide cyclique, le cyclo(Ala-Sar)s. Des études de
modélisation moléculaire de ce peptide ont indiqué que la construction d’'un pont entre le Ca
du résidu alanine et I'azote du résidu sarcosine suivant devrait induire davantage de contrainte
conformationnelle. L'a-amino y-lactame a-aminoacide (Agl-AA) ainsi formé adopte une
conformation différente de celle d’un dipeptide N-méthylé au niveau de la liaison amide.%?
Contrairement aux dipeptides N-méthylés, le y-lactame formé interdit la rotation de la liaison
entre l'azote N1 et le carbone C5, contraignant la liaison amide modifiée a adopter une
configuration trans et restreint la valeur de I'angle W a -120°. La proximité du cycle lactame
limite aussi les angles diedres ¢1 et ¢2 (Figure 15). La communauté scientifique a décidé de
nommer ces analogues de dipeptides « Lactames de Freidinger », en I'honneur de sa

contribution dans le développement de peptidomimétiques.

| @ b, n O
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H o 3 H o 2 |3

Cyclo-(Ala-Sar), Lactames de Freidinger (n = 0-2)

Figure 15 : Premiére application des lactames de Freidinger>3

La méme année, R. M. Freidinger et coll. ont publié un analogue de I'hormone de

libération de I’hormone lutéinisante (LH-RH) comprenant un motif y-lactame. L’analogue, qui
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adopte une conformation en coude 3, s’est montré plus efficace que I'hormone originale, ce
qui a confirmé la présence d’un coude B dans la conformation active.> En effet, le motif induit
un mime de coude B de type II’ avec une liaison hydrogéne dans un pseudocycle a 10 atomes
(Figure 16). Les études ultérieures de R. M. Freidinger et coll., comme le développement
d’analogues de la somatostatine,® ont montré que lincorporation de lactame dans des
séquences peptidiques peut augmenter l'efficacité de composés biologiquement actifs et
augmenter leur stabilité métabolique. Ces lactames sont, & ce jour, largement utilisés en
chimie médicinale pour augmenter la sélectivité, la stabilité et la pénétration cellulaire de
peptides biologiquement actifs.® Plus récemment, le motif a-amino-y-lactame d’acide a-aminé
(Agl-aAA) a été introduit dans des peptides d’intérét pour augmenter leur pénétration
intracellulaire.®® Dans le cadre de ma thése, jai utilisé ce motif pour la construction de
foldaméres pénétrants (Cell-Penetrating Foldamers)®’ capables de véhiculer des molécules

bioactives a l'intérieur des cellules.

Figure 16 : Superposition du y-lactame avec le coude B-II’ formé par le tetrapeptide Tyr-Gly-

Leu-Arg de la séquence LH-RH%3
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V. Les foldameres

V. 1. Définition

La premiére définition du terme foldameéere a été donnée par S. Gellman en 1998
comme étant “des polyméres ayant une forte propension a adopter une structure compacte
spécifique”.*® Cette définition évolue en 2000 lorsque J.S. Moore les désigne comme “tout
oligomeére qui se replie dans un état conformationnel ordonné en solution, stabilisé par des
interactions non covalentes entre unités monomériques non adjacentes”.®® Les premiers
foldameéres, des B-peptides, sont décrits en 1996 par les équipes de S. Gellman® et D.
Seebach®!. Les foldaméres sont capables d’adopter des structures secondaires stables a
partir de peu de motifs comparés aux a-peptides naturels correspondants, et présentent une
résistance accrue aux protéases. Ces structures secondaires sont stabilisées, comme dans
les protéines, par des liaisons hydrogene, des interactions électrostatiques ou des interactions
avec le solvant. Depuis les premiers travaux de S. Gellman et D. Seebach, de nombreuses
familles de foldaméres ont été élaborées, des foldameéres aliphatiques constitués de dérivés
d’aminoacides mais également des foldaméres aromatiques comme par exemple les dérivés

d’arylamide ou présentant des motifs phényléne éthyléne.5"-5°

Au vu de limportante production scientifique dans ce domaine, je ne présenterai
succinctement dans ce manuscrit que certains foldaméres biotiques qui miment les
biopolyméres et répondent & un mode de repliement similaire. Ces foldameéres peuvent étre
constitués d’'acides a-, B-, y- ou &-aminés avec des liaisons peptidiques ou des liaisons
modifiées (peptoides, azapeptides, liens urés, aminoxy...) comme illustré dans la Figure 17.
Des foldaméres homogeénes, formés par la répétition d’'une méme unité monomérique (B-
peptides, y-peptides...), ou hybrides, c'est-a-dire avec un squelette hétérogene alternant de
fagon réguliére des unités monomériques différentes (a/B, aly...) ont été congus. Dans cette
partie bibliographique, seuls des exemples de foldaméres construits a partir de B- et a-
aminoacides possédant des liens amides (secondaires ou tertiaires) seront abordés. Comme
nous le verrons a travers les exemples reportés ici, les différents niveaux de substitution des
positions B et a dans les B-aminoacides ainsi que leur configuration ont permis de générer des
oligoamides ayant des repliements inédits et variés. Nous donnerons également dans cette
partie des exemples de foldaméres obtenus en utilisant des mimes contraints de dipeptides,
en particulier des coudes de type B, ces motifs ayant constitué une partie de mon travail de

thése.
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Figure 17 : Différents monomeres utilisés dans la conception de foldameres.
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V. 2. Les B-peptides

Les oligoméres de B-aminoacides, appelés communément B-peptides, ont largement
été développés et étudiés depuis les premiers travaux de S. Gellman et D. Seebach. Les -
peptides sont formés de B-aminoacides possédant un méthyléne supplémentaire dans leur
squelette, avec une chaine latérale portée soit par le carbone a soit par le carbone B pour

donner des B?-peptides ou B3-peptides, respectivement (Figure 18).

R Rﬁz

H
\NAI\H/ /N%ﬂ/
H
(@) RBS @]
a-peptide B-peptide

Figure 18 : Nomenclature associée aux B-aminoacides

La présence du méthyléene supplémentaire devrait conduire, intuitivement, a une
augmentation de flexibilité du squelette de I'oligomere, or les B-peptides ont montré une
capacité a adopter une variété de conformations hélicoidales, avec moins de monomeres que
les a-peptides correspondants. A titre d’exemple, parmi les différents types d’hélices
identifiées a ce jour, I'hélice 314 est 'une des plus caractérisés. Elle est constituée de 3 résidus
par tour avec un réseau de liaisons hydrogene entre le C=0 d’un résidu i et le HN d’un résidu
i+3 formant un pseudo-cycle a 14 atomes (hélice 3.4). Par comparaison, les a-peptides forment
une hélice droite avec 3,6 résidus par tour et un pseudo-cycle a 13 atomes (hélice 3,613).

Quelques exemples d’hélices sont reportés dans la Figure 19.
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Figure 19 : Représentation des différents types d'hélices adoptées par les B-oligoamides
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Le groupe de D. Seebach a montré que des B-peptides préparés a partir de résidus
acycliques sont capables d’adopter des structures en hélice gauche ou droite selon la
stéréochimie des B-aminoacides.®*% A titre d’exemple, des L-B3-peptides se structurent en
hélice gauche 314 avec un pas de 4.8 A (Figure 20)°. Le réseau aligné de liaisons hydrogéne
(CO(i) — HN(i-2)) de la partie C-terminale vers la partie N-terminale le long de I'axe de I'hélice
crée un macrodipéle, opposé a celui de I'hélice-a. Les premiéres séquences décrites, capables
de se structurer, ne présentaient que des résidus hydrophobes, mais des études ultérieures
réalisées par le groupe de S. Gellman et A. Schepartz,54%° ont permis I'élaboration de
foldaméres hydrosolubles, notamment par I'incorporation de résidus B3-Lysine ou la mise en

place de ponts salins entre les chaines latérales des résidus i et i+3, respectivement.

Figure 20 : Exemple de L-B3-peptides : H-(B3-HVal-B3-HAla-B3-HLeu)2-OH®! et son réseau de

liaisons hydrogéne.

Le groupe de Seebach a également montré que des B2-peptides (configuration R sur
le Co substitué) conduisent comme leurs isoméres B3-peptides a des hélices 14.5¢ En
revanche, I'utilisation de B#2-aminoacides, en particulier I'acide 1-(aminométhyl)cyclopropane-
1-carboxylique (B?>2-HAc3c), a conduit a des B22-peptides capables de se replier pour former
une hélice 8 avec un pas de 4.7-4.9 A avec environ 2 résidus par tour. Ces hélices sont
stabilisées par des liaisons hydrogéne formées entre les résidus i et i+2 (Figure 21).57

Cs 00— Cs O— Cs 0O—

Figure 21 : Hélice 8 de Boc-(B%2-HAc3c)s-OMeb’,
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Les peptides B?/B® mixtes formés par des alternances 1:1 de B?%/B3, B/B? ou les
oligoméres constitués par d’autres séries d’alternances comme par exemple des alternances
B2/B%B% ou (B?)s/(B%)s ne forment pas non plus des hélices 14 comme le font les homo-
oligoméres de B2 ou B3-amino acides. Ces oligoméres donnent des hélices 10/12 stabilisées
par des liaisons hydrogene Cio et Ci2 entre les résidus i et i+1 ou i et i+3 respectivement avec
un pas de 5.25 A pour 2.5 résidus (Figure 22).%8 Contrairement aux alignements homogénes
des liaisons hydrogéne dans I'axe de I'hélice 14 ou 8 qui donnent naissance a un macrodipéle,
il y a deux types d'orientations dans I'hélice-10/12. Les liaisons hydrogéne entre le CO et le
HN ayant ainsi des directions alternées le long de l'axe de I'hélice, ces oligoméres ne
présentent pas de macrodipble puisque les moments dipolaires des liaisons hydrogene

s’annulent.

BocHN

Figure 22 : Hélice 10/12 de B?/B3-peptide’8

Lorsque les deux carbones Ca et CB sont substitués pour former des B?3-peptides
hétérochiraux (2R,3S), la chaine alkyl en position a se retrouve en position axiale, elle est
donc projetée parallélement a I'hélice,®® empéchant la formation des hélices du fait de la géne
stérigue induite. Leur arrangement déplié leur permet cependant de se structurer en feuillet.”®
En revanche, il a été possible d’obtenir une structure en hélice avec une fonction hydroxy en
position B2 qui favorise des liaisons hydrogéne Cs pour former des hélices 35 avec un pas de
4.7-4.9 A™ (Figure 23).

U— —--x...\\\\ - . Y N - _~ ?
BocHN ™™ N - o8z

OH

Figure 23 : B%23-Hexapeptide de résidus acides (2R,3S)-3-Amino-2-Hydroxy carboxyliques®®
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Introduits en 1996 par le groupe de Gellman avec l'acide trans-2-aminocyclohexane
carboxylique (trans-ACHC), de nombreux B?3-aminoacides cycliques sont aujourd’hui utilisés
pour la construction de foldameéres, ceux évoqués dans cette partie du manuscrit sont reportés

dans la Figure 24 ci-dessous.

NH, H
N
& & & 4
—NH —R —N%— Ng_gﬁ
o) o) O

(o]
trans-ACHC trans-DCHC trans-ACPC trans-APC
OTBDMS
"R ®
—N‘TL:K)— —NH —NH —NH
O 0] O (e}
trans-ACBC ,detwe trans-ABHC , derive .
d’oxétane d’oxanorbornene

Figure 24 : Monomeres B%3-aminoacides cycliques utilisés dans la conception de foldameéres.
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L’intérét de tels résidus est de bloquer la rotation autour de la liaison Cq-Cp, permettant
un renforcement de la structure hélicoidale. La variation de la taille du cycle ayant un effet
direct sur la valeur de 'angle 8, plusieurs conformations préférentielles ont été obtenues. Par
exemple, alors que le cycle a 6 chainons du trans-ACHC stabilise une hélice-14 avec un angle
® = + 60° (Figure 25),%° le cycle a 5 chainons de l'acide trans-2-aminocyclopentane
carboxylique (trans-ACPC) stabilise une hélice-12 (Figure 25).72

Figure 25 : Hélice 14 de trans-ACHC (en haut) et hélice 12 gauche trans-ACPC (en bas).

Ces unités monomeériques ont également été utilisées pour stabiliser des hélices de [3-
peptides constituées de résidus acycliques’ et pour générer des oligoméres hydrosolubles.
On pourra donner a titre d’exemple, les oligoméres hydrosolubles obtenus en alternant des
résidus trans-ACHC avec des résidus d’acide trans-diaminocyclohexane carboxylique (trans-
DCHC) contenant une amine primaire supplémentaire portée par le cyclohexane® ou encore
en alternant le monomére trans-ACPC avec soit l'acide trans-3-aminopyrolidine-4-
carboxylique (trans-APC, le cyclopentane incorpore une amine secondaire),’ soit le trans-3-

aminomethyl-ACPC" ol une amine primaire est greffée sur le cycle.
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Alors qu’une hélice-14 a été observée dans un tétramere alternant des résidus B-Ala
et des résidus d’acide cis-aminocyclobutane carboxylique (cis-ACBC), un B23-aminoacide
contenant un cycle contraint a 4 chainons, Aitken et coll.” ont montré en 2010 que les
oligoméres du trans-ACBC forment une hélice-12 (Figure 26). L'utilisation de motifs incluant
le cycle oxétane (cycle a 4 chainons avec un atome d’oxygéne intracyclique) permet d’obtenir

une hélice gauche 10 stabilisée par des liaisons hydrogene formées entre les résidus i et i+1

(Figure 26).”"
E&f ng % \\—OMe

\\_N \\_N

W

OTBDMS OTBDMS OTBDMS

OTBDMS OTBDMS OTBDMS

Figure 26 : Hélice 12 de trans-ACBC (en haut) et hélice 10 d’acides oxétane 3-aminés (en bas).
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D’autres foldaméres ont été congus par les groupes de Fulop et Klein en utilisant des
B23-aminoacides bicycliques, lacide (1R,2R,3R,5R)-2-amino-6,6-dimethyl-bicyclo[3.1.1]-
heptane-3-carboxylique (trans-ABHC)" et un B-aminoacide trans-oxanorbornéne’ analogue
au trans-ACHC, respectivement. Les contraintes angulaires supplémentaires apportées par le
bicycle stabilisent ou induisent de nouveaux modes de repliement. Le trans-ABHC conduit a
des oligoméres adoptant une structure en hélice 12 (Figure 27)’® et le dérivé trans-
oxanorbornéne a des oligomeres adoptant une hélice 8 (Figure 27).

Figure 27 : Hélice 12 de trans-ABHC (en haut) et hélice 8 d’un B-peptide composée de dérivés
oxanorbornéne (en bas).
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V. 3. Les a/B-peptides

Les foldameéres présentés précédemment ont un squelette homogéne c'est-a-dire
formé par la répétition d’unités monomériques d'une seule et méme classe de composés.
Ainsi, les foldaméres de B-peptides contiennent exclusivement des résidus -aminoacides. A
cbté de ces homo-oligoméres, le développement d’oligoméres hybrides ayant un squelette
hétérogéne comme les a/B-, aly-, a/d- et les B/y-peptides a fait 'objet d’'une attention
particuliere dans le domaine des foldaméres. Dans la suite de ce chapitre, pour des raisons
de clarté et de longueur du document, nous n’aborderons que les combinaisons de résidus
d’acides a- et p-aminés qui sont les plus répandues et qui se rapprochent le plus des
composés que nous avons développés durant ma these, et quelgues exemples seront

reportés.

Le développement de foldaméres hybrides a permis de considérablement élargir la
diversité des structures accessibles avec un nombre restreint de résidus. Plusieurs types de
séquences répétitives : 1/1 a/B, 1/2 a/f, 2/1 a/B, ou non répétitives comme par exemple
aaaBapB, aaapBpap, etc ont été étudiées. L’'obtention de nouvelles structures basée sur ces
foldameéres hybrides permet de projetter des chaines latérales vers des espaces non explorés
par les B-peptides. De plus, 'usage d’acides a-aminés commerciaux disponibles est moins
colteux que les . La stratégie généralement mise en ceuvre lors de la préparation de ce type
de foldaméres est d’induire un repliement a l'aide de BAA contraints et d'utiliser la diversité
des groupements fonctionnels offerts par les chaines latérales des acides a-aminés

disponibles.
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En 2004, les groupes de Reiser® et Gellman® ont indépendamment rapporté que des
petites séquences peptidiques avec des alternances 1:1 d’a/B-aminoacides conduisaient a des
structures hélicoidales stables. L’acide cis-B-aminocyclopropane (cis-p-ACC) et le (S,S)-trans-
ACPC ont respectivement été utilisés dans leurs études. L’'oligomeére hybride construit avec
I'acide cis-B-aminocyclopropane carboxylique (cis-B-ACC) se structure en hélice gauche 313
stabilisée par des liaisons hydrogéne formées entre les résidus B-aminés i et i+2 (Figure 28).8°
Cet oligomére a notamment été utilisé pour obtenir des analogues du neuropeptide Y sélectif
du récepteur Y%

C13 C13

’ 0 y o ’ o)
HZNJ\WN\V)LNHNW)LN/LH,N\V)LNJ\WOH
o Y H o VYV H o5 VvV H. g
COOMe COOMe COOMe

Figure 28 : Structure en hélice 13 de H-Ala-(cis-B-ACC-Ala)3-OH?80

Dans le cas des oligoméres hybrides de trans-ACPC en alternance avec des acides a-
aminés, I'étude structurale a révélé un systeme complexe ou coexistent deux conformations
hélicoidales : une hélice 11 et une hélice 14/15 (Figure 29).8% L’hélice 2.81; avec un pas de 5.6
A est stabilisée par des liaisons hydrogéne formées entre les résidus i et i+3 alors que I'hélice
3.614115 avec un pas de 5 A est stabilisée par des liaisons hydrogéne formées entre les résidus
i et i+4. L’hélice 14/15 est favorisée pour des séquences longues, au-dessus de I'octameére,®*
une tendance retrouvée pour les a-peptides ou I'hélice a est favorisée par rapport a I'hélice
310 pour des séquences plus longues.®
C11

Figure 29 : Hélices 11 (en haut) et hélice 14/16 (en bas) adoptées par les oligoméres hybrides
de trans-ACPC en alternance avec des acides a-aminés
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Ce type de phénoméne a été également observé dans des oligomeéres incluant un -
aminoacide bicycligue fortement contraint développé par M. Calmés et al., l'acide 1-
aminobicyclo[2.2.2]octane-2-carboxylique (ABOC) et qui s’est avéré étre un fort inducteur
d’hélice. En effet, I'étude structurale d’oligoméres hybrides a/ABOC 1:1 a révélé la présence
d’'un polymorphisme structural dans cette famille de composés.® Des oligoméres courts
(tétraméres) adoptent une hélice 11/9, tandis qu'une hélice 18/16 est favorisée pour des
oligoméres plus longs (octameéres) (Figure 30).

e

u \ﬂ/ H
0] 0]
C1E

Figure 30 : Hélices 11/9 (en haut) et hélice 18/16 (en bas) adoptées par les oligomeres hybrides
d’ABOC en alternance avec des acides a-aminés

Il a aussi été montré que l'incorporation de résidus a,a-disubstitués, comme I'Aib, a la
place d’a-aminoacides augmente la stabilité des hélices 118 a l'instar de ce qui est observé

pour les hélices a®.
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Les B3-aminoacides acycliques alternés avec des acides a-aminés ont également
permis d’obtenir des hélices stables 11/9. Les premiéres séquences décrites alternent des
acides (S)-B-aminés substitués en B* par un groupement saccharidique (SAA) avec des acides
a-aminés.® Des séquences hétérochirales qui alternent des acides (R)-homo-f3-aminés avec
des acides a-aminés (D) ont ensuite été décrites (Figure 31).% Ces oligomeres adoptent une
structure hélicoidale 11/9. Cette structure est aussi retrouvée pour des oligoméres qui
alternent des résidus (1R,2S)-2-aminocyclohexanecarboxylique (cis-ACHC) avec des acides
a-aminés de configuration D.°* En revanche, l'alternance d’acides B3-aminés avec des Aib a

donné une structure semblable a I'hélice 14/15 mais dépourvue de liaisons hydrogéne.®?

Figure 31 : Structure en hélice 11/9 de tBu-(phe-B2hVal)s-phe-OMe

Comme nous l'avons précisé plus haut, le repliement de séquences a/B-peptidiques
ne se limite pas a une alternance 1:1. Les alternances 2:1 et 1:2 ont également conduit a des
oligomeres ayant une forte capacité a se replier en hélices stabilisées par des liaisons
hydrogéne formées soit entre les résidus i et i+3 ou entre les résidus i et i+4%. Ce type de
séquences n’ayant pas été abordé dans cette thése nous ne détaillerons donc pas ces travaux

ainsi que ceux mettant en jeu des séquences alternées non-répétitives.
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V. 4. Les a-et B-peptoides

Les a-peptoides sont des oligoamides de glycine N-substituées dont la « chaine
latérale » est déplacée du carbone a sur I'atome d’azote de la fonction amide.®* Cette migration
entraine la disparition de possibles liaisons hydrogéne intramoléculaires, favorisant les
équilibres cis/trans autour des liaisons amides N,N-disubstituées. Le squelette achiral résultant
ne facilite a priori pas la formation de systémes structurés. Cependant R. Zuckermann et coll.%
ont montré qu’il est possible d’induire un repliement dans les peptoides en introduisant des
chaines latérales chirales et encombrées sur 'atome d’azote. La chiralité va induire le sens de
I'hélice et I'encombrement influencer la conformation de la chaine principale en jouant
notamment sur I'équilibre cis/trans autour de la liaison amide. D’autres phénoménes tel que
les interactions Pi et interactions électrostatiques permettent aussi de favoriser une

conformation plutét qu’une autre.

a-peptide a-peptoide B-peptoide

R R

Figure 32 : Représentation schématique des résidus dans les a-peptides, a-peptoides et B-
peptoides

Les peptoides trans, qui sont favorisés par des substituants N-aryles, adoptent une
structure PPl avec 3.1 résidus par tour et un pas de 9 A (Figure 33).% Les peptoides cis sont
eux favorisés par l'introduction de substituants N-a-chiraux B-encombrés et adoptent une

structure PPI avec 3 résidus par tour et un pas de 6.7 A (Figure 34).95:97-9

Figure 33 : Structure PPIlI de 'hexamére de N-(phenyl)glycine®®
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Figure 34 : Exemple de substituants favorisant une conformation cis :

(S)-1-phenylethyl®5, (S)-1-naphthylethyl®?, (S)-1-(triazolium)ethyl®8, (S)-1-tert-butylethyl®®

Récemment, I'alternance de liens amides cis et trans obtenue par I'alternance dans la
séquence de résidus N-aryles et N-a-chiraux B-encombrés a permis d’obtenir une structure en
ruban (Figure 35).100

oV

Figure 35 : Structure en ruban d’un peptoide alternant des liens amides cis et trans9°

Comme les a-peptoides, les B-peptoides ont montré une capacité a former des hélices.
A titre d’exemple, les oligomeéres de résidus N-1-naphthyléthyl se structurent en hélice a trois

faces plus allongée que les PPII avec 3 résidus par tour pour un pas 9.6-9.8 A (Figure 36).1%

Figure 36 : Structure de 'hexamére de N-(1-naphthylethyl)B-alaninei0!

On peut également citer dans cette partie, les B-polyprolines, qui comme les a-
polyprolines, sont capables de former des hélices dépourvues de liaisons hydrogéne. En

I'occurrence, les oligoméres de B3-homoproline se structurent en hélice 10°2,
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V. 5. Les oligomeéres de motifs conformationnellement contraints

Les équipes de Balaram et Toniolo ont montré que des peptides contenant des
répétitions périodiques de dipeptides Pro-X et X-Pro (avec X = Aib, Ala, ou D-Ala) adoptent
des conformations en ruban B, considérées comme un sous-type d’hélice 310.4344103104 Ceg
résultats ont été appuyés par des études théoriques soulignant également que des répétitions
de mimes de dipeptides dans une séquence de protéine conduit a des domaines structurés
en ruban plat ou torsadé, selon le type de mimes.1% Basé sur ces résultats, plusieurs équipes
ont utilisé des mimes de coudes B et y pour générer des oligomeres adoptant des structures
secondaires bien définies. Ces structures sont orchestrées par la répétition des mimes
contraints de dipeptides qui conservent leurs propriétés conformationnelles intrinseques dans
I'oligomére.106-112 A titre d’exemple, I'équipe de Tomasini a développé des systémes structurés
a partir d’acide 4-méthyl-oxazolidin-2-one carboxylique (Oxd), et d’acide pyroglutamique
(pGlu) (Figure 37). Elle a montré que des oligoméres mixtes alternant des a-aminoacides avec
un motif Oxd de configuration D se structurent en ruban 8 a partir de cing répétitions. Cette
structure est stabilisée par un réseau de liaisons hydrogéne formant des pseudo-cycles
C101%8113 Quant aux oligoméres du motif pGlu contraints par un y-lactame, ils sont capables
de se structurer en hélice PPII, stabilisée par des liaisons hydrogéene intramoléculaires
particulieres, entre le CO du lactame du résidu i et I'atome d’hydrogéne du Ca du résidu i-1,

formant des pseudocycles Ces.114

Motif AA-D-Oxd H'/Oiji H:D\ Os ‘,,OYO s
y O & N— 7%8}]/4 s Nf
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Figure 37 : (A) Motif a-AA-D-Oxd et structure en ruban d’oligoméres d’oxazolidinone (Boc-(L-Ala-
D-Oxd)s-OBn)1%8 ; (B) Motif L-pGlu et oligomeére de L-pGlu.
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On peut également citer I'exemple des oligoméres d’a-amino vy-lactames a-
aminoacides qui ont été développés dans notre équipe et qui seront repris tout au long de ce
manuscrit. Ces oligoméres construits a partir du mime de coude B développé par R. M.
Freidinger et al. adoptent des structures en ruban (Figure 38 et chapitre 111).1°
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Figure 38 : (A) Structure des a-amino y-lactames a-aminoacides et leurs oligomeéres ; (B)
Structure des oligoméres a-amino y-lactames a-aminoacides
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V. 6. Exemples d’applications biologiques

Ces différentes structures apparaissent comme autant de plateformes d’intérét pour
essayer de mimer les structures naturelles ou répartir de facon contrélée des groupements
fonctionnels dans un espace bien défini. Leur avantage par rapport aux peptides naturels est
d’étre prévisibles et stables et de nécessiter moins de monomeres pour adopter une structure
stable. De plus, ils ont une résistance accrue a la protéolyse qui en font des candidats attractifs
dans des programmes de chimie médicinale. Ces systémes peuvent étre utilisés pour
différentes applications biologiques, parmi lesquelles le développement d’antimicrobiens,
d’inhibiteurs d’interaction protéine-protéine ou de vecteurs de pénétration intracellulaire. Au
sein de notre laboratoire, cette derniére application a été développée avec des oligomeéres de

y-lactames d’acides a-aminés repliés en ruban.

Les foldaméres antimicrobiens s’inspirent des peptides antimicrobiens qui sont un
élément important du systéme immunitaire des organismes vivants. Une partie de ces peptides
se structure en hélices amphiphiles qui ségrégent les chaines polaires et apolaires sur deux
faces opposés ou aux deux extrémités de I'hélice. Cette caractéristique a conduit de nombreux
groupes a s'intéresser a la conception de structures hélicoidales amphipathiques basées sur
des foldaméres. Parmi les foldaméres contenant des liens amides, il y a des peptoides
antimicrobiens,'%117 des hétéro-oligoméres d’a-peptide/B-peptoidel®!® mais aussi des B3-
peptides,?°12 des B2R3-peptides,'?* des a/B-peptides alternant des acides a-aminés avec des
trans-ACPC ou trans-APC.81:1%5

Figure 39 : Exemple de foldaméres antimicrobiens : (A) Peptide naturel magainin-2 (PDB : 2MAG)
et (B) peptoide H-(NLys-Nspe-Nspe)s-NH»126
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Les interactions protéine-protéine (PPIs) représentent un intérét croissant dans
lindustrie pharmaceutique pour le développement de candidats médicaments car elles
constituent un point de contréle et de régulation crucial pour une majorité des processus
cellulaires. Cependant, le développement dinhibiteurs puissants de ces interactions,
hautement spécifiques et de taille modérée, est actuellement un véritable défi. En effet, les
interfaces entre partenaires sont, dans de nombreux cas, de larges surfaces relativement
planes et hydrophobes et une grande majorité de ces interfaces (plus de 60%) mettent en jeu
des hélices a. C’est la raison pour laquelle les stratégies de chimie médicinale classique
restent, a ce jour, inadaptées pour interagir avec ces interfaces. En revanche, en adoptant des
structures stables, bien définies et prévisibles, les foldameres constituent des structures
privilégiées pour présenter de maniere contrdlée en trois dimensions des éléments de
reconnaissance pour ces interfaces. Ces derniéres années, les foldaméres ont permis
d’identifier des inhibiteurs de PPIs pour différentes cibles thérapeutiques. Je vais donner ici
guelques exemples. Des hélices 12 de trans-ACPC ont permis d’obtenir des inhibiteurs de y-
sécrétase pour la prévention et le traitement de la maladie d’Alzheimer*?’. Plusieurs protéines
impliquées dans I'apoptose (hDM2, hDMX, Bcl-x.) ont été ciblées avec des foldaméres pour
des applications anti-cancéreuses. Des hélices 14 de B*-peptides ont permis d’inhiber
I'interaction p53/hDM2128 et p53/hDMX.*?° Une hélice chimére d’a/B-a peptide mimant I'hélice
a de la protéine BH3 a permis de bloquer l'interaction de cette derniére avec sa protéine
partenaire anti apoptotique Bcl-x. (Figure 40)'®. Par une approche combinatoire, différents
peptoides ont pu étre développés pour linhibition du protéasome 19S**!, du récepteur
VEGFR232 et le blocage d’anticorps AQP4 responsables de désordre inflammatoire
autoimmun®®, Des inhibiteurs de fusion du VIH ont été obtenus par le développement de B-
peptides® et d’'a/B-peptidesi® mimes de gp41 pour bloquer le complexe gp120/gp41 (VIH).

Des hélices des peptides a/f ont permis d’obtenir des agonistes de GLP-1R*3¢,
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Figure 40 : Structure RX de Bcl-xL (magenta) en interaction avec I’hélice a de BH3 (bleu) et un

foldamére a/B-apeptide (vert)130

Les foldameres pénétrants

Les foldaméres offrent aussi des outils attractifs pour développer de facon rationnelle
des vecteurs de pénétration intracellulaire basés sur les peptides pénétrants de type “Cell
Penetrating Peptides” (CPP). Une partie de mon travail de thése a été de développer et
d'utiliser des foldameéres pénétrants pour véhiculer un principe actif a l'intérieur des cellules.
Dans le chapitre suivant, je vais faire quelques rappels généraux sur les peptides pénétrants,
qui ont inspiré la conception des foldaméres pénétrants, avant de dresser un état de 'art non

exhaustif sur cette famille de composeés.
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VI. Les peptides pénétrants
VI. 1. La pénétration intracellulaire

Les molécules capables de traverser la membrane cellulaire sont d’'une importance
majeure pour la médecine car un grand nombre de cibles thérapeutiques sont présentes a
l'intérieur des cellules. Cependant, une des limitations majeures au développement de
certaines molécules a fort potentiel thérapeutique est leur incapacité a traverser la membrane
plasmiqgue. Les cellules eucaryotes des mammiféres sont des structures complexes
comprenant de nombreux organelles et entourées d'une membrane de 7 a 9 nm
d’épaisseur.’*” Cette membrane est constituée d’'une bicouche lipidique ol de nombreuses
protéines assurent le transport vers lintérieur et I'extérieur de la cellule. La membrane
cellulaire est considérée comme semi-perméable avec des systemes de transport passifs et
actifs. La diffusion passive ne requiert pas d’énergie mais nécessite un gradient de
concentration. Des petites molécules apolaires peuvent diffuser a travers la bicouche comme
'oxygéne, et de petites molécules polaires comme les acides aminés rentrent dans la cellule
pas le biais de protéines transmembranaires.!®® Le transport actif s’opére contre un gradient
de concentration et nécessite donc un apport en énergie sous forme d’ATP. Ce transport se
fait par le biais de pompes protéiques transmembranaires, ou par endocytose qui repose sur
une modification de la membrane (invagination ou protrusion). Bien que les transporteurs
transmembranaires puissent véhiculer dans la cellule de nombreux substrats différents, ils
reposent sur une relation structure-fonction trés spécifique. L’endocytose au contraire, permet
l'internalisation d’'une grande variété de composés. Elle peut étre divisée en quatre catégories :
la phagocytose, la macropinocytose, 'endocytose dépendant de la clathrine, et de la caveoline
(Figure 41).*° Quel que soit le processus d’internalisation mis en jeu, 'endocytose ou la
translocation directe, des domaines lipidiques de la membrane ainsi que des sucres de surface
sont impliqués. L’interaction avec la membrane constitue une étape décisive pour son
franchissement. Ainsi les propriétés physico-chimiques des CPP ont une influence
déterminante sur l'efficacité d’internalisation mais aussi sur le mode d’internalisation. Il est
également important de souligner que d’autres paramétres comme la taille du cargo, sa nature
ainsi que le lien entre le CPP et le cargo peuvent impacter le processus de pénétration

intracellulaire.
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Phagocytosis Macropinocytosis
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Figure 41 : Représentation schématique des voies d’endocytose14°

—O-CG

Une fois internalisée par endocytose, une molécule thérapeutique doit encore
s’échapper de 'endosome pour atteindre sa cible intracellulaire et éviter sa dégradation apres
fusion au lysosome. Il existe pour cela des composés comme la chloroquine qui, en
coadministration avec le principe actif, s'accumule dans le lysosome jusqu’a provoquer sa

rupture.t4t

La chimie thérapeutique a développé de nombreux outils pour adresser a l'intérieur
des cellules des principes actifs parmi lesquels nous comptons les polyméres,#? les virus,*3

les liposomes!* et les peptides pénétrants (Cell Penetrating Peptides, CPP)4,
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VI. 2. Structure et Propriétés des CPP

Les CPP sont des peptides d’'une dizaine d’acides aminés, généralement cationiques.
lls sont capables de traverser la membrane cellulaire et conservent cette propriété lorsqu’une
molécule d’intérét (dit cargo) leur est attachée. Les CPP sont, pour la plupart des fragments
de domaine de transduction de protéines leur permettant I'entrée dans une autre cellule, ou
un autre organisme, que celui dans laquelle elle a été synthétisée. Une grande partie de ces
peptides sont dérivés de protéines virales ou de facteurs de transcription. C’est le cas des
premiers CPP décrits, le peptide TAT et la pénétratine. Le peptide TAT identifié par le groupe
de Lebleu'*® est un peptide de 13 acides aminés dérivé de la protéine TAT du virus
d’immunodéficience humaine (VIH-1).147148 | a pénétratine (ou pAntp), décrite par I'équipe de
Prochiantz en 1991, est un peptide dérivé de la troisieme hélice de 'homéodomaine de la
protéine transductrice Antennapedia de la Drosophile.'*® Depuis ces premieres découvertes,
de nombreux CPP ont été identifiés. lls peuvent étre classés selon leur origine, la nature de
leur séquence ou leur mécanisme d’internalisation.’® Pour mettre en avant a la fois
limportance de la structure et des propriétés physico-chimiques des CPP, on choisira ici de

les présenter selon la nature de leur séquence : cationique, amphipatique ou hydrophobe.

Il est important de noter que les CPP cationiques et amphipatiques sont des peptides
riches en résidus arginine (Arg) et que ce résidu joue un rble clé dans l'internalisation. En effet,
il permet la premiére liaison du CPP a la membrane cellulaire via des interactions
électrostatiques entre les fonctions guanidinium et les charges négatives des
glycosaminoglycanes localisés a sa surface des membranes. D’autres facteurs vont
déterminer l'efficacité d’internalisation. Par exemple, le résidu tryptophane dans la pénétratine
est également crucial pour son internalisation. Le caractére amphipatique et la structure
secondaire, en particulier en hélice a, de certains CPP jouent également un réle essentiel pour

leur pénétration intracellulaire.
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Ces CPP ont une charge nette positive importante a pH physiologique. Les plus
représentatifs sont le peptide TAT qui posséde dans sa séquence 8 résidus cationiques sur
13 (GRKKRRQRRRPPQ) ; la pénétratine qui en posséde 7 sur 16 résidus dans sa séquence
(RQIKIWFQNRRMKWKK) et les polyarginines. Les études menées sur le Tat et la pénétratine
ont montré limportance du nombre et de la densité des charges cationiques pour
l'internalisation. Ces caractéristiques ont conduit le groupe de Wender et Futaki a développer
des CPP cationiques de synthése uniguement formés de résidus Arg, les poly-argininet®152,
I'octaarginine ayant été identifié comme la séquence minimale pour l'internalisation.’*® Le
groupement guanidinium de I'arginine s’est montré beaucoup plus efficace pour promouvoir
l'internalisation que d’autres amines. En effet, les polyArg ont une capacité a pénétrer dans
les cellules bien supérieure a celle des poly-lysine ou des poly-citrulline.*®* Cela a été attribué
a sa capacité a former des liaisons hydrogéne bifides avec les groupes chargés négativement
de la membrane plasmique (carboxylique, sulfates et phosphates), permettant ainsi

I'internalisation des CPP cationiques a pH physiologique.*®

Ces CPP comprennent un domaine hydrophile et un domaine hydrophobe qui sont
nécessaires a l'internalisation. Il existe deux types de CPP amphipathiques : les primaires et

les secondaires.

Dans les CPP amphipatiques primaires la séparation des deux domaines hydrophobe et
hydrophile se fait par leur position dans la séquence (Figure 42). Ces CPP comptent de
nombreux peptides naturels, comme le pVEC issu de la VE-cadhérine!®®. Certains CPP
amphipatiques sont des peptides chiméres, composés d’'un domaine hydrophobe qui cible la
membrane et d’'une séquence de localisation nucléaire (NLS), les peptides MPG et Pep-1, par
exemple, contiennent une séquence cationique de localisation nucléaire du virus simien 40
(SV40). En revanche, MPG contient un domaine hydrophobe issu de la séquence de fusion
de la glycoprotéine 41 de HIV-1%%7, alors que Pep-1 contient un domaine hydrophobe issu du

motif de dimérisation de la transcriptase inverse de HIV-11%8,

Dans les CPP amphipatiques secondaires, la séparation des domaines hydrophobe et
hydrophile se fait de maniére spatiale par la structure secondaire (Figure 42). On y retrouve
surtout des hélices a comme la pénétratine,'*® le peptide chimérique transportan®®®, issu de la

fusion du neuropeptide galanine avec le peptide de venin de guépe mastoparan ou des CPP
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de synthése comme le MAP Des études sur la pénétratine ont montré la contribution
majeure de ce résidu, connu pour sa forte interaction avec les membranes,'®* dans
I'internalisation contrairement a d’autre résidus aromatiques comme la phénylalanine#°. Cette
caractéristiqgue a conduit au développement de CPP amphipatiques de synthése ne contenant
que des résidus Trp et Arg (W/R).162.163

Méme si les CPP amphipathiques se replient majoritairement en hélice, certains ont
des structures en feuillets B, comme le CPP synthétique VT54, ou de type poly-proline. Ces
derniers incluent les CPP inspirés de protéines comme la Bactérecine Bac7'%° et les CPP de
synthese cationiques (ProProArg)n et (ProArgArg)» (n=3,4,5 ou 6)*%. D’autres CPP riches en
résidus proline cationiques et anioniques, ont été développés par I'équipe de Giralt, le
(VRLPPP)(3)!%’ et le SAP(E) respectivement.

Peptide amphipatique primaire

Peptide amphipatique secondaire

Figure 42 : Représentation schématique de CPP amphipatique primaire (en haut) et secondaire
en hélice (en bas).
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Les CPP hydrophobes

Ces CPP possedent une faible charge totale avec des acides aminés majoritairement

apolaires. De nombreux CPP hydrophobes sont issus de protéines naturelles comme C105Y

issu de l'antitrypsine a1%8, et CPP-C issu du facteur de croissance des fibroblastes 12

(FGF12)'%°. Néanmoins, la plupart des CPP hydrophobes sont issus de librairies de peptides

de synthesel’0. Cette famille inclut aussi des peptides modifiés comme les peptides agrafést’

ou les peptides prénilést’.

Table 8 :

Tableau récapitulatif des CPP énoncés avec, en rouge les résidus/domaines

cationiques, en bleu les résidus/domaines hydrophobes et en vert les résidus anioniques.

CPP Sequence Nature* | Structure Origine
Tat YGRKKRRQRRR Cat. - Naturel
Ro RRRRRRRRR Cat. - Synthétique
pVec LLILRRRIRKQAHAHSK A. IR - Naturel
MPG GALFLGFLGAAGSTMGAW-SQ- A IR - Chimére
PKKKRKV
Pep-1 KETWWETWWTEW-SQ-PRKKRKY A. IR - Chimére
Pénétratine | RQIKIWFQNRRMKWKK A lIR Hélice a Naturel
Transportan | GWTLNSAGYLLG-K- A.IIR | Hélice a-a Chimeére
INLKALAALAKKIL
MAP KLALKLALKALKAALKLA Al IR Hélice a Synthétique
(WIR)g RRWWRRWRR Al IR Hélice a Synthétique
VT5 DPKGDPKGVTVTVTVTVTGKGDPKPD | A.IIR Feuillet B Synthétique
Bacis.24 PRPLPFPRPG A lIR Hélice PPII Naturel
(PRR)s PRRPRRPRRPRRPRR A lIR Hélice PPIl | Synthétique
SAP VELPPPVELPPPVELPPP A lIR Hélice PPIl | Synthétique
C105Y CSIPPEVKENKPFVYLI H. - Naturel
CPP-C PIEVCMYREP H. - Naturel

*(Cat.) Cationique. (A. IR) Amphipatique primaire. (A. lIR) Amphipatique secondaire. (H.) Hydrophobe

61




Les peptides pénétrants

Bien que les CPP soient des systémes de délivrance attractifs, ils sont sensibles a la
protéolyse. Cette faiblesse a conduit plusieurs groupes a développer des séquences
pseudopeptidiques et peptidomimétiques parmi lesquelles on trouve les foldaméres.

Le groupe de Wender, aprés avoir montré I'efficacité des polyarginines a pénétrer dans
les cellules, a développé une série d’oligomeéres riches en guanidinium (guanidinium-rich
molecular transporter)1”® parmi lesquels des peptoides dont la structure générale est reportée
dans la Figure 43 (A). De maniere plus générale, le groupe de Kodadek a mené une étude
comparative entre des peptoides et leurs homologues a-peptidiques, et montré la supériorité
des peptoides a franchir la membrane plasmique (3 a 30 fois).2”* Ce phénomeéne pourrait
s’expliquer par la réduction du nombre de protons amides dans les peptoides, et par
conséquent du nombre de liaisons hydrogéne possiblesi’. Le nona-peptoide de lysine a
montré une capacité supérieure au peptide nona-lysine a pénétrer les cellules HeLa avec une
forte internalisation dans les 5 premiéres minutes d’incubation et la capacité a cibler le noyau
lorsqu’il est couplé a la ségence NLS (Nuclear Location Sequence : séquence de localisation
nucléaire) PKKKRKV."® Des peptoides conjugués a un complexe de ruthénium ont été utilisés
avec succés pour la photo-inactivation de protéines intracellulaires.!’” L’équipe de
Zuckermann a congu des peptoides (conjugués a un phospholipide) pour l'internalisation de
SiRNA'"® et d’ADN'"® (Figure 43 B). Des hétéro-oligoméres d’a-peptide/B-peptoide ont aussi
été décrits pour leur capacité a pénétrer dans les cellules (Figure 43 C).1&
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Figure 43 : Exemples de peptoides pénétrants : polyArg’3, lipitoides’8 et hétéro-oligomeéres d’a-
peptide/B-peptoide®.

Des B-peptides polycationiques ont aussi été synthétisés sur le modéle des CPP
polycationiques pour obtenir des B-polyarginines et B-polylysines'®-183 ces derniéres ayant

montré la capacité a interagir et internaliser de 'ADN4, Le B-octaarginine ainsi que son
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homologue a ont montré des résultats intéressants dans le traitement de Plasmodium
falciparum. En effet, alors que le B-peptide ne pénétre pas dans les érythrocytes saines, il
traverse la membrane des cellules infectées et traverse méme la membrane des parasites'.
Couplé a l'agent antiparasitique fosmidomycine, il a permis d’augmenter l'efficacité du
traitement contre le parasite.'® Des hélices a/B-peptidiques basées sur la séquence TAT ont
permis de révéler I'effet synergique de la structuration apporté par les résidus p-aminés et le
groupement guanidinium porté par des résidus trans-APC.*®" Tous les B-peptides pénétrants
se structurent en hélices. Cette structuration est indispensable pour assurer une surface et

une orientation des chaines latérales appropriée afin d’assurer I'activité biologique.

Les équipes de J. Chmielewski'®® et H. Wennemers!®® ont rapporté des vecteurs de
pénétration intracellulaire basés sur des hélices polyprolines (Figure 44 A). En permettant une
distribution contrélée de groupes hydrophobes et cationiques et/ou une préorganisation
spatiale de groupements guanidinium, ces oligomeres augmentent I'internalisation par rapport
au peptide non replié (Figure 44 B). Le groupe de H. Wennemers a proposé que I'amélioration
de l'absorption cytosolique des oligoprolines pourrait étre corrélée a l'arrangement des
charges cationiques a une distance d’environ 9 A (Figure 44 C), semblable & la distance entre
les charges négatives des glycanes présents a la surface de la cellule et participant a
l'interaction avec les vecteurs (Figure 44 D). Dans notre groupe, nous avons retrouvé cette
méme distance séparant les groupements guanidinium répartis le long de foldaméres d’a-
amino y-lactames structurés en ruban et capables de franchir efficacement la membrane

cellulaire.10
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Figure 44 : (A) Vecteur basé sur les PPIl en vue (B) axiale et (C) latérale, comparé a I'héparine

(D)

Nous pouvons également citer un dimeére d’oligourée basé sur la séquence du peptide

LAH4, peptide cationique amphipathique riche en résidus histidine, adapté pour la transfection

d’ADN,'®! des polyamides aromatiques polycationiques!®?, ainsi que des polyamides
aromatiques neutres qui ont permis I'internalisation d’inhibiteurs de la Cathepsine D pour le

traitement du cancer®®.
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Le mécanisme d’internalisation des CPP n’est pas unique. Les premiéres observations
de la protéine de fusion TAT qui interagit avec la surface de la cellule de maniére
électrostatique dans une forme dénaturée ont d’abord fait penser a une translation directe,
mais la suite du mécanisme d’interaction et d’internalisation reste assez controversée!®1%,
Bien que plusieurs phénoménes d’endocytose semblent rentrer en jeu, la contribution de
chaque mécanisme semble étre dépendante de la nature du CPP.1% Pour les CPP
amphiphiles comme la pénétratine, le peptide se lierait de maniére électrostatique a la
membrane provoquant la formation de micelles inverses qui transportent alors les peptides et
les libérent dans la cellule.’®” D’autres modéles de translocation directe indépendante en
énergie ont aussi été proposés comme la formation de pores®® ou de tapis'®. Mais bien que
les CPP amphipatiqgues soient majoritairement cationiques, il existe aussi des peptides
amphipatiques anioniques capables de rentrer dans les cellules, ce qui montre que leur
internalisation est aussi le produit de leur nature amphipatique, et pas seulement de leur

charge.

VIIl. Conclusion

Les données issues de tests cliniques et précliniques?® montrent que les CPP sont
capables de transporter des molécules thérapeutiques de tailles variées comme des petites
molécules, des peptides, des protéines ou des acides nucléiques?®* a travers les membranes
cellulaires. En revanche, ces peptides vecteurs souffrent d’'un temps de demi-vie faible dans
le plasma da a la dégradation par les protéases extracellulaires. Des modifications de
séquences de peptides pour obtenir des pseudopeptides ou l'utilisation d’oligoméres non
naturels tels que les foldaméres permettent de pallier ce probléme et ainsi améliorer la

biodisponibilité des vecteurs peptidiques.
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CHAPITRE Il : Synthése des oligomeéres d’a-amino-y-lactame

VIIl. La synthése peptidique

Les oligoméres d’a-amino-y-lactame d’acides a-aminés (Agl-aAA) et B-aminés (Agl-
BAA) développés dans ce travail ont été obtenus par conversion de séquences peptidiques
linéaires alternant des résidus méthionines avec des résidus d’acides a-aminés (pour la série
Agl-aAA) ou de résidus d’acides p-aminés pour la séries Agl-BAA. Quelle que soit la série, les
peptides linéaires ont été synthétisés suivant des stratégies de synthese peptidique classique
sur support solide. Nous donnerons de fagon succincte en début de ce chapitre quelques
principes généraux de la synthése peptidique avant de décrire les synthéses et I'optimisation

des deux séries d’oligomeéres d’a-amino-y-lactame.

VIII. 1. Généralités sur la synthese peptidique

La synthése peptidique repose sur la formation de liaisons amides, appelées liaisons
peptidiques entre la fonction acide carboxylique d’'un aminoacide et la fonction amine d’'un
autre aminoacide. La synthése consiste en une succession de réactions de couplage et de
déprotection. Avant de débuter la synthése de peptides un ensemble de parameétres doivent
étre considérés comme les groupements protecteurs, les conditions de couplage (réactifs pour

I'activation) et de déprotection.

Afin de procéder au couplage peptidique, la fonction acide carboxylique de
'aminoacide N-protégé doit étre activé afin de faciliter I'attaque nucléophile de I'amine d’'un
autre aminoacide (ou d’une séquence en élongation). Il existe un grand nombre de méthodes
d’activation, parmi les plus courantes on trouve : les cabodiimides, les esters activés, les
halogénures d’acide et les anhydrides symétriques ou mixtes et enfin les sels de phosphonium
et les sels d’'uronium.?%2 Le premier sel de phosphonium décrit est le BOP. Aujourd’hui, di aux
problémes de toxicité liés a la libération d’hexaméthylphosphotriamide (HMPT), il a largement
été remplacé par les sels d’'uroniums comme le HBTU, le TBTU ou encore 'HATU que nous
avons principalement utilisé dans le cadre de cette thése pour toutes les synthéses de

peptides.
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Différentes protections chimiques sont nécessaires pour contrdler I'élongation de la
chaine peptidique et différentes stratégies peuvent étre employées pour effectuer les
syntheses. On peut distinguer la stratégie pas a pas, ou les résidus sont incorporés les uns
apres les autres de I'extrémité C-terminale vers I'extrémité N-terminale ou par fragments, ou
l'allongement de la chaine se fait par I'introduction de blocs de plusieurs résidus préalablement
préparés (stratégie convergente). La synthése peut s’effectuer en phase homogéne ou en

phase solide.

VIII. 2. Les protections

Chaque acide aminé possede une fonction amine, une fonction acide carboxylique et
parfois des fonctions réactives sur sa chaine latérale. Afin d’éviter une polymérisation ou la
ramification du peptide par élongation sur les chaines latérales et de s’assurer que I'élongation
de la chaine peptidiqgue se fasse dans la bonne direction, il est nécessaire de protéger les
fonctions non engagées dans la liaison peptidique que I'on désire former. Ces protections ne
doivent pas entrainer de réactions secondaires, doivent étre stables durant le couplage mais
facilement éliminables et elles doivent étre orthogonales entre elles pour pouvoir continuer
I'élongation du peptide en éliminant seulement la protection désirée. On distinguera ainsi les
protections dites temporaires qui sont retirées aprés chaque couplage pour permettre le

couplage suivant, et les protections permanentes qui sont éliminées en fin de synthése.

VIIl. 3. Réactions secondaires

Un des probléemes majeurs en synthése peptidique est le risque d’épimérisation du
carbone o de 'aminoacide a coupler. Le choix des stratégies de synthése va étre déterminant
pour préserver lintégrité chirale de chaque carbone o et ainsi obtenir un peptide
énantiomériquement pur. Cette épimérisation vient principalement de la formation d’oxazolone
lors de I'activation de la fonction acide d’'un aminoacide protégé ou d’'un fragment peptidique
(Figure 45).
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Figure 45 : Racemisation du Ca par formation d’oxazolone

Un fois I'oxazolone formée, le proton a peut étre arraché car le carbanion est stabilisé
par résonnance. Mais l'acidité de ce proton peut étre diminuée par introduction d'un
groupement électrodonneur sur 'amine de I'acide aminé activé. L’utilisation d’'une protection
N-terminale sous forme uréthane permet ainsi d’éliminer, ou du moins de largement minimiser,
le risque d’épimérisation (Figure 46). Ceci implique que la syntheése soit effectuée de
l'extrémité C-terminale vers I'extrémité N-terminale et pas a pas. Les seuls aminoacides
pouvant étre activés sans risque d’épimérisation, et donc engagés dans des couplages par
fragments, sont la proline et la glycine. En effet, la Pro ne permet pas la formation d’oxazolone
et la Gly ne posséde pas de centre stéréogene. Il faut également noter que la présence d’un
carbone supplémentaire entre les fonctions amine et acide dans les B-aminoacides évite le
risque d’épimérisation, di a la formation d’oxazolone. Dans ce dernier cas, le choix des
méthodes d'activation et/ou de stratégies utilisables peut étre élargi (voir synthése des Agl-
BAA, chapitre IV).

o
R'HD)LN OH
0

Figure 46 : Protection de type uréthane encadrée en bleu
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Autres réactions secondaires

La synthése peptidique doit aussi faire face a d’autres réactions secondaires comme
la formation de dicétopipérazine, la cyclisation en &-lactame de l'arginine ou encore la
transposition o/f de l'acide aspartique qui n‘ont pas été observés pendant ce travail et ne

seront donc pas détaillées ici.?%

VIII. 4. Support solide et stratégies de synthese

Dans le cadre de ma thése, la synthése sur support solide a été mise en ceuvre. Une
stratégie Fmoc/tBu a été choisie : I'élimination de la protection temporaire de I'amine en
position o s’est fait en milieu basique (amine secondaire de type pipéridine) et le clivage final
et I'élimination des protections permanentes (chaines latérales) en milieu acide (TFA). La

stratégie générale est résumée dans la Figure 47.
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Figure 47 : Stratégie générale de la synthése pas a pas.
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La synthése pas a pas consiste a I'incorporation des acides aminés les uns aprés les
autres pour obtenir le peptide. Elle s’'opére en alternant des réactions de couplage d’un acide
aminé et de déprotection de la fonction amine terminale pour le couplage suivant. La derniére
étape est la déprotection totale des chaines latérales et le décrochage du peptide de la résine
pour obtenir le peptide attendu (Figure 47).

La synthése sur support solide de peptides (SPPS) est décrite pour la premiére fois
en 1963 par Bruce Merrifield.?2** Cette technique consiste a ancrer le peptide naissant sur un
polymére insoluble constitué de billes de résines polyester, polyamide ou d’'un mélange
polyester/polyéthylene glycol de 50 a 500 um de diamétre. Ces billes de résine sont
fonctionnalisées par des bras (linkers) qui permettent I'accrochage et le décrochage du peptide
selon des conditions chimiques spécifiques. Le hombre de fonctions chimiques disponibles a
la surface de la résine constitue sa charge qui est exprimée en millimoles par gramme de
résine. Les excés de réactifs et les produits de déprotection sont éliminés facilement par simple
lavages et filtration, ce qui permet de s’affranchir des étapes de purifications intermédiaires.
Cela permet un important gain de temps, des rendements proches de 100% par ['utilisation
d’'excés de réactifs et cette technique est totalement automatisable. En revanche, le suivi
réactionnel est plus difficile a mettre en ceuvre qu’en solution. Il existe des tests colorimétriques
pour le couplage peptidique par révélation des amines libres, comme le test Kaiser?® ou I'acide
trinitrobenzénesulfonique (TNBS)?%. Ces tests sont cependant qualitatifs et des méthodes
plus longues comme le clivage d’une toute petite partie de la résine sont nécessaires pour une
analyse quantitative par HPLC ou LC/MS. Le micro-clivage n’est donc pas utilisé de maniére
systématique a chaque étape de couplage du peptide. La stratégie de syntheése Fmoc/tBu est
la plus couramment utilisée pour la SPPS :?® La protection 9-Fluorenylmethoxycarbonyle
(Fmoc) est clivée en milieu basique par une amine secondaire et la déprotection des chaines
latérales ainsi que le décrochage du peptide de la résine s’effectue en milieu acide. La
protection Fmoc, difficile & éliminer en solution, est facilement filtrée en phase solide. Une fois
décroché de la résine, le peptide est précipité dans du diéthyléther pour éliminer les produits
de déprotections qui y sont solubles. Le peptide est ensuite récupéré par centrifugation et
purifié par HPLC-préparative. Le clivage des protections acidolabiles peut cependant
engendrer la formation de carbocations susceptibles de réagir avec les chaines latérales
d’acides aminés riches en électrons comme les résidus Cys, Met, Ser, Tyr, Trp, et nécessite

l'utilisation de « scavengers » pour les piéger.
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Les peptides présentés dans ces travaux ont été synthétisé par SPPS suivant une
stratégie Fmoc/tBu. La résine employée est un polymére mixte de polystyrene/polyéthylene
glycol avec un bras Rink amide (AmphiSpheres™) pour obtenir une fonction amide C-terminale
apres clivage (Figure 48). Les couplages ont été effectués dans du N,N-Diméthylformamide
(DMF) ou de la N-méthyl-2-pyrrolidone (NMP). L’agent de couplage utilisé pour les acides a-
aminés est un sel d’'uronium, 'HATU. La protection Fmoc a été déprotégée par de la pipéridine
a 20% dans du DMF (pip/DMF). Le clivage de la résine a été effectué dans du TFA pur, et
dans un mélange TFA/Tis/H,O pour piéger les carbocations générés par I'élimination des
protections 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl (Pbf) et tert-Butyloxycarbonyl
(Boc) pour les séquences comportant des Arg et Trp respectivement.

MeO

Figure 48 : Linker rink amide
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IX. Synthése d’oligoméres de motif contraint y-lactame

Dans le chapitre précédent ont été présentés de nombreux foldameres ainsi que
certaines applications. L’accent a été mis sur la capacité de ces systémes a se structurer de
maniére bien définie par le tissage d’'un réseau de liaisons hydrogéne, ainsi que I'importance
de la structure secondaire de ces systémes pour leur fonction. La plupart des foldaméres sont
construit par I'oligomérisation d’acides 3, y ou 6-aminés, mais d’autres structures ont aussi été
obtenues par [l'utilisation de blocs contraints. Dans notre équipe, nous nous sommes
particulierement intéressés aux a-amino y-lactames, mimes de coude BII’, pour la construction
de foldaméres (Figure 49). Une stratégie de synthése originale a été développée pour leur
synthese.'*® Elle consiste en la conversion directe de séquences peptidiques alternant des
résidus méthionine avec n’'importe quel autre a-aminoacide en oligomeres d’a-amino y-
lactames a-aminoacides (nommés oligoméres d’Agl-aAA avec Agl = a-amino-y-lactame et AA
= a-aminoacide). Il a été montré par différentes méthodes spectroscopiques que ces
oligomeres sont capables de se structurer en ruban (ribbon) en assurant une répartition
périodique des groupes fonctionnels (correspondant aux chaines latérales des aminoacides)
de part et d’autre de I'axe du ruban.*® Dans cette nouvelle famille de foldaméres, la modulation
et le positionnement spatial des groupes fonctionnels sont directement contrélés par la
séquence peptidique native. Ceci permet de moduler les propriétés physico-chimiques de ces
architectures moléculaires de facon directe et simple. Sur la base de leurs propriétés
structurales, des oligomeéres de nature hydrophobe, amphipatique et cationique ont ensuite
été synthétisés et testés pour leur capacité a pénétrer dans les cellules. Cette étude nous a
permis d’identifier et de décrire une nouvelle famille de vecteurs de pénétration intracellulaire
(chapitre 111). Durant ma thése, j’ai optimisé la synthése de ces oligoméres initialement décrite
par Martin et al.'*> Je présenterai dans cette partie I'optimisation de la synthése qui a permis
de considérablement diminuer les temps de réactions de certaines étapes, qui représentaient
une limitation a la synthése de certains oligoméres, mais aussi d’obtenir des oligomeéres

difficilement accessibles en utilisation les conditions opératoires initialement décrites.
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Figure 49 : Représentation schématique du motif Agl-aAA, de la liaison hydrogéne en
pseudocycle Cio inductrice de coude BII’, et de la structure en ruban de I'oligomére poly(Agl-aAA)

Nous nous sommes ensuite intéressés a la synthése d’oligoméres incorporant des
motifs a-amino y-lactames B-aminoacides, que nous avons nommeés Agl-BAA. Pour la
synthese de ces nouveaux oligomeres, nous avons utilisé la méme stratégie générale que
celle développée pour les d’Agl-aAA. La présence de B-aminoacides a, en revanche, nécessité
guelques modulations des conditions opératoires. La synthése et la structure de ces composés

seront décrites dans le chapitre IV.
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IX. 1. Synthese du monomeére y-lactame Agl-AA

Pour incorporer un motif Agl-aAA dans une séquence peptidique, il est nécessaire de
le synthétiser au préalable en solution, dans la plupart des cas d’introduire sur ces fonctions

réactives des protections adaptées a la stratégie de synthese et de le purifier.

La synthese du motif Agl-aAA en solution a été décrite a la fin des années 70 par
Freidinger et al.! et utilisés avec succes pour la synthése d’'un analogue de I'hormone de
libération de I'hormone lutéinisante (luteinizing hormone-releasing hormone, LH-RH)*®°. La
synthése de ce motif, protégé par un groupement N-Boc, se déroule en 3 étapes (Figure 50).
Une méthionine, dont 'amine est protégée par une fonction Boc (Boc-Met-OH), est couplée
avec un acide a-aminé, dont la fonction acide carboxylique est protégée par un ester
méthyliqgue. La fonction thioéther de la méthionine est ensuite méthylée en présence
d’'iodométhane. La méthylation permet d’introduire sur la chaine latérale de la Met un bon
groupement partant et ainsi de faciliter I'attaque nucléophile dans I'étape suivante. Cette étape
clé pour la formation du lactame s’effectue en milieu basique par attague nucléophile de 'azote
de I'amide (Figure 50), déprotonée sous l'action d’hydrure de sodium, pour former un y-
lactame avec départ d’un sel de sulfonium, et déprotection de la fonction acide carboxylique
dans le méme temps. On obtient ainsi le mime contraint de dipeptide Boc-Agl-aAA-OH adapté
a la stratégie de synthése Boc/Bzl. Pour utiliser ce motif en stratégie Fmoc/tBu, qui est la
stratégie de choix pour la synthése sur support solide, il est nécessaire d’éliminer la protection
Boc en présence de TFA, et d’incorporer une protection Fmoc sur I'amine (Figure 50). Les
composés obtenus sont énantiomériquement purs, a I'exception du motif Agl-Phe qui présente
des problémes d’épimérisation, en effet 12 a 15 % d’épimérisation au niveau du Ca du résidu
Phe ont été reportés.?” Cette méthode de préparation du motif monomérique est applicable a
tous les acides aminés, ce qui apportent une grande versatilité au niveau de la chaine

latérale R.
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Synthése du monomere Boc-Agl-aAA-OH
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Figure 50 : Synthese en solution des monomeres Boc-Agl-aAA-OH et Fmoc-Agl-aAA.5?
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Figure 51 : Cyclisation intramoléculaire conduisant au y-lactame. P = protection N terminale

capping ou fluorophore.
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Cependant, pour obtenir des oligomeéres d’Agl-aAA sur support solide en stratégie Fmoc/tBu
(Figure 52), il est nécessaire de synthétiser au préalable chaque motif, de les protéger par un
groupement Fmoc et de les purifier avant oligomérisation. De plus, la conversion de la
protection Boc en Fmoc pose des problemes pour des motifs Boc-Agl-aAA-OH portant des
protections de chaines latérales acido-labiles, puisqu’elles seront également éliminées lors du
traitement par le TFA.

Fmoc. Q \)LOH o )\, )ﬁ,o Co Q
FmocHN—Q) — HNQ //\;o cﬂ,{:

Support solide

x \u

Figure 52 : Synthése pas a pas des oligoméres d’Agl-aAA suivant une stratégie Fmoc/tBu

Afin d’éviter la pré-préparation de chaque bloc Agl-AA pour la synthése des oligomeéres, une
stratégie de synthése plus simple, plus rapide et adaptée au support solide a été développée
au sein de notre laboratoire durant la these du Dr Vincent Martin.!!®> Cette stratégie repose sur
la conversion de séquences peptidiques, alternant des résidus méthionine avec n’importe quel

autre a-aminoacide en poly-(Agl-aAA), directement sur support solide (Figure 53).
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Figure 53 : Conversion d’'un a-peptide en poly-(Agl-aAA) sur support solide. P une protection N
terminale
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IX. 2. Synthese de poly-(Agl-aAA)

Pour obtenir des oligomeéres d’Agl-aAA sur support solide, il a fallu transférer et adapter
la synthése au support solide. Comme nous I'avons déja évoqué, l'originalité de la stratégie a
été de directement convertir sur la résine un peptide en un oligoméres d’Agl-aAA. Tout
d’abord, le peptide alternant des résidus d’acides aminés portant les chaines latérales
désirées avec des résidus méthionine est synthétisé sur support solide selon une stratégie
Fmoc/tBu. Une fois le peptide désiré synthétisé, la protection Fmoc en position N-terminale
est éliminée, et un groupement acétyle est introduit a la place. Ensuite, les étapes clés de
méthylation et multi-cyclisation sont réalisées. Dans le procédé initialement développé,'® la
méthylation des fonctions thioéthers des résidus méthionine a été effectuée en présence de
30 équivalents d’iodométhane pendant 48h. L’étape de multicyclisation intramoléculaire a été
effectuée en présence de base pendant 48h. La 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-ene (DBU)
avait été choisie comme base. Il faut noter que lintégrité chirale des aminoacides a été
conservée en utilisant cette base. Les étapes de méthylation et de multicyclisation sont
répétées jusqu’a conversion totale du peptide en poly-(Agl-aAA). Une fois la réaction compléte,
le peptide est clivé de la résine en milieu acide dans une solution de TFA, avec des scavengers
si nécessaire, pour obtenir 'oligomére d’Agl-aAA attendu. Le schéma de synthése général des
poly-(Agl-aAA) est présenté ci-dessous (Figure 54).

SPPS -

FmocHNo FmocN

1. Déprotection
2. Couplage

1. Déprotection
2. Acétylation
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A— Ac ﬂ
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N
———-

Figure 54 : Schéma général de la synthése de poly-(Agl-aAA) sur support solide
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Cette stratégie permet d’avoir facilement et directement accés a des oligomeéres de
tailles et natures différentes a partir de la conversion d’'une simple séquence peptidique.
Cependant, méme si cette méthodologie a permis d’accéder a un grand nombre d’oligoméres
d’Agl-aAA, nous avons été confrontés a des problémes de complétion de réaction. Ces
problémes pouvaient étre liés a la séquence méme des peptides mais surtout a leur taille. En
effet, les temps de réaction pour la méthylation et la multi-cyclisation qui sont relativement
longs pour des séquences courtes a moyennes (48h pour chaque étape) se sont avérés
insuffisants pour des séquences longues, & commencer par les hexaméres. Ainsi, les étapes
clés de la synthése n’ayant pu étre menées a complétion pour certaines séquences ciblées,
nous avons décidé d’optimiser tout le procédé de synthése. Si les étapes clés ont fait I'objet
d'une attention particuliére, nous avons également modifié le procédé de synthése des

peptides linéaires.

Dans cette partie je décrirai le développement d’'une méthodologie de synthése de
peptidique rapide en paralléle (fast parallel peptide synthesis (FPPS)) grace a I'utilisation d’'une
plateforme de synthése par agitation vortex. L'optimisation des étapes clés de méthylation et
multicyclisation par I'utilisation de solvants différents et de réactions assistées par micro-ondes
sera également présentée. Afin de suivre 'évolution des réactions (synthése du peptide,
étapes de méthylation et de cyclisation) qui ont lieu sur un support solide, nous avons procédé
au clivage d’une infime partie de la résine durant la synthése pour pouvoir analyser le composé
brut par HPLC et LC/MS.
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IX. 3. Optimisation des synthéses

La premiére optimisation concerne la synthése manuelle des peptides sur support
solide pour laquelle nous avons développé une méthodologie appelée « synthése de
peptidique rapide en paralléle » (fast parallel peptide synthesis (FPPS)). L'élément clés de
cette méthodologie est I'utilisation d’'une plateforme vortex qui permet une agitation efficace a
forte concentration en réactifs. Cette méthode permet la synthése rapide de peptides, si besoin
en paralléle, avec des puretés avant purification élevées. Il est intéressant de noter que
l'installation requise pour la FPPS est extrémement abordable, facile a assembler et a utiliser
manuellement. L’agitation vortex est assurée par une plateforme d’agitation commercialisée
par VWR™ (VMR® Microplate Shaker) normalement utilisée en biologie (Figure 55). Cet
appareil peut facilement étre équipée de 4 plateformes de filtration Torvig™ qui possédent
chacune 6 positions de filtration. La synthése peptidique est réalisée dans des seringues qui
constituent les réacteurs, munies d’une fritté et d’'un robinet (Figure 55). L’avantage d’un tel
systeme est la possibilité d’alterner les différentes réactions et lavages sans retirer ou fermer
le réacteur pendant la totalité de la synthese. Pour gagner du temps pendant les étapes de
couplage, des solutions stock des différents acides aminés ainsi que I'agent de couplage ont
été préparées.

La mise au point de cette méthode de synthése a été réalisée au laboratoire en
synthétisant divers peptides (non publiée). Dans le cadre de ma thése, je I'ai appliquée a la
préparation des peptides alternant des résidus Met et les acides aminés sélectionnés pour nos

synthéses. Une stratégie SPPS classique en utilisant les protections Fmoc/tBu a été choisie.

Deux types de résine ont été testées, AmphiSpheres™ (polystyréne/polyéthyléne
glycol) et ChemMatrix® (Polystyrene). Les meilleurs résultats ont été obtenus avec une résine
AmphiSpheres™ qui présente des propriétés de gonflement idéales et ne colle pas aux parois

du réacteur.
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Figure 55 : Plateforme FPPS

Classiquement, les couplages étaient effectués avec 3éq d’AA, 3éq I’HATU et 6éq de
DIEA, dans un réacteur fermé soumis a une agitation modérée pendant 3 heures. La
méthodologie FPPS consiste en I'addition des acides aminés en double couplage de 2 fois 5
minutes avec 5éq d’AA, 5éq d’'HATU et 10éq de DIEA. De la méme maniére, I'élimination de
la protection Fmoc qui nécessitait une double déprotection de 2 fois 15 minutes dans une
solution de pipéridine/DMF (2:8) sous agitation modérée est maintenant obtenue par un double

traitement de 2 fois 2 minutes dans une solution de pipéridine/DMF (2:8) sous agitation vortex.

Le développement d’'une plateforme de synthése rapide de peptides par agitation
vortex au sein du laboratoire a permis de réduire considérablement les temps de couplage et
de déprotection pour obtenir rapidement des peptides avec une trés bonne pureté avant
purification. Par exemple, le décapeptide ACP®7* (H-VQAAIDYING-NH,), une séquence
décrite comme étant difficile a préparer par SPPS dans plusieurs articles?®, a pu étre obtenu
par FPPS en moins de 3h avec une pureté brute de 97%. Cette technique est aussi compatible
avec des réactions complexes comme la déprotection de groupements Alloc et la cyclisation
par métathése.
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La réaction de méthylation a nécessité une adaptation et une optimisation des
conditions en phase solide. Parmi les différents agents de méthylation testés durant la these
de Vincent Martin, 'iodométhane (Mel) s’est averé le plus efficace pour la monométhylation
des fonctions thioéthers des résidus méthionine et a été utilisé a hauteur de 30 éq. Dans ce
premier processus d’optimisation, un mélange DCM/DMF (1:1) avait permis d’obtenir les
meilleurs taux de conversion, aprés au moins 48h de réaction a température ambiante.

Nous nous sommes ici attachés a modifier certains paramétres, en particulier 'agent
de méthylation, le solvant et la concentration en agent de méthylation. Pour cela, nous
sommes partis d’'un tétrapeptide modéle incorporant un résidu arginine et un résidu
tryptophane qui seront les résidus utilisés lors de la synthése de poly-(Agl-aAA) pour le
développement de vecteurs de pénétration intracellulaire décrits dans le chapitre 11l

Le composé Alloc-MetTrpMetArg-NH, (1) a été obtenu par FPPS sur support solide et
conservé sur résine pour I'optimisation de la réaction de méthylation. Le clivage d’une infime
partie de la résine a permis de vérifier la pureté (HPLC a 214 nm) du composé 1 par LC-MS
(tr = 1.30 min, [M+H]* = 706.3 g.mol?, 88%)

Z AM 60 Alloc 2: Diode Array
O,'ﬂ 7 Range: 9.353e-1
E |
|
\
E | 1.30
6.0e-14 (| T
=} E | |
- ] |
4.08—17 016 \l ‘l
2.0e-14 \ﬂl \I i I 1a
0.04 '_—“I_J |\_’\¥ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80

Figure 56 : HPLC du composé 1 a 214 nm

Le procédé général d’optimisation de la réaction de méthylation est résumé dans la

figure ci-dessous (Figure 57)
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Méthylation
AIIocNHg g JI\NHO — AuocNHK[ ’<( \)J\NHO

Optimisation :
_N- BUC \I\ - Agent méthylant N~ BOC i
- Solvant
HN NH - Concentration en HN NH
Pbf agent méthylant Pbf
TFA

Analyses HPLC et LC-MS — Alloc- NHg g \)LNHZ

Figure 57 : Procédé général d’optimisation de la réaction de méthylation

Hp

Tout d’abord, I'utilisation de tétrafluoroborate de triméthyloxonium (agent de Meerwein)
moins toxique que l'iodométhane, a conduit a une « surméthylation » et dans certains cas a la
dégradation de la résine, quel que soit le nombre d’équivalents utilisés. Pour la suite de
I'optimisation, 'iodométhane a donc été conservé.

L’efficacité de différents solvants, utilisés de maniére classique en synthese peptidique
comme le DCM, le DMF et la NMP, a ensuite été évaluée. Dans la synthése décrite par Martin
et al.'*® la méthylation ayant été effectuée dans le DMF/DCM (1 :1) a 30eq de Mel pendant
48h, nous avons évalué dans un premier temps les différents solvants dans ces mémes
conditions. Les analyses LC-MS ont permis d’identifier 3 produits possibles présents dans les
mélanges réactionnels, en fonction des conditions : le peptide de départ (peptide 1), les
composés monométhylés (2 et 3) (tr : 1.01 et 1.03 min, [M+H]* = 720.3 g.mol?) et le composé
diméthylé (4) (tr : 0.90 min, [M+H]* = 736.5 g.mol*) (Figure 58).
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Figure 58 : Représentation schématique des composés 1, 2, 3 et 4

L’avancement des réactions a été suivi par HPLC aprés clivage d’'une infime partie de

composé 5 (Figure 59).
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Figure 59 :Représentation schématique du composé 5

la résine traitée au TFA pendant 15 minutes. Ce procédé permet de suivre rapidement la
réaction, mais le temps de clivage est souvent trop court pour une déprotection efficace du
résidu Trp. Dans ce cas, le composé attendu a un incrément de masse de 44, correspondant

a la présence de CO; sur I'azote de I'indole?®. Ainsi le pic a 2.40 min en HPLC correspond au
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L’avancement des réactions aprés 48 h a 30eq en Mel dans les différents solvants est
présenté dans la Figure 60 et résumé dans la Table 9. Premiérement on observe que la
réaction dans les conditions initiales, DMF/DCM (1 :1), est incompléte avec seulement 27%
de produit diméthylé attendu (composé 4). Le DCM s’avere étre encore moins efficace avec
seulement 4% de composé diméthylé. C’est le DMF qui a permis d’obtenir le meilleur taux de
conversion en composé 4 (50%). Dans le cas de la NMP, les analyses montrent qu’il y a
seulement 28% de composé diméthylé 4 mais en revanche un autre composé (temps de
rétention 2.01min) a été formé. Il correspond a un composé monomeéthylé-monolactame
(composé 6, tr : 0.91, [M+H]* = 672.3 g.mol?) (Figure 61). L’étape réactionnel suivante étant
la cyclisation en lactame des résidus méthionine, la NMP nous a donc paru d’'un intérét

particulier et a été retenue pour la suite des réactions d’optimisation.
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Figure 60 : HPLC aprés réaction du composé 1 avec 30éq de Mel sur support solide pendant 48h
dans le DMF/DCM, le DCM, le DMF et la NMP.

86



Synthése des oligoméres d’a-amino-y-lactame

Table 9 : Pourcentage HPLC des différents composés présent apres réaction du composé 1 avec
30éq de Mel sur support solide pendant 48h dans le DMF/DCM, le DCM, le DMF et la NMP

Composés (%)
Solvant 4 6 2et3 5 1
DMF/DCM 27 0 26 21 13 13
DCM 4 0 12 14 37 33
DMF 50 0 20 19 5 6
NMP 28 30 13 10 15 4

|1©

®
\S/I@
y O 0 0 H O
N J Y J Y N
Alloc-NH %” \E)J\NHZ Alloc-NH \)ku \E)J\NHZ
O = = = =

o) o) o)
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NH \L NH \L
NH NH
HN)\NHz HN)\NHZ

Figure 61 : Structures possibles du composé 6
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Nous avons ensuite modifié les conditions de méthylation en faisant varier la
concentration en Mel. Les conditions initiales a 30eq correspondent a une solution de
DMF/DCM a 0.25 M. Nous avons étudié l'influence de la concentration 2 0.5, 1 et2 M sur 1, 2
et 4 h dans la NMP. Les résultats sont présentés dans la Figure 62 et récapiltulés dans la
Table 10. Les meilleurs résultats ont été obtenus en utilisant une solution 2 M en Mel pendant
2 et 4 heures (75% et 78% respectivement). La différence de conversion entre 2h et 4h de
réaction n’étant pas significative, nous avons gardé pour la suite des protocoles opératoires
les conditions suivantes : 2 M de Mel dans la NMP pendant 2 h.
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Figure 62 : HPLC apres réaction du composé 1 avec une concentration de Mel de 0.5, 1 et 2 M
sur support solide pendant 1, 2 et 4h dans la NMP.

Table 10 : Pourcentage HPLC du composé 4 aprés réaction du composé 1 avec une concentration
de Mel de 0.5, 1 et 2 M sur support solide pendant 1, 2 et 4h dans la NMP.

Conversion (%) 1h 2h 4 h
05M 10 24 44

1M 31 55 68

2M 52 75 78

Alors que les conditions dans le mélange DMF/DCM (1 :1) a 30eq (0.25M) de Mel
n’avait pas permis d’obtenir plus de 50% de conversion en composé 4 au bout de 48h, les
nouvelles conditions de méthylation ont permis d’obtenir 75% de conversion en 2 h avec une
solution a 2M de Mel dans le NMP. Nous utiliserons par la suite ces conditions opératoires,
sachant que les cycles de méthylation et multicyclisation ont dO étre répétés pour des

séquences plus longues.
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Dans I'équipe, nous nous sommes intéressés a la synthése de poly-(Agl-aAA) riches
en résidus lysine pour le développement d’hydrogels et de vecteurs pour le transport de siRNA
dans les cellules. Cette partie ne sera pas décrite dans cette thése. Toutefois, nous donnerons
ici 'optimisation de I'étape de multicyclisation qui a été un facteur limitant a 'obtention de ces
composés. En effet, les meilleures conditions de multicyclisation initialement déterminées par
Martin et al*'®, c’est-a-dire 5% de DBU dans un mélange DMF/DCM (1:1) pendant 48h, se sont

avérées inefficaces pour des séquences incorporant des résidus lysine.

Pour améliorer cette étape de cyclisation nous sommes partis d’un tétrapeptide modéle
supporté incorporant un résidu lysine et un résidu phénylalanine pour faciliter les analyses
HPLC, i.e. Ac-Met-Phe-Met-Lys(Boc)-résine. Afin de vérifier leur présence et leur pureté,

chaque intermédiaire a été analysé aprés clivage par du TFA d’'une infime quantité de résine.

Le composé Ac-Met-Phe-Met-Lys-NH; (7) a été obtenu par FPPS sur support solide
dans les conditions précédemment décrites. Le composé diméthylé Ac-Met(Me)*Phe(Me)*Lys-
NH. (8) a ensuite été obtenu par réaction avec une solution de Mel a 2M dans de la NMP
pendant 24h et conservé sur résine pour I'optimisation de la réaction de multicyclisation. Le
clivage d’une infime parti de la résine a permis de vérifier la pureté des composés 7 et 8 par
LC-MS (7 : tr = 1.07 min, [M+H]" = 597.0 g.mol?, 88%, 8 : tr = 0.24 min, [M+2H]** = 313.6
g.mol?, 68%) (Figure 63). Les composés diméthylés (8), monométhylés (9 et 10), et
monométhylé-monolactame (11) du composé 7 sont représentés ci-dessous (Figure 64 et
Figure 65).
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Figure 63 : HPLC des composés 7 et 8 a4 214 nm
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Figure 65 : Structures possibles du composé 11

Le procédé générale d’optimisation de la réaction de multicyclisation en lactames est résumé

dans la figure ci-dessous (Figure 66).
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Figure 66 : Procédé général d’optimisation de la réaction de cyclisation en lactames
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Nous avons dans un premier temps remplacé le mélange DCM/DMF par de la NMP.
Les résultats obtenus montrent que ce solvant permet une meilleure conversion en dilactame
Ac-AglPheAgILys-NH; (12) mais que la réaction reste incompléte apres 48h (seulement 44%
de conversion) (Figure 67). De plus, la déméthylation observée avec les conditions de
multicyclisation initialement déterminées par Martin et al'*'> est aussi observée avec I'utilisation
de la NMP. Cette déméthylation est illustrée par la réapparition du composé 7 dans la figure
ci-dessous.
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Figure 67 : HPLC apreés réaction du composé 8 pendant 48 h dans une solution & 5% de DBU
dans du DMF/DCM ou de la NMP.
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Nous avons alors décidé de réaliser la réaction sous irradiation micro-ondes, une
technique utilisée en routine pour la synthése automatisée de séquences peptidiques. Ainsi,
le composé Ac-AglPheAglLys-NH; (12) a été obtenu a partir du composé 8 en présence de
DBU dans le DMF sous irradiation micro-ondes. Bien que la réaction soit largement incompléte
a température ambiante aprés 48 heures, le composé 12 a été obtenu de maniére quasi
compléte au micro-onde & 60°C en seulement 15 minutes (Figure 68). Le clivage d’'une infime
partie de la résine a permis de vérifier la pureté du composés 12 par LC-MS (tr = 0.87 min,
[M+H]* = 501.1 g.mol?, 90%, Figure 69).
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Figure 68 : HPLC apreés réaction du composé 8 avec une solution de DBU 5% dans le DMF
assisté par micro-ondes
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Les mémes conditions ont ensuite été appliquées au peptide diméthylé 4 pour obtenir
le composé di-lactame Alloc-AglITrpAglArg-NH, (13), avec également un trés bon taux de
conversion (tg = 1.16 min, [M+H]* = 610.4 g.mol*, 88%, Figure 69).
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Figure 69 : HPLC des composés 12 et 13

Les nouvelles conditions de multicyclisation, c’est a dire une solution de DBU a 5%
dans du DMF chauffé a 60°C par irradiation micro-ondes, permettent d’obtenir un trés bon taux
de conversion (environ 90%) en seulement 15 minutes. Nous utiliserons donc par la suite ces
conditions opératoires, sachant que les cycles de méthylation et multicyclisation ont di étre

répétés pour des séquences plus longues.
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IX. 4. Conclusion

Ces différentes optimisations nous ont permis de réduire les temps de réactions et
d’augmenter les taux de conversion de maniére considérable. Les composés décrits dans ce
manuscrit ont été obtenus en utilisant les conditions optimisées dans cette partie de mon travail
de these. Les séquences peptidiques ont été obtenus par SPPS assisté par vortex (FPPS)
avec un double couplage de 2 fois 5 minutes a 5éq d’AA, 5éq d’HATU et 10éq de DIEA et une
déprotection du Fmoc en 2 fois 2 minutes par une solution de pipéridine/DMF (2:8).
L’acétylation a été obtenue sur vortex en 2 fois 5 minutes par une solution d’Ac,O/DCM (1:1).
La méthylation a été effectuée en réacteur fermé sous agitation standard dans une solution de
Mel a 2M dans la NMP a température ambiante. Ces conditions ont permis d’augmenter le
taux de conversion en peptide multi-méthylé et de considérablement réduire les temps de
réaction, de 48 h a 2 h. La multicyclisation a été effectuée sous irradiation micro-ondes dans
une solution de DBU 5% dans la NMP pendant 15 min a 60°C. La réaction sous micro-ondes
a permis d’augmenter le taux de conversion en poly-lactame et de considérablement diminuer
les temps de réaction, de 48h a 15 min. Pour les séquences plus longues (hexamére d’Agl-
0AA et supérieur), les étapes de multiméthylation et multicyclisation ont été répétées. Ce
processus d’optimisation a permis la synthése de nombreux oligoméres d’Agl-aAA pour des

études biologiques et structurales.
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CHAPITRE lll : Développement de vecteurs

X. Développement de vecteurs de pénétration intracellulaire a
base d’unités y-lactames

X. 1. Introduction

Une partie de mes travaux de thése a consisté en la conception et la synthése de
nouveaux oligomeéres d’a-amino y-lactame (Agl-AA) pour l'internalisation et la vectorisation de
composeés bioactifs dans les cellules. Ce travail s’inscrit dans la continuité du projet de thése
du Dr Vincent Martin au sein I'équipe Acides Aminés, Hétérocycles, Peptides & Protéines de
'IBMM. Les études menées par le Dr Vincent Martin ont permis d’identifier une nouvelle famille
de vecteurs de pénétration intracellulaire stables et non toxiques. Ces vecteurs sont des
oligoméres d’'a-amino y-lactames capables de se structurer en ruban en permettant une
répartition périodique des groupes fonctionnels (correspondant aux chaines latérales des
aminoacides) de part et d’autre de I'axe du ruban!®. Dans cette famille d'oligoméres appelés
foldaméres, la modulation et le positionnement spatial des groupes fonctionnels sont
directement contrdlés par la séquence peptidique native. Ceci nous a permis de moduler les
propriétés physico-chimiques de nos architectures moléculaires de fagon directe et simple.
Sur la base de leurs propriétés structurales, des oligoméres de nature hydrophobe,
amphipatique et cationique ont ensuite été synthétisés et testés pour leur capacité a pénétrer
dans les cellules. En particulier, des résidus cruciaux pour l'internalisation de CPP (Cell
Penetrating Peptides) comme les résidus Trp!®t et Arg®®l1521% ont été introduits sur ces
structures en ruban. lls ont permis de générer une nouvelle famille de vecteurs de pénétration

intracellulaire trés efficace, comme nous le verrons plus en détail dans ce chapitre.

Durant mes travaux de thése, nous avons tout d’abord étudié leur localisation
intracellulaire par imagerie confocale. Nous avons ensuite montré que ces vecteurs sont trés
stables dans le sérum humain et vis-a-vis de la dégradation enzymatique. Un des composé
téte de série a été utilisé avec succes pour délivrer un peptide proapoptotique (KLA) qui ne
pénétre pas dans les cellules cancéreuses!®. Nous avons également mené une étude de
relation structure-activité pour définir 'importance du positionnement des chaines latérales des
résidus Trp et Arg le long de I'axe du ruban et 'importance de la longueur de I'oligomére pour

la pénétration intracellulaire.
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Comme discuté précédemment, plusieurs séries d’oligoméres de taille et de nature
différentes ont été testés pour leur capacité a rentrer dans les cellules par mesure de
fluorescence totale (Figure 70). Cette technique permet d’évaluer la concentration d’un
composé fluorescent par mesure de la lumiére qu’il émet aprés excitation par un faisceau
lumineux. La quantification du produit fluorescent est possible par cette technique car
l'intensité de la fluorescence est proportionnelle a sa concentration (& faible concentration). La
série d’oligomeéres inspirée des polyarginines (en bleu), incorporant uniguement des chaines
latérales arginine, a montré une faible internalisation comparée a celle des peptides vecteurs
de référence : la pénétratine et le peptide ReWs (en vert). Cette faible internalisation peut
s’expliquer par le fait que ces oligoméres ne présentent pas plus de 6 charges positives alors
gue les différentes études des CPP cationiques ont montré qu’au moins 8 charges étaient
nécessaires pour une internalisation efficace!®®. Le role crucial du résidu tryptophane pour
assurer linternalisation de la pénétratine a également été démontré?°, et son utilisation en
alternance avec des résidus arginine a permis le développement de puissants CPP?11212 Une
série d’oligoméres d’Agl-AA amphipatiques alternant des résidus arginine et tryptophane a
donc été synthétisée. Les résultats obtenus montrent que l'internalisation de ces composés
(en violet) augmente avec leur longueur, avec une internalisation plus de 6 fois supérieure aux
CPP de référence pour le composé alternant 3 résidus arginine avec 3 résidus tryptophane FI-
Ahx-(Agl-Trp-Agl-Arg)s-NH- (Figure 71). En accord avec les résultats de la littérature montrant
gue la substitution du Trpl14 par une Phe diminuait de maniére considérable I'internalisation
de la pénétratine?!°, 'importance du motif indole dans les oligoméres d’Agl-AA a également
été mis en évidence. En effet, la substitution des résidus Trp par des résidus Phe (en orange)
conduit a la perte totale de la capacité a pénétrer dans les cellules. L’'importance du motif Agl,
et donc probablement de la pré-organisation structurale des molécules, a également été mis
en évidence par l'incapacité du composé linéaire Fl-Ahx-(Ala-Trp-Ala-Arg)s-NH (en noir) a
traverser la membrane plasmique. De plus, le composé FI-Ahx-(Agl-Trp-Agl-Arg)s-NH. a
montré une capacité a traverser la membrane plasmique bien supérieure a celle du peptide
ReW3 qui présente le méme type de chaines latérales. Il est intéressant de noter que méme si
le peptide ReW3, comme la plupart des séquences CPP?!3, est capable d’adopter une hélice o
amphipatiqgue a proximité des membranes lipidiques, il ne présente aucune conformation
privilégiée en solution?**. Ces résultats appuient non seulement I'importance de la structure
mais aussi le bénéfice de la pré-organisation structurale pour une internalisation plus efficace.
Cette influence a déja été mise en évidence par I'étude de peptides cycliques dérivés du Tat
et de poly-arginines afin de mieux comprendre le réle de la distribution spatiale des chaines
latérales dans l'internalisation?'>21%, Plus récemment, le groupe de H. Wennemers, a montré
gue des oligoméres de polyproline portant des groupements guanidinium distants les uns des

autres de 9 A présentaient une forte capacité a pénétrer dans les cellules'®. Cette distance
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semble étre optimale pour une bonne interaction avec les protéoglycanes de la membrane
plasmique et ainsi I'internalisation. La distance qui séparent les chaines latérales d’'une méme
face des rubans Agl-AA est de 10 A. L’espacement des chaines latérales des arginines le long
du ruban des Agl-AA pourrait alors expliquer I'efficacité d’internalisation de nos systémes. Pour
conclure sur cette étude, la pré-structuration des oligoméres d’Agl-AA permettant de
positionner de fagon contrélée les chaines latérales des résidus cationiques et aromatiques
semble important pour un passage efficace dans les cellules.
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Figure 70 : Internalisation de la fluorescence dans des cellules MDA-MB-231 apres 3 h a 10 uM
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Figure 71 : Représentation schématique du composé FI-Ahx-(Agl-Trp-Agl-Arg)s-NHz (14)
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De cette premiére étude est ressorti un composé particulierement efficace, le composé
FI-Ahx-(Agl-Trp-Agl-Arg)s-NH.. Pour la suite de ce projet, nous avons sélectionné cette téte
de série (composé 14) et nous nous sommes attachés a définir sa localisation intracellulaire,
a évaluer sa capacité a résister a la protéolyse et a véhiculer dans les cellules un composé
biologiquement actif. Enfin, nous avons réalisé une étude de relation structure-activité afin de
mesurer I'impact de la disposition des groupements cationiques et indoliques le long de I'axe

du ruban, ainsi que celui de la longueur des foldameéres sur I'efficacité d’'internalisation.

X. 2. Synthése des oligoméres fluorescents pour I’'étude de la pénétration et
localisation intracellulaire

La sonde fluorescente qui a été choisie pour les études d’internalisation est la
fluorescéine. Ce fluorochrome posséde une bande d’absorption a 494 nm et une bande
d’émission a 521 nm. Elle permet d’évaluer la capacité d’internalisation des oligomeéres par
mesure de fluorescence totale et leur localisation intracellulaire par microscopie confocale. Le
bras espaceur choisi pour la conception de ces oligomeéres fluorescent a été l'acide
aminohexanoique (Ahx). Les différents foldaméres ont été synthétisés selon la stratégie
schématisée ci-dessous (Figure 3) en suivant les protocoles optimisés et précédemment
décrits (chapitre Il). Ces foldaméres incluent les composés synthétisés pour les études plus
approfondies de localisation intracellulaire et résistance a la protéolyse ainsi que les

oligomeres pour I'étude des relations entre la structure et 'activité (RSA).
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Figure 72 : Stratégie générale de synthése des oligomeres Agl-aAA fluorescents

Le peptide alternant les résidus méthionine avec les résidus d’acides a-aminés
sélectionnés pour cette étude est obtenu par SPPS sur une résine PS/PEG AmphiSpheres®
avec un lien Rink amide. La protection Fmoc de la derniére méthionine est ensuite remplacée
par une protection Alloc par réaction entre 'amine terminale avec du chloroformiate d'allyle en
milieu basique. Aprés la réaction de multicyclisation, cette protection est retirée par traitement

au tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) permettant de conserver le peptide sur le support
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solide. Le bras espaceur Ahx est alors introduit par couplage de Fmoc-Ahx-OH au peptide
supporté en suivant la procédure classique de SPPS. Apres déprotection du Fmoc, le FITC
est couplé en présence de base (DIEA) dans la NMP, directement sur la résine. Les
oligomeres fluorescents sont obtenus par clivage et déprotection totale par un traitement au
TFA/TIS/HO (95/2.5/2.5). Cette stratégie nous a permis d’obtenir le composé 14 ainsi que les
composés 15 a 24 pour I'étude des relations structure-activité (Table 11). Afin de comparer
ces oligoméres a des CPP de référence, a savoir les peptides pénétratine, ReWs et Args, nous
avons synthétisé les composés Fl-Ahx-ReWs-NH, (composé 25), Fl-Ahx-pénétratine-NH;
(composé 26) et FI-Ahx-Args-NH; (composé 27). Pour évaluer l'influence des y-lactames, un
analogue peptidique linéaire du composé 14 a aussi été synthétisé : FI-Ahx-(Ala-Trp-Ala-Arg)s-

NH. (composé 28).

Table 11 : Séquences des composés pour I'étude structure activité

N° Séquence

14 | FI-Ahx-AglTrpAglArgAgTrpAolArgAg TrpAglArg-NH2
15 | FI-Ahx-AglTrpAglArgAglArgAglArgAolTrpAglArg-NH;
16 | FI-Ahx-AolTrpAglArgAgTrpAolArgAglArgAglArg-NH;
17 | FI-Ahx-AolTrpAglArgAglArgAglArgAolArgAglArg-NH2
18 | FI-Ahx-AglArgAglArgAglTrpAglArgAolArgAglArg-NH2
19 | FI-Ahx-AglTrpAglArgAglArgAg TrpAg TrpAglArg-NH2
20 | FI-Ahx-Ag/TrpAglArgAg TrpAg TrpAglArgAg!Arg-NH;
21 | FI-Ahx-Ag/TrpAg TrpAglTrpAclArgAglArgAglArg-NH;
22 | FI-Ahx-Ag/TrpAglArgAg TrpAg!Arg-NH2

23 | FI-Ahx-Ag!TrpAg TrpAglArgAg!Arg-NH;

24 | FI-Ahx-AglArgAglTrpAg TrpAg!Arg-NH;

25 | FI-Ahx-RQIKIWFQNRRMKWKK-NH

26 | FI-Ahx-RRWWRRWRR-NH;

27 | FI-Ahx-Args-NH;

28 | FI-Ahx-AlaTrpAlaArgAlaTrpAlaArAlaTrpAlaArg-NH;
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X. 3. Microscopie confocale

Il existe dans la cellule différents compartiments comme le cytosol, le noyau ou les
différents organites de la cellule. Pour qu’un principe actif atteigne sa cible thérapeutique il est
donc important de choisir un vecteur capable d’atteindre le compartiment souhaité. La
microscopie confocale est une technique d’imagerie optique qui, couplée au marquage des
différents organites de la cellule, permet la localisation intracellulaire de composés
fluorescents. Cette technique repose sur 'augmentation du contraste et de la résolution
optique par l'utilisation d’un sténopé qui élimine les photons hors du plan focal de I'objectif.
Elle permet de réaliser des balayages a faible profondeur de champ (< 600 nm) qui peuvent
étre utilisés pour une reconstitution tridimensionnelle par traitement informatique. Ainsi, des
expériences de microscopie confocale ont été réalisées afin déterminer la localisation
intracellulaire de la téte de série marqué a la fluorescéine (composé 14) sur des lignées
cellulaires de cancer du sein MDA-MB-231. Le composé linéaire FI-Ahx-(Ala-Trp-Ala-Arg)s-
NH: (28) comme contrble négatif et le composé de référence FI-Ahx-pénétratine-NH. (25) ont
également été évalués. En accord avec les études d’internalisation par mesure de
fluorescence totale, la microscopie confocale a montré une accumulation importante du
composé 14 dans les cellules, comparé a la pénétratine (25) et au composé linéaire (28) qui
ne pénétre pas du tout (Figure 73). Ces expériences ont également permis de mettre en
évidence la localisation préférentielle du composé 14 au niveau du cytosol. Cette localisation
présente un intérét particulier pour véhiculer des composés biologiquement actifs visant des
cibles présentes dans ce compartiment de la cellule. Afin d’évaluer sa capacité a “vectoriser”
des cargos biologiguement actifs dans le cytosol, nous nous sommes intéressés a la
vectorisation d’'un peptide pro-apoptotique non-pénétrant, i.e. le peptide KLA?7218 qui exerce

son action au niveau des mitochondries présentes dans le cytosol.

Figure 73 : Images obtenues par microscopie confocale sur des lignées cellulaires de cancer du
sein MDA-MB-231 incubées pendant 3h avec les composés 14, 25 et 28 a 10 uM (Noyaux colorés
en bleu par le DAPI)19,
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X. 4. Evaluation du potentiel de vectorisation

Le peptide proapototiqgue KLA, de séquence KLAKLAKKLAKLAK, a une activité
cytotoxique par lyse des membranes mitochondriales. Cependant, ce peptide n’a aucun effet
sur la croissance tumorale car il est incapable d’atteindre le cytosol par lui-méme et ainsi
exercer son activité proapoptotique. Afin de pallier ce probleme, nous nous sommes intéressés
a sa vectorisation par des oligomeres d’Agl-aAA qui sont capables de traverser les
membranes cellulaires et d’atteindre le cytosol. Ainsi, nous avons construit un conjugué qui
associe la séquence (Agl-Trp-Agl-Arg)s du composé 14 a un dérivé du peptide KLA en série
D (peptide klaklak). Ce peptide est aussi puissant que son homologue L mais plus résistant a
la protéolyse et posséde donc un temps de demi-vie plus long. Le conjugué vecteur-klaklak a
été obtenu selon la stratégie de synthese schématisée ci-dessous (Figure 74). D’'une part, une
séquence Alloc-(Agl-Trp-Agl-Arg)s-NH-résine, obtenue comme précédemment décrit (Figure
72) est déprotégée du coté C-terminal par un traitement au
Tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) avant d’étre couplée a [l'acide 6-maléimido-
caproique en présence d’'HATU et DIEA pour obtenir le composé 29. D’autre part, le composé
30 Ac-Cys-Ahx-(klaklak).-NH:2 est obtenu par SPPS. Enfin, le conjugué 31 est obtenu par
réaction thiol-maléimide des composés 29 et 30 dans un mélange acétonitrile/tampon
phosphate pH 7.4.
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La cytotoxicité de ce composé a ensuite été évaluée a différentes concentrations sur
des cellules du cancer du sein MDA-MB-231 aprés 48 heures d’incubation (Figure 75). Le
vecteur seul (14) et le composé Ac-(klaklak),-NHz ont été utilisés comme contrbles négatifs.
Le vecteur seul (14) ne présente pas de cytotoxicité, et le composé Ac-(klaklak).-NH2 ne
présente pas non plus de cytotoxicité car, incapable de pénétrer dans la cellule, il ne peut pas
exercer ses propriétés proapoptotiques. En revanche, les résultats montrent que le conjugué
31 est cytotoxique avec une ICso d’environ 7.5 uM et il est capable d’inhiber 90% de la
croissance cellulaire a 20 pM. Cela démontre la capacité de la séquence (Agl-Trp-Agl-Arg)s a
vectoriser un cargo biologiquement actif a I'intérieur des cellules et dans le cytosol. Nous nous
sommes alors intéressés a la capacité de ces systemes non naturels a résister a la

dégradation enzymatique.
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Figure 75 : Viabilité cellulaire moyenne aprés 48h d'incubation avec le vecteur 14 (violet), la
séquence proapoptotique Ac-(klaklak)2-NH2 (blanc) ou le conjugué 31 (hachuré)°
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X. 5. Evaluation de larésistance a la protéolyse

Malgré le potentiel des CPP pour la vectorisation de composés bioactifs, leur utilisation
est limitée par leur dégradation rapide par les protéases endogénes. Pour surmonter cette
limitation, de nombreuses stratégies ont été employées pour augmenter leur stabilité comme
l'introduction d’acide aminés non protéinogéniques ou 'augmentation de la rigidité structurale,
par cyclisation par exemple?!®2?2°, Dans ce travail, nous avons évalué si la conversion d’une
séquence peptidique en oligomére structuré d’Agl-aAA permettait d’'augmenter sa résistance
protéolytique. Nous avons étudié la stabilité du composé 14 dans le sérum humain a 37°C
ainsi que sa résistance a la chymotrypsine et la pepsine, deux principales enzymes du systéeme
digestif humain. Pour cela, nous avons suivi sa dégradation au cours du temps par HPLC a
214 nm et par LC/MS. Pour comparer leur résistance vis-a-vis de la protéolyse a celle d'un
CPP de référence, le composé 14 a été comparé au composé Fl-Ahx-Re¢W3-NH, (composé
26). Les résultats présentés dans la Figure 76 montrent une rapide hydrolyse du composé 26
dans le sérum humain (demi-vie d’environ 1 heure) alors que le composé 14 posséde une trés
bonne résistance. Cet oligomére d’Agl-aAA n’est pas dégradé aprés 24 heures d’incubation.
De la méme maniére, alors que le composé 26 est rapidement dégradé par la chymotrypsine
et la pepsine (demi-vie de 30 minutes et 2 heures respectivement) le composé 14 montre une
résistance protéolytique remarquable vis-a-vis de chaque enzyme. En effet, aucune
dégradation n’a été observée aprés 24 heures d’incubation. Cette stabilité dans le sérum
humain et la résistance protéolytique du composé 14 peut-étre liée a l'introduction d’amides
tertiaires par les motifs Agl-aAA et la conformation repliée de I'oligoméere qui empéchent les
protéases d’hydrolyser les liens amides, ces derniers étant engagés dans un réseau de
liaisons hydrogéne. Les résultats de cette analyse montrent que contrairement aux CPP qui
sont sensibles a la protéolyse, le composé 14 présente une trés bonne résistance et stabilité.

Cette propriété est intéressante pour des applications in vivo.
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Figure 76 : Stabilité a la protéolyse des composé 14 (violet) et 26 (marron)1°°
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X. 6. Etude structure-activité

L’identification de cet oligomére d’Agl-AA possédant une trés bonne capacité a
pénétrer dans les cellules, malgré leur faible nombre de charges positives, et a y véhiculer un
composé actif nous a poussé a conduire une étude de relation structure activité un peu plus
approfondie. Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a l'impact de la
disposition des fonctions indoliques et cationiques le long de la structure en ruban ainsi qu’'a
l'influence du nombre de résidus tryptophane sur la capacité des oligoméres a traverser la
membrane plasmique. Dans un deuxieme temps, la taille des oligomeres a été modulée, en
particulier en réduisant le nombre d’unités Agl-AA de 6 a 4 unités. Les différents oligoméres
d’Agl-AA ont été synthétisés selon la méthode précédemment décrite. Tous les composés ont
été marqués a l'aide de la fluorescéine afin d’évaluer leur capacité a pénétrer dans les cellules.

Les dix composés fluorescents synthétisés sont reportés dans la Table 12.

Une premiére série de composés, de méme taille que le composé 14, c'est-a-dire
comportant 6 chaines latérales d’acides aminés, a été synthétisée. Ces oligomeres présentent
des résidus Arg et 1, 2 ou 3 résidus Trp afin d’étudier 'impact du nombre de tryptophane sur
la capacité des oligomeres a traverser la membrane plasmique. De plus, les résidus
tryptophane ont été placés a différentes positions pour pouvoir également étudier I'influence
de la position des chaines latérales le long de la structure en ruban. Dans un premier temps,
a partir de la téte de série (composé 1) nous avons fait varier la position des résidus Trp et par
conséquent la répartition et la densité des charges positives qui sont des critéres importants
pour la pénétration intracellulaire. Alors que le composé 1 adopte une structure en ruban
amphipathiqgue avec une face lipophile opposée a une face hydrophile, le caractére
amphipathique du composé 21 réside dans le positionnement des 3 résidus Trp du c6té N-
terminal et des trois résidus cationiques du cété C-terminal. Dans les composés 19 et 20, la
répartition des Trp et Arg de part et d’autre du ruban conduit a une rupture de 'amphipathie.
Ensuite, nous avons réduit le nombre de Trp contenu dans le composé 14. Un puis deux
résidus ont été substitués par des résidus Arg. Le composé 15 comporte 2 résidus Trp chacun
a une extrémité d’'une méme face du ruban, alors que le composé 16 présente ses chaines
latérales Trp sur la méme extrémité d’'une méme face du ruban. Le composé 17 présente 1
seul résidu Trp a I'extrémité N-terminale alors que le composé 18 comporte 1 seul Trp au

milieu de 2 résidus arginine sur 'une des faces du ruban.
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Enfin, une deuxieme série de composés a été synthétisée. Ces composés ne
présentent plus que quatre unités Agl-AA avec 2 résidus arginine et 2 résidus tryptophane,
selon différents arrangements le long de l'oligomére (composés 22-24). Le composé 22
présente les chaines latérales arginine et tryptophane sur 2 faces opposées, a 'image du
composé 14. Le composé 23 a les 2 résidus tryptophane du coté N-terminal alors que ses 2
résidus arginine sont du c6té C-terminal. Le composé 19 présente les deux types de résidus

sur chaque face du ruban.

Table 12 : Représentation schématique des différents oligoméres fluorescents

N° Structure N° Structure
HNYNHQ HNYNHQ
o %0 O O T
. NH ~ NH . NH . NH
NH, NH,
15 16
NH NH NH NH NH NH
HN” “NH, HN?Z “NH, HN?Z “NH, HNJ\NHQ HN)\NHZ HN” “NH,
HN.__NH; HN _ _NH, HNYNHZ HN__NH,
NH NH NH NH
. NH . NH
NH NH,
17 ’ 18
NH NH NH NH NH NH
HN)\NHQ HN)\NH2 HN)\NHZ HN)\NHz HN)\NH2 HN NH,

19

21

23

109



Développement de vecteurs de pénétration intracellulaire a base d’unités y-lactames

Ces différents composés ont été testés pour leur capacité a rentrer dans les cellules
par mesure de fluorescence totale sur différentes lignées cellulaires. Comme évoqué
précédemment, cette technique permet d’évaluer la concentration d’'un composé fluorescent
par mesure de la lumiére qu’il émet aprés excitation par un faisceau lumineux. Les cellules
sont incubées pendant 3 heures a 37°C avec 5 uM d’oligomeére fluorescent. Les oligoméres
qui ne sont pas internalisés sont ensuite éliminés par lavage avec un tampon phosphate
(PBS). Pour éviter les faux positifs liés a I'adsorption de composés sur la membrane
plasmique, les cellules sont traitées a la trypsine pendant 5 minutes. Elles sont ensuite
centrifugées pour récupérer le culot cellulaire qui sera lysé avant la mesure de la fluorescence
a 530 nm (Figure 77). La mesure de fluorescence avant et apres traitement par la trypsine des
différents composés sur la lignée cellulaire MDA-MB-231 n’ont pas montré de différence
significative. Cette étape lourde et contraignante n’a donc pas été répétée pour 'ensemble

des lignées cellulaires ou nous avons réalisé la lyse directe apres les étapes de lavage.
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Figure 77 : protocole pour la mesure de fluorescence totale pour I’évaluation de la pénétration
cellulaire de composés fluorescents
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La capacité des différents oligoméres a traverser la membrane plasmique a été
comparée a celle du composé 14 et celle des CPP de référence marqués a la fluorescéine,
c'est-a-dire les composés FI-Ahx-pénétratine-NH, (composé 25) et Fl-Ahx-Args-NH. (composé
27). Les composés ont été testés sur 5 lignées de cellules cancéreuses: RD, RMS, YN (trois
lignées de Rhabdomyosarcoma embryonal), MDA-MB-231 (Adenocarcinoma du sein), LNCaP
(Carcinoma de la prostate) (Figure 78). De maniere générale, les résultats montrent que la
capacité des différents composés a traverser les membranes cellulaires n’est pas dépendant
du type de lignées. En revanche le nombre de résidus Trp impacte fortement I'efficacité de

pénétration.

Grace a ces expériences nous avons tout d’abord pu identifier 3 composés un peu plus
efficaces que le composé 14 : les composés 19, 20 et 21. Comme discuté précédemment, le
composé 1 a été élaboré pour obtenir un composé amphiphile présentant tous les résidus Trp
et Arg sur deux faces opposées du ruban. Les résultats obtenus pour les composés 16-18
montrent que le caractére amphipathique pour ce type de vecteurs, qu’il soit structural (14) ou
séquentiel (21), n’est pas requis pour une bonne internalisation. Il est méme intéressant de
noter que la présence de résidus Trp de chaque c6té du ruban (composés 19-21) a permis

d’augmenter sensiblement la pénétration intracellulaire.

Les composés comportant deux tryptophanes (15 et 16) ou un seul tryptophane (17 et
18) ont une capacité moindre a traverser la membrane plasmique. L’ensemble des résultats
montrent que trois résidus Trp sont nécessaires pour obtenir des oligomeres d’Agl-AA
possédant une forte capacité a pénétrer dans les cellules. lls indiquent également que le
caractére amphipathique ainsi que la densité de charge n’a que peu d’'impact sur I'efficacité

de pénétration sur ce type de vecteurs.
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Figure 78 : Mesures de fluorescence totale des composés sur différentes lignés cellulaires
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X. 7. Conclusion

Une étude antérieure a mes travaux de thése a permis d’identifier une nouvelle classe
de foldameres pénétrants. En particulier, I'cligomére d’Agl-AA alternant des résidus arginine
et tryptophane, le composé 14 FI-Ahx-(Agl-Trp-Agl-Arg)s-NH., s’est avéré tres efficace pour
pénétrer dans les cellules. Lors de mes travaux de thése, nous avons pu déterminer par
microscopie confocale que cet oligomére fluorescent, aprés internalisation, est localisé dans
le cytoplasme. Nous avons ensuite démontré sa capacité a internaliser un cargo
biologiguement actif dans le cytosol, ce qui en fait un vecteur intéressant pour viser des cibles
présentes dans ce compartiment de la cellule. Nous avons aussi montré la forte résistance de
ce composé a la dégradation par diverses protéases ainsi que dans le sérum humain, une
propriété intéressante pour des applications in vivo. Enfin, I'étude des relations structure-
activité a permis de montrer la nécessité d’au moins 3 résidus Trp pour l'internalisation de
cette famille de foldamere dans les cellules. Des études préliminaires sur des lignées
cellulaires de MDA-MB-231 a 37°C et 4°C laissent penser que linternalisation de ces
composés se fait par translocation directe, du moins en partie. En revanche, l'influence exacte
de la disposition et de l'orientation spécifique des chaines latérales nécessitent des études
physico-chimiques plus approfondies afin de définir leurs importances pour I'internalisation de
cette famille de composés. Des études plus poussées seront aussi nécessaires afin d’élucider

le mode d’internalisation de cette famille de composés.
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CHAPITRE IV : Etudes structurales

XI. Synthese et étude structurale des oligomeéres d’Agl-BAA

Xl. 1. Introduction

Lors de la thése du Dr. Vincent Martin, il a été démontré au laboratoire que les
oligomeéres d’Agl-aAA adoptent une structure en ruban composée d’'une succession de mimes
peptidiques de coudes B15. Cette structure en ruban aussi appelée « B-bend ribbon » permet

la projection des chaines latérales des acides aminés sur deux plans opposés du ruban®,

Dans ce contexte, la seconde partie de mon projet de thése a été dédiée a la
découverte de nouvelles structures originales incorporant de maniére périodique le motif Agl.
Pour cela, nous avons conservé l'unité Agl et remplacé les a-aminoacides par des -
aminoacides (Figure 79). En effet, comme évoqué dans la partie bibliographique, les peptides
alternant des résidus a-aminoacides et B-aminoacides sont capables d’adopter des structures
hélicoidales stables avec peu de résidus, contrairement a I'hélice a qui nécessite au moins
une quinzaine de résidus. Dans ce travail de thése, nous souhaitions rajouter un méthyléne
supplémentaire par unité monomérique d’Agl-aAA afin de perturber localement la structure en
coude B et par conséquent la structure en ruban, et étudier la possibilité de générer de

nouvelles structures incorporant le motif Agl.

A O R B O R O
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Figure 79 : Dipeptides Agl-aAA (A) et Agl-BAA avec ses angles diedres associés
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Nous avons synthétisé des oligomeres poly-(Agl-BAA) alternant des résidus Agl et des
acides B-aminés et étudié leurs structures en utilisant des techniques physico-chimiques
variées : la résonance magnétique nucléaire (RMN), la cristallographie aux rayons X (RX), la
spectroscopie infrarouge (IR) et le dichroisme circulaire (CD). Les spectres RMN et CD ont
été enregistrés au Laboratoire de Mesures Physiques (LMP), les études IR ont été menées en
collaboration avec le Pr. Jean Louis Bantignies du Laboratoire Charles Coulomb (L2C) et les
analyses cristallographiques ont été effectuées par les Drs. Dan Dumitrescu du synchrotron
de Trieste (Sincrotrone Elettra Trieste, XRD2 beamline) et Arie Van der Lee de ['Institut
Européen des Membranes (IEM) de I'université de Montpellier. Des calculs quantiques utilisant
la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) effectuées par le Pr. Young Kee Kang de

l'université de Chungbuk (Cheongju, Corée du Sud) ont permis de compléter ces études.
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XI. 2. Synthése des poly-(Agl-BAA)

Les oligoméres d’Agl-BAA sont obtenus en suivant la méme stratégie que celle décrite
pour les oligoméres d’Agl-aAA. Brievement, les séquences peptides alternant des résidus
méthionine avec des aminoacides homologués et substitués en position 3 (notés B-AA a la
place de B3-hAA, pour faciliter I'écriture) sont synthétisés sur une résine PEG/PS
(AmphiSpheres™) selon une stratégie Fmoc/tBu. Ces séquences peptidiques sont ensuite
converties en oligoméres d’Agl-BAA en utilisant les conditions optimisées (chapitre 1), mais
légerement modifiées. En effet, la difficulté de multicyclisation de longues séquences et
l'incapacité a en synthétiser certaines, en particulier celles contenant des résidus BArg, nous
ont contraint a changer de base. Ainsi, I'utilisation de la 1,5,7-Triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene
(TBD), plus puissante que le DBU?%, a 4% dans la NMP a permis d’obtenir ces oligoméres
(Figure 80). D’autre part, par souci d’économie de matiére premiére, les acides 3-aminés ont
été couplés non pas par la méthode de couplage au Vortex décrite dans le chapitre Il mais par
irradiation microondes par des doubles couplages de 2 fois 30 minutes a 70°C avec 1,2 éq
d’AA, 1,2 éq de DCC, 1,2 éq d’Oxymapure® et 3 éq de DIiEA.

SPPS

Fmoc— N—o Q»

Résine Rink Amide

Fmoc N

PS/PEG
1. pipéridine/DMF (2:8)
2. Ac,O/DCM (1:1)
‘\%/’ |@
J Mel 2M
[ H H NMP
Ac H,f ]/N . NQ T
0O R n
TBD 4% | MW 60°C
NMP 15 min
TFA
—

Figure 80 : Schéma de synthése des poly-(Agl-BAA)
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Cette stratégie de synthése a permis d’obtenir des oligomeéres d’Agl-BAA de nature et
de taille variées (Table 13). Une premiére série a été synthétisée en alternant des résidus
aliphatiques avec des chaines latérales courtes et aromatiques, le B-hAla et B-hPhe,
respectivement. L'introduction de ce type de résidus permet de suivre facilement la formation
et la pureté des composés par UV et facilite leur étude par RMN. Il est particulierement
intéressant de noter que cette premiere série d’oligomeéres est étlonnamment soluble en milieu
aqueux malgré des chaines latérales exclusivement hydrophobes. D’autres séries
d’oligomeres avec différentes chaines latérales lipophiles ont ensuite été synthétisées afin
d’étudier les limites de solubilité de ces oligoméres en milieu agueux. Pour cette étude, nous

avons choisi comme [B-aminoacides hydrophobes, la B-hlle et le BTrp.

Table 13 : Composés poly-(Agl-BAA) synthétisés

Composé Séquence

32 Ac-Agl- -Agl-BAla-NHz
33 Ac-(Agl- -Agl-BAla)2-NH:2
34 Ac-(Agl- -Agl-BAla)z-NH2
35 Ac-(Agl- -Agl-BAla)s-NHz
36 Ac-Agl-Blle-Agl-BAla-NH:2
37 Ac-(Agl-Blle-Agl-BAla)2-NH2
38 Ac-(Agl-Blle-Agl-BAla)s-NH:
39 Ac-Agl-Blle-Agl-Blle-NHz
40 Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle)2-NH:
41 Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle)s-NH:
42 Ac-Agl-BTrp-Agl-BAla-NH2
43 Ac-(Agl-BTrp-Agl-BAla)2-NH2
44 Ac-(Agl-BTrp-Agl-BAla)s-NH2
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Xl. 3. Les techniques d’analyse spectroscopique

Afin de déterminer la structure tridimensionnelle des composés synthétisés, nous
avons utilisé différentes techniques d’analyses spectroscopiques complémentaires dont le

principe général, les avantages et limites sont décrites ci-dessous.

La RMN est une technique haute résolution qui permet d’obtenir des informations sur
la nature et la structure des molécules en solution. L’étude RMN d’'un composé se fait en
solution concentrée de l'ordre du millimolaire et nécessite que le composé soit pur,
monodisperse et stable. Cette technique repose sur les variations du moment magnétique de
noyaux atomiques ayant un spin non nul (*H, *3C, N etc...) lorsqu’ils sont soumis & un champ
magnétique externe. Cette variation est influencée par les atomes environnants, ce qui permet
de mettre en évidence des interactions chimiques (couplage scalaire) ou spatiales (couplage
dipolaire ou effet nucléaire Overhauser). Nous avons déterminé les déplacements chimiques
1H, 13C, N des oligomeéres combinant des expériences bidimensionnelles COSY, TOCSY et
ROESY ou NOESY. Les corrélations observées sur les spectres COSY (COrrelation
SpectroscopY) sont issues d’interactions entre atomes directement reliés par une liaison
covalente tandis que les expériences TOCSY (TOtaly Correlated Spectroscopy) permettent
l'identification de réseaux interconnectés de couplage de spins. Ainsi, ces deux expériences
combinées permettent l'attribution des déplacements chimiques des protons des acides
aminés. Néanmoins, I'attribution séquentielle des acides aminés n’est possible que par
l'acquisition des spectres ROESY (Rotating frame Overhause Effect SpectroscopY) ou
NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY). Lors des expériences ROESY/NOESY, il
y a des couplages dipolaires entre atomes spatialement rapprochés de moins de 5 A basés
sur I'effet nucléaire Overhauser (NOE) peu importe s'ils sont liés ou non de maniére covalente.
Sur les spectres, I'intensité des corrélations NOE est proportionnelle en 1/r® a la distance entre
les protons. Des contraintes de distances peuvent ainsi étre collectées et introduites lors de
calculs de dynamique moléculaire afin de déterminer la structure tridimensionnelle du
composé étudié. On considére comme représentatif le panel des 10 a 20 structures de plus
basses énergies. Elles peuvent ensuite étre optimisées par des méthodes quantiques basées
sur la DFT.

D’autres observables peuvent également étre utilisées pour décrire la préférence

conformationnelle de nos oligoméres comme les constantes de couplages 2J(HNHa) et les
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coefficients de température. Les valeurs de constantes de couplage 3J(HNHa) permettent
d’obtenir des plages de valeurs pour les angles diédres ¢ du squelette. Si 3J(HNHa) < 6 Hz,
la valeur de ¢ se situe aux alentours de -60° et si 3J(HNHa) > 8 Hz, ¢ ~ -120°. Plusieurs
conformations sont possibles pour des valeurs de 2J(HNHa) entre 6 et 8 Hz et la valeur de ¢
ne peut étre déterminée. Des expériences a températures variables dans le DMSO-ds et en
milieu aqueux permettent d’obtenir des informations sur la présence ou non de liaisons
hydrogene. En effet, des coefficients de température des protons amides inférieures a 5 ppb/K
coincident typiquement avec la présence de liaisons hydrogéne. Il faut néanmoins étre prudent
avec leurs interprétations car 'orientation de cycles aromatiques dont I'orientation varie avec
la température a proximité des protons amides peut influencer ces valeurs de coefficients de

température.

La RMN est une technique qui permet d’obtenir de nombreuses informations sur la
conformation et la dynamique d’'une molécule en solution. Ainsi, couplée avec des calculs de
dynamique moléculaire et de DFT, on peut calculer des structures 3D représentatives.
Néanmoins, cette technique est consommatrice de produit, les acquisitions et les analyses
sont relativement longues. De plus, certaines molécules sont peu solubles ou présentent de
nombreuses superpositions de signaux, ce qui empéche leur étude compléte par RMN. La
flexibilité intrinséque de certains oligoméres et la présence de conformations multiples peut
également conduire a une perte d’information et a une moyenne des NOE biaisant les

contraintes de distance introduites dans les calculs de dynamique moléculaire.

La diffraction des rayons X est un outil d’analyse structurale utilisé pour identifier la
nature et la structure des produits cristallisés. Elle peut ainsi étre utilisée pour étudier les
conformations spatiales a I'état solide de petites molécules ou d’oligomeéres artificiels jusqu’a
la résolution structurale de larges macromolécules biologiques comme les acides nucléiques

et les protéines.

Si la DRX permet d’obtenir des structures tridimensionnelles de larges systémes avec
une haute résolution, la molécule étudiée est soumise a des forces d’empilement et de
cohésion dans un cristal qui peuvent stabiliser une conformation différente de celle observée
en solution. De plus, cette technique dépend de la capacité des molécules a former des
monocristaux de bonne qualité et suffisamment gros pour diffracter correctement le

rayonnement. De nombreux essais sont nécessaires en variant les méthodes et les conditions,
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ce qui demande une guantité importante de produit. Les différents solvants et méthodes que

nous avons utilisés pour obtenir des cristaux sont décrits plus loin dans mon manuscrit.

La spectroscopie d’absorption infrarouge dans le domaine des excitations des modes
des vibrations intramoléculaires (4000 — 400 cm™) est couramment appelée spectroscopie
moyen infrarouge en référence au domaine spectrale sondé (MIR). Elle donne lieu a un
phénomeéne de résonnance ou l'absorption du rayonnement d’énergie E; correspond a une
transition entre deux états vibrationnelles pour un mode de vibration donné. Les spectres
infrarouges sont représentés en fonction des nombres d’onde (inverse de la longueur d’onde
du rayonnement) directement proportionnels a la fréquence du rayonnement donc a son
énergie. Les positions des bandes de vibration dépendent des constances de forces des
liaisons chimiques et sont affectés par les interactions avec leur environnement. Les positions
caractéristiques des modes des vibrations internes des molécules organigues sont bien
documentées et permettent le plus souvent une identification des groupes fonctionnels
impliqués dans les vibrations des molécules organiques étudiées. Expérimentalement, I'étude
IR-TF des molécules en solution est limitée par le choix des solvants qui ne doivent pas
présenter de bandes d’absorption significatives dans les domaines ou les vibrations des

composeés étudiés apparaissent.

L’IR peut étre utilisé afin d’étudier les structures secondaires et la stabilité des liaisons
hydrogéne des peptides et protéines. Les principales bandes d’absorption sont dues aux
modes de vibration des groupements amides du squelette peptidique. Les amides A, I, Il et 11l
permettent de mettre en évidence I'existence de liaisons hydrogéne inter- ou intramoléculaires
et d’identifier des structures secondaires canoniques???223, L'utilisation de I'IR pour I'étude de
la conformation d’oligoméres artificiels permet de confirmer la présence de liaisons hydrogene
et d’étudier leur stabilité. Voici les différents régions d’intérét des spectres IR des peptides,

protéines et foldaméres peptidiques.

On observe les bandes des amides A entre 3200 et 3500 cm™. Elles correspondent a
I'élongation de la liaison NH, v(NH). Ce mode de vibration ne dépend pas de la conformation
du squelette mais il est tres sensible a la présence de liaisons hydrogéne. Les NH libres ont
des fréquences de vibration typiqguement vers 3450-3500 cm™. Lorsque les NH sont engagés
dans des liaisons hydrogéne intramoléculaires, la bande d’absorption se déplace vers des

fréquences plus basses, (typiquement autour de 3300 cm™). La fréquence et la largeur de la
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bande donne des indications sur la force moyenne et la dispersion des interactions par liaisons

hydrogéne dans le systéme étudié.

Les bandes amide | sont observées entre 1800 et 1600 cm™. Elles correspondent en
premiére approximation a I'élongation de la liaison C=0 (v(CO)) couplée aux élongations C-N
et C-(C-N). La fréquence des amides | (appelés v(CO) amidiques par la suite) de ce mode de
vibration est influencée par la conformation du squelette ainsi que le réseau de liaison
hydrogéne. Comme pour la bande amide A, les interactions par liaisons hydrogéne engendrent
un ramollissement du mode de vibration vers les basses fréquences par rapport aux molécules

libres.

Les bandes amide Il sont observées entre 1575 et 1480 cm™. Ces modes sont
associées a I'élongation de la liaison C-N ainsi que la torsion de la liaison N-H (on utilisera la
dénomination &(N-H) amidiques par la suite). Pour cette bande, les interactions par liaisons
hydrogéne entrainent un durcissement vers les hautes fréquences. Avec la bande amide |,
elles constituent un moyen quantitatif de caractériser la force moyenne des liaisons hydrogéne
entre NH et CO.

Les bandes amide Ill sont observées entre 1350 et 1200 cm™. Il s’agit d’'une bande
complexe, moins intense, mais trés sensible a la structure secondaire. Ces bandes sont
relativement fines et éclatées, et permettent I'estimation de structure secondaire des

protéines.?

Nous avons rencontré des difficultés pour attribuer les différentes bandes d’absorption
IR des oligoméres car la dynamique vibrationnelle de ces composés dans le MIR est riche et
complexe. La comparaison de nos spectres avec ceux de composés modeéles plus simples
s’avere délicate (structures parfois non transposables, synthése chronophage...). En
conséquence, nous avons décidé de coupler notre étude expérimentale avec des calculs ab
initio des spectres IR des molécules. On notera que les structures moléculaires sont obtenues
a partir de données DRX sur les systémes cristallisés et par RMN en solution. Un avantage
significatif de la spectroscopie IR est le peu de produit nécessaire aux analyses (de 1 a 3 mg
de produit par mesure). En résumé, cette spectroscopie permet d’avoir des informations
directes sur la présence et la force des liaisons hydrogéne et, par conséquent, sur la stabilité
relative des oligomeres qu'il est judicieux de coupler avec des expériences RMN d’échange

HD ou a des études par dichroisme circulaire.
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Le dichroisme circulaire est une technique spectroscopique qui permet d’enregistrer
des signatures caractéristiques de molécules optiquement actives. Soumis a un faisceau de
lumiere circulairement polarisée, les composés absorbent de maniere inégale les
composantes gauche ou droite qui polarise le faisceau. Cette capacité apparait pour toute
molécule chirale, ainsi un mélange racémique présente un signal nul. Le CD est
particulierement utilisé pour I'étude de la conformation des macromolécules biologiques en
solution dont I'étude des structures secondaires des peptides et protéines. En effet, les hélices
a, feuillets B, hélices polyproline et méme I'absence de structure (random coil) donnent des
signatures caractéristiques. Il est possible de déconvoluer le spectre d’'une protéine est de

déterminer le pourcentage de chaque type de structure secondaire qui la compose.

Cependant, linterprétation des spectres CD de pseudopeptides ou foldaméres est plus
délicate. En effet, les spectres sont atypiques. Il est possible que des composés de familles
différentes partagent une signature comparable malgré des structures différentes et
inversement des structures trés proches peuvent avoir des profils différents. De plus, certains
acides aminés non naturels possédent des chromophores qui masquent les transitions
électroniques de la liaison peptidique. Le CD ne permet donc pas de déterminer le type de
structure secondaire adopté par les oligoméeres. Néanmoins, elle constitue une méthode
rapide et peu consommatrice pour comparer les signatures au sein d’'une méme famille de
composés et évaluer leur stabilité relative dans différents solvants et a différentes
températures. Il faut noter que les solvants transparents utilisables pour des études CD sont
typiquement les alcools, I'acétonitrile et les milieux aqueux (la concentration en ion CI- doit

rester raisonnable). On ne peut utiliser ni le CHCls, ni le DMSO.
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XI. 4. Les séquences Agl-B(Phe/Ala).

Nous avons tout d’abord synthétisé des séquences Agl-B(Phe/Ala) de différentes tailles
comme séquences modéles afin d’étudier la préférence conformationnelle des oligoméres Agl-
BAA. Nous avons fait des essais de cristallisation en utilisant différents solvants, seuls ou en
mélange, par évaporation lente. Différentes températures d’évaporation ont été testées sur les
différents composés. Nous n’avons a ce jour obtenu des cristaux exploitables que pour le
composé 34 (Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla)s-NH,) par évaporation lente du méthanol a 4°C. La
structure a I'état solide de ce composé a pu étre déterminée et nous offre une information
précieuse sur le type de structure secondaire adoptée par cette famille de composés. La
superposition des deux structures présentes dans la malille cristalline est présentée ci-dessous
(Figure 81).

Le composé 34 se replie en hélice gauche stabilisée par des liaisons hydrogéne
formant des pseudocycles Ci, (Figure 82). Les liaisons hydrogene entre les C=0(i) et HN(i-2)
stabilisant la structure du composé 34 ont toutes sensiblement la méme longueur avec une
valeur moyenne de 2,0 + 0,1 A. Elles sont toutes orientées de I'extrémité C-terminale vers
I'extrémité N-terminale générant un macrodipble. Les carbonyles des résidus Agl engagés
dans des liaisons hydrogéne pointent vers l'intérieur de I'hélice alors que les carbonyles des
BAA pointent vers I'extérieur (Figure 81B). Les deux structures dans la méme unité
asymeétrique sont similaires, seul I'extrémité C-terminale varie. L’hélice est [égérement courbée
et posséde un pas moyen de 6 A avec deux motifs dipeptidiques Agl-BAA par tour d’hélice.
Les chaines latérales sont en alternance de chaque coté de I'hélice et sont espacées de 5 A
sur une des faces de I'hélice (les résidus BAla) et de 7 A sur l'autre face (résidus BPhe) (Figure
81A). Cette hélice n’est pas cylindrique, la représentation axiale révele une forme ovale. Un
rayon de 3 A sépare les faces avec les Agl tandis qu’une distance de 6 A sépare les faces
composeées de BAA (Figure 81D).
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BAla-4

Figure 81 : (A) Superposition des deux structures cristallines du composé 34 dans la maille
cristalline. Les atomes d’hydrogéne non polaires ne sont pas affichés par souci de clarté. L’axe
de I'hélice est représenté par une fleche noire et différentes distances illustrées en pointillé. (B)
Vue latérale aprés rotation de 90°C. Les chaines latérales des BAA ont été omises pour plus de
clarté. (C) Représentation axiale de I'hélice. (D) Représentation axiale de la forme ovale de
I'hélice.

Macrodipole N=>C

Figure 82 : Réseau de liaisons hydrogene stabilisant I’'hélice C12
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Les moyennes des valeurs des angles de torsion du squelette sont reportées dans le
tableau ci-dessous (Table 14). Les valeurs des angles du résidu BAla 12 a I'extrémité C-
terminale de I'oligomére 34 dévient significativement et n’ont pas été pris en compte pour le
calcul des valeurs moyennes. On remarque des variations entre les valeurs moyennes des
angles diédres des dipeptides Agl-BPhe et Agl-BAla. La déviation majeure concerne les
valeurs de I'angle ¢ des résidus Agl (-97 + 3° et -138 + 13° pour les dipeptides Agl-BPhe et

Agl-BAla, respectivement). Cette différence est responsable de la courbure globale de I'hélice.

Table 14 : Angles diedres moyens et déviations (entre parenthéses) des 2 structures cristalline
du composé 34.

Motif Résidus ¢ () 0(°) ¥ (%)
Agl -138(13) -118(16)
Agl-BPhe
BPhe -123(8) 61(1) -122(5)
Agl -97(3) -141(4)
Agl-BAla
BAla* -104(2) 58(1) -107(6)

*B3Ala 12 non compris

H uJO ¢R O
‘{ﬁ%ﬁl%ﬁ}‘

Nous avons ensuite étudié la conformation des oligomeéres d’Agl-B(Phe/Ala) par RMN
afin de vérifier si cette structure est stable en solution et sl y a des variations
conformationnelles entre les états solide et liquide.
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Etude RMN des oligoméres d’Agl-B(Phe/Ala)

Les spectres RMN !H, COSY, TOCSY, ROESY/NOESY des composés 32-34 ont été
enregistrés dans le DMSO-ds, le méthanol-ds et le tampon phosphate a pH 6.8. Dans la plupart
des cas, nous avons obtenu des spectres de bonnes qualités avec des raies fines et des

résonances relativement éclatées.
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Figure 83 : Spectres RMN dans le méthanol-d3 des composés 32 (en haut), 33 (au milieu) et 34
(en bas) a 273 K.

127



Synthése et étude structurale des oligoméres d’Agl-BAA

:

=

L

AL

8 6 4 2 [ppml]

4

t

Figure 84 : Spectres RMN dans le DMSO-d6 des composés 32 (en haut), 33 (au milieu) et 34 (en
bas) a 293 K.

il
)

8 6 a 2 [ppm]

Figure 85 : Spectres RMN dans le tampon phosphate pH 6.4 des composés 32 (en haut), 33 (au
milieu) et 34 (en bas) a 298 K.
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Nous avons pu attribuer les déplacements chimiques H, *C et ®N de tous les
oligoméres malgré une forte superposition des signaux RMN de I'oligomére 34 dans le tampon
phosphate qui complique significativement I'attribution de ses déplacements chimiques. Nous
avons attribué stéréospécifiquement les protons diastéréotopiques des méthylénes des cycles
lactames. Les corrélations NOE observés sur les spectres ROESY/NOESY sont similaires
dans les trois solvants et sont compatibles avec la structure hélicoidale observée a I'état solide.
Ceci suggere que les composés Agl-B(Phe/Ala) adoptent aussi une hélice 12 dans le DMSO-
ds, le méthanol-ds et le tampon phosphate. Nous avons identifié un set de NOE non ambiglies
caractéristiques : HN(i)-Hy/y’(i-2), HN(i)-HB’(i-2), HN(i)-HB'(i-4) et Ha(i)-HB'(i-4).

Figure 86 : Corrélations NOE non séquentielles caractéristiques dans les différents solvants a
pH 6.4 des oligoméres d’Agl-B(Phe/Ala)

Les constantes de couplage *J(HNHa) des résidus Agl sont comparables dans les
différents solvants avec des valeurs autour de 9 Hz qui coincident avec les valeurs de ¢ des
Agl aux alentours de -120° en adéquation avec celles mesurées dans la structure
cristallographique (Table 15, Table 16 et Table 17). On pourrait s’attendre a des variations
systématiques suivant le type de dipeptides comme les valeurs des angles ¢ entre les
dipeptides Agl-BPhe et Agl-BAla sont différentes or ce n’est pas le cas. Ces valeurs sont
relativement plus faibles dans le DMSO-ds, ce qui pourrait indiquer une plus faible stabilité
dans ce solvant. Nous avons également mesuré des valeurs globalement plus faibles pour le
composé 32 (Ac-Agl-BPhe-Agl-BAla-NHy) et pour les résidus Agl aux extrémités des autres
séquences. Ces valeurs plus faibles coincident avec une flexibilité accrue du composé 32 et

des extrémités des oligomeéres plus longs.

129



Synthése et étude structurale des oligoméres d’Agl-BAA

Table 15 : Constantes de couplage 3J(HN,Ha) des résidus Agl des composés 32, 33 et 34 dans

le méthanol-d3.

Résidu 32 33 34
Agl.1 8.5 9.2 9.2
Agl.3 8.9 9.2 9.4
Agl.5 - 9.3 9.5
Agl.7 - 8.9 9.6
Agl.9 - - 9.3
Agl.11 - - 9.1

Table 16 : Constantes de couplage 3J(HN,Ha) des résidus Agl des composés 32, 33 et 34 dans

le DMSO-d6.

Résidu 32 33 34
Agl.1 8.3 8.5 8.7
Agl.3 8.4 8.7 8.8
Agl.5 - 8.7 8.8
Agl.7 - 8.5 8.5
Agl.9 - - 8.8
Agl.11 - - 8.9

Table 17 : Constantes de couplage 3J(HN,Ha) des résidus Agl des composés 32, 33 et 34 dans
le tampon phosphate pH 6.4.

Résidu 32 33 34
Agl.1 8.8 9.3 9.4
Agl.3 8.4 9.2 9.0
Agl.5 - 9.2 9.9
Agl.7 - 8.8 9.2
Agl.9 - - 8.6
Agl.11 - - 8.7
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Nous avons collecté des jeux de NOE complets pour les composés 32-34 dans le
méthanol-ds mais aussi dans le DMSO-ds et le tampon phosphate a pH 6.8 pour le composé
33. Ces corrélations ont été converties en contraintes de distance afin d’étre introduites lors
de calculs de dynamique moléculaire. Les calculs sur I'oligomére 32 le plus court n’ont pas
convergés, di probablement & un nombre limité de NOE et une trop grande flexibilité de cet
oligomére. Plusieurs conformations peuvent satisfaire le jeu de contraintes de distance
correspondant. Lors d’une recherche conformationnelle utilisant la méthode de Monte Carlo
sur le composé 32 associé a une optimisation par DFT (SMD M06-2X/6-31G*) nous avons
trouvé trois conforméres de basses énergies dont deux sont des coudes Ci, comparables
tandis que le troisitme est un coude stabilisé par une liaison hydrogéne formant un

pseudocycle Ci6 (Figure 87).

Figure 87 : Conformeére Ci2 (A) et Ci6 (B) observés pour le composé 32 en solution.
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Les calculs pour les oligomeéres 33, dans les trois solvants, et pour 'oligomére 34 dans
le méthanol-d; et le DMSO ont convergés. Les déplacements chimiques pour le composé 34
dans le NaP n’était pas suffisamment éclatés pour une attribution des signaux NOE de maniére
non ambigué et n’as pas permis d’obtenir une bonne convergence des structures par calculs
de dynamique moléculaire dans ce solvant. Les 20 structures de plus basse énergie pour
chacun des composés et dans les différentes conditions sont superposées sur la Figure 88,
ci-dessous.

Figure 88 : Superposition des 20 structures RMN de I'oligomére 33 dans le méthanol-ds (A), le
DMSO-ds (B) et le tampon phosphate pH 6.4 (C) ainsi que le composé 34 dans le méthanol-ds
(D) et le DMSO-ds (E).
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Les structures sont parfaitement superposables, avec des écarts quadratiques moyens
(RMSD, root mean square deviation) tres faibles (Table 18). Les RMSD sont inférieurs a 0,3
A quand on considére les atomes lourds du squelette des oligomeéres en excluant les résidus

aux extrémités.

Table 18 : RMSD des 20 structures RMN de plus basses énergies du composé 33 dans le
méthanol-ds, le DMSO-ds et le NaP, ainsi que le composé 34 dans le méthanol-ds et le DMSO-

ds.

Composé 33 34
Solvent CDs0OH DMSO NaP CDs0OH DMSO
All atoms 1.166 0.643 0.919 1.092 0.795
All atoms? 1.193 0.690 0.815 0.986 0.781
Heavy atoms 0.951 0.417 0.699 0.886 0.589
Heavy atoms? 0.931 0.465 0.560 0.762 0.545
Backbone heavy atoms 0.478 0.127 0.556 0.653 0.396
Backbone heavy atoms? 0.164 0.092 0.148 0.232 0.180

aPremier et dernier résidus non compris

Les oligomeéres d’Agl-B(Phe/Ala) adoptent en solution une hélice 12 comme celle
observée par DRX dans les trois solvants étudiés. Il est intéressant de souligner que cette
structure est stable dans le méthanol mais également dans un solvant chaotropique comme
le DMSO et en milieu aqueux. Cette derniére propriété est particulierement importante afin

d’envisager des applications biologiques pour ce type de foldameéres.

La meilleure structure RMN du composé 33 dans les trois solvants a ensuite été
optimisée par DFT par la méthode SMD M06-2X/6-31G. Aprés optimisation, les structures
restent semblables avec seulement de légéres variations qui n'impactent pas la structure

globale de la molécule (Figure 89).

Figure 89 : Superposition des structures optimisées par DFT du composé 33 dans le DMSO-ds
(orange), le méthanol-ds (vert) et le tampon phosphate pH 6.4 (cyan) en vue latérale (a gauche)
et axiale (a droite).
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Les RMSD des structures dans les trois solvants, optimisées par DFT est de 0,354 A
guand on considére les atomes lourds du squelette des oligoméres en excluant le dernier
résidu (Table 19). Cette valeur relativement faible illustre la bonne superposition des structures
calculées dans les différents solvants.

Table 19 : RMSD des structures du composé 33 aprés optimisation par DFT dans chaque solvant
(DMSO-ds, méthanol-dz et NaP).

Atoms considered RMSD
All atoms 0.974

All atoms? 0.949
Heavy atoms 0.773
Heavy atoms?® 0.719
Backbone heavy atoms 0.544
Backbone heavy atoms? 0.354

aPremier et dernier résidus non compris

Malgré des structures comparables a I'état solide et en solution, on note dans certaines
structures RMN dont celles de plus basses énergies dans le méthanol-ds; et le tampon
phosphate pH 6.4, une liaison hydrogéne additionnelle formant un pseudocycle en Cy a
I'extrémité C-terminale, impliquant le CO de I'nomo-B®Ala 8 et le HN de I'Agl 7. La présence
de cette liaison hydrogéene explique la différence de conformation de I'extrémité C-terminale
apres optimisation par DFT entre les structures dans le méthanol-ds; et le tampon phosphate
par rapport au DMSO-ds. Néanmoins, cette liaison hydrogéne est peu représentative avec des
occurrences de 11/20 et 7/20 structures a l'issue des calculs sous contraintes RMN dans le
méthanol-ds et le tampon phosphate, respectivement. La présence de cette derniere reste a
étre démontrée de maniére expérimentale par des expériences RMN d’échange H/D par

exemple.

Lors de I'optimisation par DFT de I'hélice 12 dans le tampon phosphate, on a observé
une légére rotation de I'angle diédre ¢ du résidu Agl 5 qui induit la formation d’'une liaison
hydrogéne bidentate formant une Cizn6 au centre de la séquence (Figure 90). Malgré cela, les
valeurs des angles dieédres sont périodiques tout au long des structures en solution et non
fonction du type de dipeptide comme observée dans les structures a I'état solide. (Table 20).
L’hélice d’Agl-B(Phe/Ala) calculée a partir de dynamique sous contraintes RMN et optimisée
par DFT est par conséquent droite contrairement a I'hélice courbée observée a I'état solide.
La distance entre les chaines latérales d’'une méme face est d’environ de 6 A (distance entre

les Ca).
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Figure 90 : Réseau de liaison hydrogéne du composé 33 en solution dans le méthanol-ds (A), le
DMSO-ds (B) et le NaP (C) d’aprés optimisation des structures RMN par DFT

Table 20 : Angles diedres moyens (et déviations) des structures du composé 33 par DFT dans le

DMSO, le méthanol et I'’eau.

Résidus ¢ (°) 0 (°) g (%)
Agl -114(8) -138(15)
BIAA* -114(8) 58(2) -114(10)

*B2Ala-8 non compris
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Les études RMN associées a des calculs de dynamique moléculaire et de DFT ont
ainsi permis de confirmer que la conformation en hélice Ci, observée a I'état solide pour le
composé 34 est stable pour les composés Agl-B(Phe/Ala) dans le méthanol-ds, le DMSO-ds et
le tampon phosphate pH 6.4 & partir de 'octameére (Figure 91). La présence ou I'absence de
liaisons hydrogéne formant un pseudocycle Co en C-terminal reste a étre démontrée bien
qu’elle n'impacte pas la structure globale de I'hélice mais seulement son extrémité. Les forces
d’empilement dans le cristal peuvent étre a I'origine de la courbure de I'hélice. Si les variations
structurales induites entre I'hélice droite et courbée ne sont pas suffisantes pour étre
discriminée via une analyse fine des corrélations NOE, I'absence de variations significatives
des constantes de couplage *J(HNHa) des résidus Agl sont en faveur d’une I'hélice droite. Des
optimisations des structures cristallographiques par DFT sont actuellement en cours afin de

vérifier la subsistance de cette courbure hors du cristal.

Figure 91 : Superposition des structures du composé 33 prévues par DFT dans le DMSO-ds
(orange), le méthanol-ds (vert) et le NaP (bleu) sur la partie N-terminale de la structure cristalline
du composé 34
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La structure des oligoméres 32-35 ont ensuite été étudiée par dichroisme circulaire
afin d’obtenir des informations sur leur stabilit¢ en fonction de leur longueur et de la
température. Les spectres CD des oligoméres ont été enregistrés dans le méthanol et le
tampon phosphate pH 7,4 (NaP, 100 mM) a 20°C. Des mesures ont été effectuées a 55°C et
90°C dans le méthanol et le tampon phosphate, avant d’étre de nouveau enregistrées a 20°C.
Toutefois, le composé 35 n’étant pas soluble dans le tampon phosphate, les mesures dans ce

solvant pour ce composé n’ont pas pu étre effectuées.

Les profils dichroiques des oligomeéres 33-35 d’Agl-B(Phe/Ala) possédent deux minima
dans les deux solvants, un a 201-206 nm et un autre a 212-214 nm (Figure 92). Dans le cas
du méthanol, ce premier minimum est plus intense que le second et inversement dans le
tampon phosphate. Cependant, dans les deux cas, les deux contributions sont relativement
larges et la variation de l'intensité de I'un influe sur celle de l'autre. Le composé 32 ne présente
pas la méme signature dichroique avec un seul minimum vers 212-214 nm. On remarque que
le minimum autour de 204 nm apparait a partir du composé 33, se déplace de 201 vers 206
nm et augmente avec la taille de I'oligomére. Cette augmentation semble étre corrélée a un
effet coopératif de la taille de I'oligomére sur la stabilité de I'hélice 12. L’intensité du signal CD
par résidu augmente encore de maniére importante entre les oligoméres 34 et 35. A l'inverse,
'absence de ce minimum vers 204 nm dans la signature du composé 32 confirme son absence

de structure bien définie préalablement observée par RMN et DFT.

De maniére globale, les intensités absolues des signaux sont bien plus intenses dans
le méthanol que dans le tampon phosphate. De méme, le gain de signal dichroique avec la
taille des oligoméres est plus important dans le méthanol que dans le tampon. L’ensemble de
ces résultats semble montrer que I'hélice 12 serait plus stable dans le MeOH que dans le

tampon phosphate.

L’augmentation de la température induit une perte d’intensité sans changement global
du profil dichroique des Agl-B(Phe/Ala) (Annexes : Figure S20). Cette variation est réversible
lorsqu’on enregistre le spectre a 20°C a nouveau. On observe donc une flexibilité accrue de
la structure des composés (probablement aux extrémités) sans perte de structure totale

lorsque I'on augmente la température comme attendu pour ce type de composé.
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Figure 92 : Structure des oligoméres 32-35 (A) et spectre de dichroisme circulaire des oligoméres
32-35 (magenta) dans le tampon phosphate (trait plein) et le méthanol (tirets) (B).

Nous avons ensuite enregistré des spectres CD dans le tampon phosphate pH 7,4
avec un pourcentage croissant en trifluoroéthanol (TFE), a 20°C (Figure 83). le TFE est connu
comme co-solvant qui stabilise les structures secondaires des peptides en solution.?®
Toutefois, le TFE est aussi un compétiteur d’interaction hydrophobe qui déstabilise les
structures tertiaires de certaines protéines.??% Les spectres ont été mesurés dans le NaP avec
une augmentation du pourcentage en TFE jusqu’a obtenir un maximum de structuration. Le
composé 35 n’étant pas soluble dans le tampon phosphate, les mesures ont débutées a 10%

en TFE pour ce composé.

Tout d’abord, on observe aucune variation du spectre CD de 32 en absence et en
présence de 50% de TFE (Figure 83A) en accord avec la trés faible variation de profil dans le
tampon phosphate et le méthanol. Le composé 32 ne possédant pas de structure bien définie
dans le tampon phosphate, I'ajout de TFE n’a aucun effet et ne privilégie pas la stabilisation
d'un conformére plutét qu’un autre. Au contraire, I'addition de TFE a pour conséquence
d’augmenter I'ellipticité molaire des composés plus longs 33-35. Le maximum de structuration
est observé a 40% de TFE pour le composé 33 (Figure 83B), et dés 30% pour les composés
34 et 35 (Figure 83C et D), avec une augmentation de I'ellipticité molaire par résidu (MRE) la
plus importante entre 10 et 20% de TFE. Le gain maximum de MRE est de 22%, 55% et 59%
pour les composé 33, 34 et 35 respectivement (le gain du composé 35, calculé sur la base du

signal a 10% TFE, est sous-estimé). On note que les spectres enregistrés dans le tampon
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phosphate avec seulement 20-30% de TFE sont comparables a ceux enregistrés dans le
méthanol et que les oligoméres sont moins stables en milieu aqueux. Ces résultats confirment
que la maximum négatif autour de 204 nm constitue un marqueur dichroique de la structure
des oligoméres d’Agl(BAA). Cette transition caractéristique sera validée et utilisée dans des
travaux présentés dans la suite de mon manuscrit. Quel que soit le solvant, il semble que 8
résidus minimum soient nécessaires pour la formation de I'hélice 12 d’aprés les résultats

obtenus par CD et par RMN.
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Figure 93 : spectre de dichroisme circulaire des oligomeres 32 (A), 33 (B), 34 (C) et 35 (D)
dans le tampon phosphate avec un pourcentage croissant de TFE
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Etude de la structure et de la stabilité des oligomeéres d’Agl-B(Phe/Ala) par

spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF).

Nous avons ensuite caractérisé ces composeés par IR-TF en solution afin d’étudier la
présence et la stabilité des liaisons hydrogéne présente dans I'hélice 12 des Agl-B(Phe/Ala)
32-35. En effet, on rappelle que la présence de liaisons hydrogene déplace les bandes de
vibration amide | dominées par les v(C=0) vers les basses fréquences et les vibrations amides
Il dominées par les 8(NH) vers les hautes fréquences. Plus la liaison hydrogéne est importante
et plus la variation de fréquence attendue est importante. Nous avons étudié les composés
dans le CDs;OD et le D2O afin de s’affranchir des bandes de vibrations v(O-H) des solvants
entre 1750 et 1550 cm™ qui masquent la région des amides |. Ces solvants ont permis une
analyse des régions amide | (1800-1600 cm), amide Il (1575-1480 cm™) et amide Il (1350-
1200 cm?) (Figure 94). En revanche, la bande amide A (3500-3200 cm™), une bande
communément employée dans I'étude des protéines dans des solvants comme le chloroforme,
n’'a pas été pertinente dans I'étude de nos composés di a une perte de résolution totale dans
les solvants utilisés. D’autre part, il est important de noter que I'utilisation de solvants deutérés
impliqgue des échanges NH en ND dont les vibrations sont alors observables dans la zone
amide II’ (1500-1400 cm™).
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Figure 94 : Représentation schématique des bandes de vibration charatéristiques des amides.
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Nous avons enregistré les spectres IR-TF des composés 32-34 dans le D;O. Le
composé 35 n’est pas soluble dans le D,O et n’a donc pas pu étre étudié en solution dans ce
solvant (Chapitre IV : X1.5.). On remarque tout d’abord que les spectres IR-TF des composés
32, 33 et 34 dans le D,0 présentent des bandes de vibration de fréquences comparables mais
d’intensités différentes (Figure 95). Tous les composés ont 2 bandes de vibration & 1673 et
1632 cm™ dans la région des amides |. Les bandes des amides Il entre 1575 et 1480 cm™ sont
déplacés vers les basses fréquences lors de I'échange NH/ND. Nous observons alors 3 pics
a 1489, 1462 et 1441 cm™ qui correspondent aux vibrations d(N-D). Les bandes amides I
n’étant pas présentes dans H,O, La comparaison des spectres IR-TF du composé 34 dans
H.O et D,O entre 1550 et 1250 cm™ normalisés par leur concentration nous a permis
d’identifier une contribution qui correspond aux modes de déformation des CH2 des résidus
Agl (Figure 96), cette contribution étant minoritaire. Enfin, une bande de vibration complexe
est observée dans la zone des amides Il a 1302 cm™ identifiée par la suite comme une bande
dominée par les vibrations de balancement &n,s(C-H) des CH. des résidus Agl. Les positions
des bandes amide | et Il identiques de 32, 33 et 34 indiquent la présence de liaisons hydrogéne
similaires. Les intensités croissantes des contributions avec la longueur de I'oligomeére,
correspondant a leurs absorbances, s’explique par le nombre croissant de chromophores a
concentration équivalente dans la solution, le signal n’étant pas normalisé par le nombre de

résidu.

141



Synthése et étude structurale des oligoméres d’Agl-BAA

Composé Fréquence des bandes de vibration (cm)
32 1672 1632 | 1488 1462 | 1442 | 1301
33 1673 1632 1489 1462 1440 | 1302
34 1673 1631 | 1489 1462 | 1440 | 1303
50 1673 cm! Dzo

ol |
1

Abs/C

1462 cmt

1631 cm™

— 7T v T ' 1 T T T T T T T T T 1
1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400 1350 1300

Wavenumber (cm™)

Figure 95 : Spectres IR-TF des composés 32 (en noir) , 33 (en rouge) et 34 (en bleu) dans le
D20 a 20°C et la table des valeurs de fréquences des bandes de vibration observées

Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla);-NH,

— D,0
- H20

30

257 1462 cm'?

20

Abs/C

T T T T T T T T T
1550 1500 1450 1400 1350 1300

Wavenumber (cm)

Figure 96 : Spectres IR-TF du composé 34 dans D20 (trait plein) et H20 (tirets).
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Pour identifier les différentes bandes de vibrations, nous nous sommes appuyés sur le calcul
théorique par DFT (SMD M06-2X/6-31G) des spectres infrarouges a partir des conformations
putatives du composé 32 et de la structure expérimentale du composé 33. Chacune des
bandes de vibration est ensuite modélisée avec une lorentzienne de résolution spectrale de 4
cm. Les spectres théoriques générés présentent de maniére assez précise les positions et
les intensités relatives des signaux IR-TF avec, comme attendu, un déplacement systématique
des valeurs des fréquences de vibration vers les hautes frequences. Dans le cas du composé
32, le spectre théorique a été calculé a partir de la conformation la plus représenté par calcul

de dynamique moléculaire, la conformation Ci» (Figure 97).

1672 cmt
IR-TF
1632 cmL
1462 cm!
-1
1488 1442 cm
1301 cml

'

I
1800 1700 1600 1500 1400 1300

Wavenumber (cm™)

Figure 97 : Spectres IR-TF expérimental (en haut) et théorique (en bas) du composé 32 dans le
D20

La bonne concordance des positions et des intensités relatives des bandes IR entre le spectre
expérimental et le spectre calculé par DFT des composés 32 et 33 dans l'eau a permis
d’identifier les différentes bandes vibrationnelles dans les zones Amide | et Il. Nous avons
utilisé le logiciel Gaussian??’ pour relier les groupements associés aux fréquences de
vibrations calculées. L’attribution détaillée de chaque bande de vibration dans les différentes

régions (amide I, Il et 1ll) est répertoriée dans la Table 21, ci-dessous.
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D’aprés la DFT, la fréquence de vibration d’élongation v(C=0) des C=0 lactames des
résidus Agl est attendue entre 1754 a 1762 cm™ pour le C=0 du résidu Agl-1, non engagé
dans une liaison hydrogene, et de 1743 a 1758 cm™ pour les C=0 liés des résidus Agl-3, Agl-
5 et Agl-7, engagés dans des liaisons hydrogéne. Comme attendu, 'implication des C=0 dans
des liaisons hydrogéne induit un déplacement des fréquences de vibration v(C=0) vers les
basses fréquences. Cependant, la bande v(C=0) des C=0 acycliques des résidus B3-
aminoacides sont attendus a des fréquences encore plus basses, de 1718 a 1727 cm™, alors
gu’ils ne sont pas impliqués dans des liaisons hydrogéne. Nous montrons que l'attribution des
v(C=0) des C=0 lactames et acycliques est un prérequis pour étudier l'influence de la mise
en place de liaisons hydrogene sur la dynamique de ces modes. En d’autres termes, on ne
peut comparer les fréquences de vibration des amides que de résidus de méme nature.
Expérimentalement, la premiére bande amide | a 1672 cm correspond donc aux v(C=0) des
C=0 intra-cycliques des résidus Agl. Les populations engagées et non engagées dans une
liaison hydrogeéne sont présentes dans un seul pic. La bande de vibration v(C=0) est dominée
par la nature intrinséque des C=0 lactames des résidus Agl et est peu sensible a la présence
de liaisons hydrogéne dans la limite de la résolution expérimentale de nos expériences. La
seconde bande Amide I, observée a 1632 cm™, correspond aux v(C=0) des C=0 acycliques

des B-aminoacides.

L attribution des bandes entre 1500 et 1400 cm™ est en revanche plus compliquée. Les
bandes de vibration de balancement 8(N-H) amidiques prévues par la DFT entre 1650 et 1580
cm? ne sont pas observées car les protons des fonctions NH ont été échangés par du
deutérium et se décalent vers les basses fréquences dans la zone des amides II'. Les bandes
de vibration 8(N-D) chevauchent alors les bandes attendues entre 1550 et 1470 cm™ qui
correspondent a la vibration de déformation des CH; des résidus Agl. Les bandes a 1489,
1462 et 1441 cm™ sur le spectre IR-TF du composé 32 seraient donc dominées par la vibration
O(N-D) du NH; terminal pour la premiére, et la vibration 8(N-D) des résidus Agl pour les 2
autres. L’attribution de la bande observée a 1302 cm est plus complexe, elle est la résultante
de nombreuses vibrations mais semble dominée par les modes de vibration des CH, des
résidus Agl. Les bandes de vibration de plus basse fréquence n’ont pas pu étre observées di
a l'absorption importante du solvant dans ce domaine de fréquences, et les bandes de

vibration v(C-C) des cycles aromatiques sont trop faibles pour étre observeées.
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Table 21 : Attribution des signaux IR-TF dans le D20 basé sur la DFT du composé 32.

BF-2
c
/—1—{ Agl-3
e (0]
Ac H
- N N g
=/ \_ H :
@] . = @]
Agl-1 ~ B2A-4
Experlrr_lle ntal Calcglle Intens[te Résidu | Vibration Commentaire
(cm™) (cm™) | calculée
1762.02 902 Agl-1 : -
1672 v(C=0) Bande Amide | des C=0
1754.77 1388 Agl-3 lactames
1736.03 570 B3A-2
1632 173328 641 Ac =0y  BandeAmideldesC=0
acycliques
1725.78 551 B3F-4
N.O 1699.99 9 B°F-2 v(C-C) Bande d’élongation C-C et de
o 1676.53 1 B3F-2 O(C-H) déformation C-H des aryls
1631.08 182 NH:
N.O. 1584.28 532 Agl-1 O(N-H) Bande Amide Il
1569.59 686 Agl-3
— v(C-C) Bande d’élongation C-C et de
N-O. 1556.43 32 BF-2 O(C-H) déformation C-H des aryls
- - ND2 O(N-D)
1489 1547.28 89 Agl-3 5(C-H)
des
1541.34 78 Agl-1
d yCH> Bandes dominées par les
- - Agl-1 O(N-D) " géformations N-D couplées aux
1462 1517- élongations C-N et C-C
1505 15-138 - o(C-H)
- - Agl-3 O(N-D)
1442 1497-
1481 3-91 - 6(C-H)
1303 ~1340 122 - O(C-H) Bande complexe

N.O. : Non observé.
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Un travail similaire d’attribution a ensuite été effectué sur le composé 33 (Figure 98 et Table
22)

1673 cm! IR_ TF

1632 cm™ 1462 cm!

1489 e 1440 cm
cm
1302 cm

I\
DFT

1800 1700 1600 1500 1400 1300

Wavenumber (cm™)

Figure 98 : Spectres IR-TF expérimental (en haut) et théorique (en bas) du composé 33 dans le
D20

Table 22 : Attribution des signaux IR-TF dans le D20 basé sur la DFT du composé 33.

B3F-2 BF-6
C12 C12
Ac — Agl-3 —— -
0 N © ¢ e Agl-7
N N N
o : J H 2 . / H :
Agl-1 S~ BA-4~  Agl-5 " pas
C12

Expérimental | Calculé | Intensité

4 1 ) Résidu | Vibration Commentaire
(cm™) (cm™) [ calculée

1758.70 1205 Agl-5

1757.09 1179 Agl-3 i =
1673 g v(C=0) Bande Amide | des C=0

1754.39 1248 Agl-1 lactames
1743.26 1281 Agl-7
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1724.06 147 B3A-4
1722.87 275 BA-8
Bande Amide | des C=0

1632 1722.08 1420 Ac v(C=0) acycliques

1719.86 446 B3F-6

1718.13 383 B3F-2

1699.59 9 B3F-2

1698.93 10 BF-6 v(C-C)  Bande d’élongation C-C et de
N.O. . .

1678.48 1 BF-6 o(C-H) déformation C-H des aryls

1675.27 1 B3F-2

N.O 1558.66 28 BF-2 v(C-C) Bande d’élongation C-C et de
T 1555 89 31 BF-6 0(C-H) déformation C-H des aryls
1543.81 132 Agl-3
1489 153012 179 Agk1  °oCH)
des
1537.78 130 Agl-7 yCH
Bandes dominées par les
153556 116 Agl-5 déformations N-D couplées aux
1462 1518-
1504 10-134 - o(C-H)
1440 1501-
1478 5-134 - O(C-H)
1302 ~1340 125 - 5(C-H) Bande complexe

N.O. : Non observé.
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Nous avons ensuite déconvolué les signaux des bandes amides | afin de valider
I'attribution des bandes v(C=0). Les composés 32, 33 et 34 comportent 2, 4 et 6 C=0 lactames
et 3, 5 et 7 C=0 acycliques, respectivement. Les composés 33 et 34 possédent 2 et 3 fois plus
de C=0 lactames que le composé 32, et environ 1.7 et 2.3 fois plus de C=0 acycliques. Aprés
déconvolution, en utilisant des lorentziennes, nous avons calculé les rapports des aires des
bandes a 1674 et 1631 cm™ des composés 33 et 34 avec celles du composé 32 (Figure 99).
Les rapports expérimentaux obtenus sont cohérents avec les valeurs théoriques calculées.
Ces résultats sont donc en bon accord avec les assignations proposées sur la base des calculs
DFT. On notera néanmoins que des écarts relatifs de 12 et 21 % sont obtenus pour la
guantification des C=0 acycliques tandis que cet écart se réduit & 6 et 3% pour les C=0

lactames. Ce point n’est pas élucidé a ce jour.

50 50 50

Composé 32 Composé 33

Composé 34

Abs/C
Abs/C
Abs/C

T T
1650 1600 1550

Wavenumber (cm?)

T T T
1650 1600 1550 1700

Wavenumber (cm)

T T T
1650 1600 1550 1750 1700

Wavenumber (cm?)

T
1700 1750

Rapport de Valeur expérimentale*

composés et théorique entre parenthéses

consideres C=0 lactames | C=0 acycliques
33/32 2.06(2) 1.34(1.7)
34/32 3.20(3) 2.04(2.3)

*rapport des aires de déconvolution des bandes a 1673 et 1630 cm™

Figure 99 : Déconvolution des bandes amides | des composés 32 (A), 33 (B), 34 (C) dans le D20
et la comparaisons des rations des différentes population de groupement C=0 théorique et
expérimental

Nous avons ensuite effectué une étude du comportement des bandes de vibration
v(C=0) amides | et les bandes de vibration 8(N-D) amide II' en température. Les mesures IR-
TF ont été effectuées sur les composés 32 a 34 dans le D,O a des températures allant de 5°C
a 70°C (composés 32 et 34 en Annexe : Figure S18 et Figure S19). La montée en température
conduit classiquement a un comportement pseudo harmonique avec un élargissement des
modes internes de vibrations de liaisons non engagées dans des interactions non covalentes

(liaisons hydrogéne par exemple) concomitant d’'une baisse d’intensité. Les aires des bandes
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sont en principe conservées avec le désordre thermique. Les positions des bandes se
déplacent vers les basses fréquences avec le ramollissement des constantes de force
associées a 'augmentation de I'agitation thermique. Quand des modes internes correspondent
a des vibrations de liaisons chimiques engagées dans des interactions faibles avec d’autres
espéces (liaisons hydrogene, solvatation...), les modes se déplacent classiquement vers les
hautes fréquences car ces interactions s’affaiblissent avec la montée en température si
anharmonicité thermique n’est pas dominante. On observe pour nos composés une
diminution globale des intensités de toutes les bandes avec la montée en température,
conséquence du désordre thermique (Figure 100). D’autre part, un déplacement des vibrations
v(C=0) amide | vers les hautes fréquences et les vibrations 8(N-D) vers les basses fréquences,
concomitant de I'affaiblissement des interactions de solvatation ou des liaisons hydrogéne est
observé. Il est intéressant de noter que la vibration v(C=0) des C=0 lactames engagés dans
les liaisons hydrogéne, contraint par le motif Agl, est moins sensible a I'agitation thermique

(Av = +3 cm™) que la vibration v(C=0) acycliques (Av = +9 cm™?).

3041675cm™ € 1672 cm™ Composé 33 5°C
e 10°C
o5 ——15°C
——20°C
Q 20 1639 cm! € 1630 cm'! ggg
2 15- l —35°C
—40°C
1463 cm?' = 1461l cm™| |=———45°C
1 0 - — 50OC
—55°C
51 —60°C
y T —G5°C
%7 70°C

1440 cm™ = 1435cm™

I 4 1 1
1700 1600 1500 1400
Wavenumber (cm™)

Figure 100 : Spectre IR-TF du compose 33 de 5 & 70°C dans le D20 dans la zone des amides |
etll.
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Pour évaluer I'impact de la présence de liaisons hydrogéne aussi bien sur les C=0
lactames que sur les C=0 acycliques, nous avons comparé le spectre du composé 33 avec
celui d’'un analogue alternant des résidus Agl et a-AA (série Agl-aPhe) du composé 33. Le
composeé 45 Ac-(Agl-aPhe-Agl-aAla),-NHz, a I'inverse du composé 33, le composé 45 possede
des C=0 lactames libres et des C=0 acycliques engagés dans des liaisons hydrogene.'* La
comparaison des résultats théoriques effectuées sur des molécules isolées indique un
déplacement vers les hautes fréquences des C=0 lactames (entre +7 et +16 cm™) attendu
avec la disparition des liaisons hydrogéne (Figure 101A). De maniére concomitante un
déplacement logique des composantes les plus intenses des C=0 acycliques est observée
avec la mise en place des liaisons hydrogéne (entre -9 et -11 cm™). Ce comportement n’est
pas observé pour les composés expérimentaux (Figure 101B). Les C=0 lactames ne sont pas
sensibles a la disparition des liaisons hydrogéne et les C=0 acycliques se déplacent vers les
hautes fréquences alors qu’on s’attendrait a un résultat inverse. Ce résultat suggére un role
déterminant des interactions de solvation qui ne sont pas prises en compte par le calcul
théorique. L’absence de décalage des amides intracycliques quand les liaisons hydrogéne
sont supprimées (composé 45) suggére que des interactions de solvation importantes
stabilisent les deux systémes. La position des bandes de vibration des C=0 lactames et
acycliques semble ainsi déterminée en premier lieu par I'effet de solvatation plutét que la
présence de liaisons hydrogene intramoléculaires. On notera néanmoins que la variation du
moment dynamique induit par la formation de la liaison hydrogéne influence en revanche
l'intensité de leur signal. En effet, I'intensité de la premiére bande Amide | du composé 45 est
moins intense que celle du composé 33. Concernant maintenant les vibrations des C=0
acycliques, le décalage important de -26 cm™ pour le composé 33 par rapport au composé 45
pourrait étre le signe d’'une interaction privilégiée forte avec le solvant qui serait la clé de la
solubilité de ce composé dans I'eau. En effet, lors de ces différentes expériences, la série de
composés comportant des résidus pAla et BPhe (composés 32 a 34) a montré une capacité a
se solubiliser dans les milieux aqueux surprenante alors qu’elle ne présente que des résidus
hydrophobes (Chapitre IV : XI.5.).
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12000 35
-1 -_— 33 -_— 33
1757 cm ol  1673cm?
10000 | 45
25 -
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2000 -| 5
0 0
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1850 1800 1750 1700 1650 1750 1700 1650 1600 1550
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Figure 101 : Spectres théorique par DFT (A) et expérimentaux par IR-TF dans le D20 (B) des
composés 33 et 45. lllustration du réseau de liaisons hydrogéne des composés (C) 45 et (D) 33.

Hormis la bande C=0 acyclique, les bandes expérimentales du composé 45 dans le
D,0 sont quasiment identiques a celles du composé 33(Figure 102). Les groupement ND du
composés 45, comme pour le composé 33, sont impliqués dans des liaisons hydrogéne. Leurs
bandes de vibration sont retrouvées dans la zone amide II’ @ 1493, 1463 et 1442 cm™. On

retrouve aussi une bande a 1303 cm™.

151



Synthése et étude structurale des oligoméres d’Agl-BAA

Composé Fréquence des bandes de vibration (cm)
33 1673 | 1632 | 1489 | 1462 | 1440 | 1302
45 1675 | 1658 | 1492 | 1463 | 1442 | 1303
35
D,0
304
254
Q 204
7]
2 J
15
10
5
04
T T T T T T T T T
1700 1600 1500 1400 1300

Wavenumber (cm)

Figure 102 : Comparaison des spectres IR-TF du composé Agl(BPhe/BAla) 33 (noir) avec son
homologue alpha le composé Agl(Phe/Ala) 45 (rouge) dans le D20.

La bonne concordance des positions et intensités relatives des bandes IR observées
entre le spectre expérimental et le spectre calculé par DFT du composé 45 dans I'eau a permis
d’attribuer les différentes bandes vibrationnelles observées dans les zones Amide | et Il de ce
composé (Figure 103 et Table 23). La premiére bande amide | a 1675 cm™ correspond aux
vibrations v(C=0) des C=0 intra-cycliques des résidus Agl. La seconde bande amide |
observée a 1658 cm™ correspond aux vibrations v(C=0) des C=0 amidiques des résidus B-
aminoacides. La premiére bande amide II’ observée a 1493 cm™ est dominée par la vibration
O(N-D) du NH; terminal. La seconde bande amide II' observée a 1463 cm™ est dominée par la
vibration 8(N-D) des résidus Agl-3 et Agl-7. La troisieme bande amide II’ observée a 1442 cm-
1 comprend la vibration 8(N-D) du reste des résidus Agl (Agl-1 et Agl-5). La bande a 1303 cm-
! est plus complexe, elle est la résultante de nombreuses vibrations mais semble dominée par
les vibrations de balancement dnps(C-H) des CH» Agl. Les bandes de vibration de plus basse
fréquence n’ont pas pu étre observées l'absorbance du solvant dans ce domaine de
fréquences, et les bandes de vibration v(C-C) des cycles aromatiques sont trop faibles pour
étre observées. Ces résultats montrent que la fréquence de vibration v(C=0) des C=0 intra-
cycliques est comparable dans la limite de la résolution en fréquences de nos expériences

gu’ils soient engagés dans des liaisons hydrogene (composé 33) ou non (composé 45).
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1675 cm
IR-TF
1658 cm!
1463 cm!
1442 cmt
<l
1492 cm 1303 cm'?
DFT

1800 1700 1600 1500 1400 1300
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Figure 103 : Spectres IR-TF expérimental (en haut) et théorique (en bas) du composé 45 dans
le D20

Table 23 : Attribution des signaux IR-TF du composé 45 dans le D20 basé sur la DFT

N /FZE\ / /ﬁ NH
e

O‘\-\-\__,-/

Agl-1 Agl-3 A I 5 Agl-7
Cpo '€ Co '€ c1n & c, *e
Experlrr_lle ntal Calcgle Intens[te Résidu | Vibration Commentaire
(cm™) (cm™) calculée
1774.49 719 Agl-1
1767.87 314 Agl-7 F —
1675 v(C=0) Bande Amide | des C=0
1764.28 795 Agl-5 lactames
1760.64 1500 Agl-3
1738.07 733 A-8
1658 1721.64 301 E-6 ¥(C=0) Bande Amld_e | des C=0
acycliques
1719.30 51 F-2
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1716.11 1813 A-4
1709.64 1046 Ac
1702.14 20 F-2
NG 1701.40 16 F-6 v(C-C)  Bande d'élongation C-C et de
o 1678.93 3 F-6 o(C-H) déformation C-H des aryls
1677.77 3 F-2
1645.51 248 NH>
1596.75 1167 Agl-7
N.O. 1594.47 376 Agl-3 O(N-H) Bande Amide I
1585.66 87 Agl-5
1579.73 327 Agl-1
N.O 1562.24 28 F-2 v(C-C) Bande d’élongation C-C et de
o 1560.33 29 F-6 O(C-H) déformation C-H des aryls
1549.56 92 Agl-1
1493 1549.36 90 Agl7  2(CH)
des
1549.23 14 Agl-3 yCH. .
Bandes dominées par les
1540.46 85 Agl-5 déformations N-D couplées aux
élongations C-N et C-C
1463
1521-
. - o(C-H
el 2 (C-H)
1504-
. - o(C-H
e 8-101 (C-H)
1303 ~1343 152 - O(C-H) Bande complexe

N.O. : Non observé.

Pour conclure, les études de DRX et RMN nous ont permis de déterminer la structure
a I'état solide et liquide des composés Ac-(Agl-B3Phe-Agl-B3Ala),-NH.. A partir du tétramere,
ces oligoméres adoptent une structure en hélice Cy, stabilisée par des liaisons hydrogéne
entre les fonctions carbonyle des Agl des résidus i avec les NH des amides des résidus i+2.
Les études de CD ont permis de montrer I'existence d’'un phénomeéne coopératif qui conduit a
une augmentation de la stabilité de la structure avec la longueur de I'oligomére. D’autre part,
les études IR-TF appuyées par la DFT ont permis de mieux comprendre la solubilité singuliére

de ces composés en milieu aqueux malgré I'absence de chaines latérales hydrophiles.

154



Etudes structurales

XI. 5. Diversification des séquences et solubilité en milieu aqueux

Afin d’évaluer la solubilité remarquable des composés poly-(Agl-BAA) dans des milieux
agueux malgré la présence exclusive des chaines latérales hautement hydrophobes, nous
avons synthétisé et étudié des composés comportant des chaines latérales parmi les plus
hydrophobes comme la Blle (composés 36 a 41) et la BTrp (composés 42 a 44).228 Le résidu
lle est trés hydrophobe et non aromatique comparé au résidu Phe déja étudié. Le résidu Trp
est un peu moins hydrophobe mais sa capacité a interagir avec les membranes plasmiques
en fait un résidu potentiellement intéressant pour de futurs applications de cette famille
d’oligomeéres. Nous avons tout d’abord mesuré la solubilité des différents Agl-BAA dans le PBS
a pH physiologique (pH 7,4) ainsi que les LogP. Nous avons ensuite essayé de rationnaliser
ces résultats par IR-TF et des calculs DFT. Nous avons ensuite étudié I'impact des variations
de la nature des chaines latérales sur structure et la stabilité des oligoméres Agl-BAA par CD
et RMN

Table 24 : Composés oligoméres d’Agl-BAA pour les études de solubilité

Composé Séquence

32 Ac-Agl-BPhe-Agl-BAla-NH2
33 Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla)2-NH2
34 Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla)z-NH2
35 Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla)s-NH2
36 Ac-Agl-Blle-Agl-BAla-NH2
37 Ac-(Agl-Blle-Agl-BAla)2-NH:
38 Ac-(Agl-Blle-Agl-BAla)s-NH2
39 Ac-Agl-Blle-Agl-Blle-NH2
40 Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle)2-NH2
41 Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle)s-NH2
42 Ac-Agl-BTrp-Agl-BAla-NH2
43 Ac-(Agl-BTrp-Agl-BAla)2-NH2
44 Ac-(Agl-BTrp-Agl-BAla)z-NH2
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La solubilité et le LogP sont des parametres physico-chimiques importants en
pharmacologie, puisqu’ils caractérisent le comportement des composés dans le milieu
biologique. Le logP permet d’évaluer leur capacité a diffuser a travers les différentes barrieres
biologiques (Barriére intestinale, barriere hématoencéphalique...).??® Comme nous l'avons
souligné précédemment, les oligomeres d’Agl-BAA ont une solubilité trés inattendue en
milieu aqueux. C’est la raison pour laquelle, la solubilité mais aussi le LogP des oligomeéres
d’Agl-BAA 32-44 ont été déterminés de fagon plus fine.

Nous avons tout d’abord évalué la solubilité des composés a 200 uM dans du tampon
PBS aprés 24 heures d’agitation a pH physiologique (pH 7.4). Les résultats sont reportés dans
le tableau ci-dessous (Table 25). De facon globale, des différences de solubilité ont été
observées en fonction de la longueur et de la série (chaine latérales) des composés. On peut
noter que les composés les plus longs dans une méme série sont les moins solubles. Pour la
série Agl-(BPhe/BAla), une perte de solubilité totale dans le PBS lors du passage de n=3 a n=4
est observée. Ce résultat suggere que I'oligomére Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla)s-NH2 a un niveau
d’organisation différent de celui des oligoméres de plus petite taille. Des phénoménes
d’agrégation ou une déstructuration compléte de l'oligomére peuvent par exemple étre
envisagées. Cependant, afin d’appréhender les éléments qui ont conduit a ce seuil de
solubilité, il est nécessaire a présent de réaliser une étude structurale approfondie de ce
composé. Pour la série Agl-(Blle/Blle), méme si les composés conservent une solubilité assez
importante en milieu aqueux, nous notons une diminution lors du passage de n=1 a n=2 alors
gue la solubilité entre n=2 et n=3 reste similaire. Comme attendu, la nature des chaines
latérales influent sur la solubilité des composés, les composés Agl-(Blle/Blle) et Agl-

(BTrp/BAla) étant les moins solubles.
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Table 25 : Solubilités dans le PBS & pH 7.4 exprimées en uM des composés 32-44.

Composé | s (uUM) Séquence

32 >200 Ac-Agl- -Agl-BAla-NH:
33 >200 Ac-(Agl- -Agl-BAla)2-NH2
34 >200 Ac-(Agl- -Agl-BAla)s-NH2
35 0 Ac-(Agl- -Agl-BAla)s-NH2
36 >200 Ac-Agl-Blle-Agl-BAla-NH:
37 >200 Ac-(Agl-Blle-Agl-BAla)2-NH:
38 >200 Ac-(Agl-Blle-Agl-BAla)s-NH:
39 >200 Ac-Agl-Blle-Agl-Blle-NH:
40 173+5  Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle)>-NH:
41 17242  Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle)s-NH>
42 >200 Ac-Agl-BTrp-Agl-BAla-NH:
43 >200 Ac-(Agl-BTrp-Agl-BAla)z2-NH2
44 16745  Ac-(Agl-BTrp-Agl-BAla)s-NH:

Nous avons ensuite effectué des mesures de LogP. Il d’agit d’'une mesure de la
solubilité différentielle d’'un composé dans deux solvants afin de mesurer I’hydrophobie d’'un
composeé. Nous avons choisi I'octanol et le tampon PBS comme solvants pour appréhender le
caractére hydrophile ou hydrophobe des différents composés. L’octanol, avec une téte polaire
et une queue flexible non polaire, posséde une capacité a former des liaisons hydrogéne et
une caractéristigue amphiphile semblable aux phospholipides retrouvés dans la membrane.
La solution PBS a pH 7.4 reflete quant a elle le milieu physiologique. Le LogP est égal au
logarithme du rapport des concentrations du composé dans les solvants (LogP =
Log(Coc/Crss). Lorsque le composé est plus soluble dans 'octanol que dans le PBS, le logP
est positif reflétant un caractére lipophile. Dans le cas inverse, le logP est négatif, le composé

présente alors un caractére hydrophile.

Les LogP des différents composés mesurés apres 24 h d’agitation dans un mélange
Octanol/PBS (1:1) sont reportés dans la table ci-dessous (Table 26). Les résultats sont
cohérents avec les mesures de solubilité dans le PBS a pH 7,4. En effet, nous observons une
augmentation systématique des logP avec la longueur des oligoméres, qui souligne
'augmentation du caractére lipophile. La série Blle/Blle est la plus hydr bophobe, vient ensuite
la série BTrp/BAla, puis Blle/BAla et enfin BPhe/BAla. On remarque que les composés des
séries BPhe/BAla, Blle/BAla et les composés 42, 43 (oligomeéres BTrp/BAla) sont hydrophiles
malgré I'absence de chaines latérales polaires ou chargés. Il est également intéressant de
noter que les logP pour tous les composés restent inférieur & 4, valeur pour laquelle les

composés sont considérés tres lipophiles.?°
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Table 26 : Coefficient de partage Octanol/PBS pH 7.4

Composé | LogP Séquence

32 -0.94 Ac-Agl- -Agl-BAla-NHz
33 -0.60  Ac-(Agl- -Agl-BAla)2-NH2
34 -0.42  Ac-(Agl- -Agl-BAla)s-NH:
36 -1.01 Ac-Agl-Blle-Agl-BAla-NH:
37 -0.82 Ac-(Agl-Blle-Agl-BAla)2-NH2
38 -0.45 Ac-(Agl-Blle-Agl-BAla)s-NH2
39 0.15 Ac-Agl-Blle-Agl-Blle-NH2
40 1.00 Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle)2-NH:
41 2.13 Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle)s-NH:
42 -0.72 Ac-Agl-BTrp-Agl-BAla-NHz
43 -0.15  Ac-(Agl-BTrp-Agl-BAla)2-NH2
44 0.43 Ac-(Agl-BTrp-Agl-BAla)z-NH2

Les analogues Ac-(Met-X-Met-Y),-NH2 avant cyclisation ne sont pas solubles en milieu
aqueux, c’est la conversion en oligomére d’Agl qui leur confére une solubilité dans ces milieux.
Nous avons ensuite comparé le composé 34 a son analogue constitué d’unités Agl et d’a-AA,
le composé 46 : Ac-(Agl-Phe-Agl-Ala)s-NH.. La solubilité exacte du composé 34 (voir partie
expérimental pour le calcul) est de 860 + 5 uM, alors que la solubilité du composé 46 est de
117 £ 5 uM dans le PBS 7,4. Le logP du composé 34 est de -0.42 alors que celle de son
homologue 46 est de 0.30. Par conséquent, les composés incorporant les résidus B-AA sont
plus solubles en milieu aqueux que ceux incorporant les résidus a-AA. Ces résultats montrent
gu’un gain de solubilité en milieux aqueux est apporté par les unités lactames, di a un premier
niveau de structuration (ruban ou hélice), et que le repliement en hélice 12 des oligomeéres 3
semble plus favorable a cette solubilisation. En effet, les études structurales ont montré que
les C=0 des amides acycliques pointent vers I'extérieur de I'hélice, ce qui favoriserait la

solvatation des oligoméres via des interactions préférentielles avec le solvant.

158



Etudes structurales

FTIR des oligomeres Agl-BAA

Les différentes séries de composés ont ensuite été étudiés par IR-TF. Tous les
composés des séries BTrp/BAla et Blle/Blle n’étant pas solubles dans le D,O aux
concentrations nécessaire pour l'acquisition de données IR-TF en solution, seul la série
complete R3lle/B3Ala a pu étre obtenue dans ce solvant (36-38) (Figure 104). Cette série
présente la méme signature que la série B*Phe/B3Ala (32-34) avec 2 pics dans la zone des
Amide | a 1672 et 1631 cm™ qui correspond aux vibrations d’élongation v(C=0), 3 pics dans
la zones des Amides II' & 1488, 1463 et 1437 cm™* qui correspond aux vibrations amides 5(N-
D) et un pic a 1302 cm™ qui correspond aux vibration dans le plan 5(C-H) des yCH: des résidus
Agl. Comme précédemment, les fréqguences de vibration des carbonyles intracycliques,
amide | et amide Il sont conservées pour les différentes tailles d’oligomére a 1 cm™ prés, peu
sensibles a la structuration du foldamére. De méme, l'intensité des signaux augmente avec la

longueur de I'oligomére, due au nombre de groupements qui participe au signal.

Composé Fréquence des bandes de vibration (cm)
36 1672 | 1630 | 1488 | 1463 1436 | 1301
37 1672 1631 1489 | 1463 1437 | 1301
38 1673 | 1632 | 1488 | 1463 | 1438 | 1303
60
1673 cm™?
D,0

50

40

30

Abs/C

1632 cm™?

20 1463 cmt

1438 cm™

T T T T T T T T T
1700 1600 1500 1400 1300
Wavenumber (cm™1)

Figure 104 : Spectres IR-TF des composés 36 (en noir) , 37 (en rouge) et 38 (en bleu) dans le
D20 a 20°C et la table des valeurs de fréquence des bandes de vibration observées.
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Les résultats de déconvolution de cette série sont identiques a la série fPhe/BAla (1-
3) (Figure 105). Elle confirme une fois de plus l'attribution des fréquences de vibrations des

C=0 par le ratio des bandes a 1672 cm™ et 1631 cm™.

Composé 36

Composé 38

Composé 37

Abs/C
Abs/C
Abs/C

T u T T T T -10 T T T 1
1760 1700 1850 1600 1560 1750 1700 1650 1600 1560 1760 1700 1850 1600 1650

Wavenumber (cm) Wavenumber (cm) Wavenumber (cm™)

Rapport de Valeur expérimentale*

composés et théorique entre parenthéses

considéré C=0 Agl C=0 Amide
37/36 2.01(2) 1.60(1.7)
38/36 3.35(3) 2.40(2.3)

*rapport des aires de déconvolution des bandes a 1672 et 1631 cm™

Figure 105 : Déconvolution des bandes amides | des composés 36 (A), 37 (B), 38 (C) et la
comparaisons des rations des différentes population de groupement C=0 théorique et
expérimental

En comparant les différentes séries entre elles ont peut observer qu’elles présentent
les mémes fréquences de vibrations, et cela avec relativement la méme intensité pour des
oligoméres de méme longueur, quel que soit les chaines latérales (Figure 106). Les chaines
latérales ne semblent donc pas influencer les interactions de solvatation et de type liaison

hydrogéne dans le D2O.

A n=1 B n=2 C n=3
60 60 60
-_—32 -_— 33 -_— 34
50 - - 36 50 -_ 37 504 — 38
-_— 39
40 - — 40 40 -
o Q e
2 3 2 2 2 304
< < <

20 4 20 4 204
10 10 A‘ 10
o AN . .

T T T T T T T T T T T T T T T
1700 1600 1500 1400 1300 1700 1600 1500 1400 1300 1700 1600 1500 1400 1300

Wavenumber (cm™) Wavenumber (cm) Wavenumber (cmt)

Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla),-NH,  Ac-(Agl-Blle-Agl-BAla),-NH,  Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle),-NH,  Ac-(Agl-BTrp-Agl-BAla),-NH;

Figure 106 : Comparaison par longueur des spectres IR-TF dans le D20 des dimeéres (A),
tétraméres (B) et hexameéres (C) d'Agl-BAA.
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L’ensemble des composés n'ayant pas été obtenus dans le DO, les différentes séries
ont été étudiées dans le méthanol-ds. Les mesures ont d’abord été effectuées sur les
composeés de différentes longueurs de la série BPhe/BAla (32-35) ou elles nous ont permis
d’observer des échanges NH en ND (Figure 107). Bien qu’une partie des échanges NH en ND
dans le méthanol-ds soit déja effectué lors de la premiére mesure (to ou ‘0 min’) lié a la
préparation de I'échantillon, ces échanges sont suffisamment lents pour avoir été observés
dans ce solvant, contrairement au D,O. La bande de vibration 8(N-H) est observée a 1561 cm-
1, Sa disparition au cours du temps avec I'augmentation des bandes a 1493, 1459 et 1432 cm-
! confirme que ces signaux sont bien les bandes de vibration d(N-D). D’autre part, on
remarque que les échanges NH en ND induisent un déplacement de la bande v(C=0)
amidique vers les basses fréquences de 2 a 7 cm-1 avec la longueur de l'oligomére. Les
amides 1 étant engagés exclusivement dans des interactions de solvatation, ce comportement
pourrait étre due a la prise en masse de NH en ND : La vibration des C=0 amidiques seraient

donc influencés par la prise en masse des N-H adjacents.

A Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla),-NH, B Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla),-NH,
50 [ O 1TV 50 | e A UL
=5 m1in =25 min
15 Min . 25 M
40 40
S 9 301
=] =]
< <
20 - 20
10 10 4
0 A i 04
1700 1600 1500 1400 1300 1200 1700 1600 1500 1400 1200 1200
Wavenumber (cm) Wavenumber {(cm)
C Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla);-NH, D Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla),-NH,
50 4 e 0 Min 50 4 =0 MiN
o 15 MiN frmn 4.5 1IN
40 e 60 MiN 20 4 e 150 Min

304

Abs/C
Abs/C

20

T T T T T T T T T T T T
1700 1600 1500 1400 1300 1200 1700 1600 1500 1400 1300 1200
Wavenumber (cm?) Wavenumber (cm)

Figure 107 : Spectre IR-TF en fonction du temps dans le méthanol-d4 des composés (A) 32, (B)
33, (A) 34 et (D) 35.
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Les calculs de DFT du composé 33 dans le méthanol ont été effectués pour confirmer
I'attribution des bandes Amide ainsi que les bandes entre 1150 et 1250 qui n’étaient pas
observable dans le D,O (Figure 108). Le signal issu des calculs de DFT prévoit un profil
similaire a celui obtenu dans I'eau et la concordance avec le spectre expérimental a permis
d’attribuer les différentes bandes de vibration dans les zones Amide | et II’ (Table 27). Les
bandes Amides | observées a 1686 cm™ et 1647 cm™ correspondent aux vibrations v(C=0)
intra-cycliques et amidiques respectivement. Les bandes observées a 1494, 1459 et 1432 cm’
! sont attribuées aux vibrations 3(N-D). De plus, les fonctions NHz et NH du résidu Agl-7
s’échangent plus rapidement en Deuterium du fait qu’elles ne soient pas engagées dans des
liaisons hydrogéne et permettent ainsi de confirmer I'attribution plus fine des bandes &(N-D).
En effet, la bande a 1489 cm™ qui serait dominée par la vibration 3(N-D) de la fonction NH;
montre peu de variation d’intensité, la majorité des échanges ayant été effectués avant la
mesure, alors qu’une variation d’intensité plus importante est observée pour les bandes a 1459
et 1432 cm™. Les bandes entre 1300 et 1150 cm™ sont des bandes complexes dominées par
des vibrations de déformation &(C-H). A nouveau, les bandes de vibration liées aux cycles

aromatigues sont trop faibles pour avoir été observées.

1686 cm! IR-TF

1647 cm!
1459 cm!

1432 cm!
1494 cmt 1297 cm

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200
Wavenumber (cm™)

Figure 108 : Spectres IR-TF expérimental (en haut) et théorique (en bas) du composé 33 dans le
méthanol-ds
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Table 27 Attribution des signaux IR-TF du composé 33 dans le méthanol-d4 basé sur la DFT.

BoF-2 B3F-6

C12 C12

Ac - Agl-3 - Agl-7
H

DU N/Z N N N/Z N N
0 \Hﬁ =/ N R o5 g

Agl-1 — B3A-4 Agl-5 ~——— BA-8

C12

Expérimental | Calculé | Intensité

. Rési Vibration
(cm™?) (cm?) | calculée esidu Ibratio

1770.82 851 Agl-1

1767.19 1168 Agl-3 i =
1686 g v(C=0) Bande Amide | des C=0

1760.26 1835 Agl-5 intracycliques
1755.82 876 Agl-7

1736.09 422 Ac

1734.22 884 B3F-2

1647 1732.81 233 B3A-4 v(C=0)
1730.28 327 B3F-6
1727.21 846 B3A-8

Bande Amide | des C=0
amidiques

1701.91 9 B3F-2
1700.18 8 BF-6 v(C-C) Bande, d eIongatlorj C-Cet
N.O. 5(C-H de déformation C-H des
1678.31 1 B°F-6 (C-H) aryls
1676.02 1 B3F-2
1644.18 184 NH:
1594.82 957 Agl-5
1561* 1593.48 21 Agl-3 O(N-H) Bande Amide I
1591.07 624 Agl-7
1588.84 946 Agl-1
1560.10 31 BSF-2 Bande d’élongation C-C et
v(C-C) . )
N.O. 5(C-H de déformation C-H des
1556.86 25 BF-6 (C-H) aryls
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1546.80 108 Agl-3
1494 1541.02 139  Agl7  §(C-H) des
1538.12 202 Agl-1  YCH2Adl
Bandes dominées par les
TeEre 105 Ag-5 déformations N-D couplées
aux élongations C-N et C-C
1459
1517-
. - d(C-H
P 7-217 (C-H)
1432 e
1493-
- - o(C-H
lugy 28147 (C-H)
1300-1250 1350- - - 0(C-H) Bandes complexes
1285
1250-1150 1121231 - - o(C-H) Bandes complexes

N.O. : Non observé ; *observé avant échange NH en ND

Comparés aux spectres obtenus dans le D,O, les spectres de la série Phe/BAla (32-

34) dans le méthanol-ds présentent un déplacement des bandes amides | vers les hautes

fréquences et un déplacement des bandes amides II' vers les basses fréquences. En effet,

'eau a un moment dipolaire plus élevé que le méthanol qui favorise la formation de liaisons

hydrogéne avec le solvant. Les bandes de vibration amide | a des fréquences plus basses

dans I'eau est le signe d’'une meilleure intéraction avec ce solvant, ce qui pourrait favoriser sa

solubilisation.
A Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla),-NH, B Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla),-NH, C  Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla);-NH,
7 — CD;0D 50 — CD;0D 501 — CD;0D
40 - DZO 40 - Dzo 40 - DZO
o A__ o A 0l

T T T T
1600 16500 1400 1300

Wavenumber(cm™)

T T T T T
1600 1500 1400 1300 1700

Wavenumber(cm™)

T
1700

T T T T
1600 1500 1400 1300

Wavenumber(cm™)

T
1700

Figure 109 : Spectres IR-TF dans le methanol-d4 (noir) et le D20 (rouge) des composés 32 (A),

33 (B) et 34 (C).
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Pour les composés de différentes longueurs et de différentes séries, les comparaisons

ont été effectuées apres échange complet des NH en ND. On observe, comme dans le D20,

gue la signature IR-TF est identique au sein d’'une méme série et que l'intensité des bandes

augmente avec la longueur de I'oligomére (Figure 110). En revanche, on peut observer que

les bandes amide | lactames et acycliques se déplacent faiblement vers les basses fréquences

(Table 28 : Av = - 3 et -6 cm™ par exemple pour la serie présentée sur la Figure 110A). Ce

résultat suggére un effet cooperatif de la structuration de I'oligomére lorsque que l'on

augmente la longueur de chaine, comme I'avait indiqué les mesures de CD. Le renforcement

du réseau de liaisons hydrogene induit alors un déplacement des bandes amides | vers les

basses fréquences.

A

50

40

Abs/C

Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla),-NH, B Ac-(Agl-Blle-Agl-BAla),-NH-
— 32 50 4 - 36
- 33 - 37
-_ 34 40 - 38
© 30
2
20
10
0
1700 1600 1500 1400 1300 1200 1700 1600 1500 1400 1300 1200
Wavenumber (cm™) Wavenumber (cm™)
Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle),-NH, D Ac-(Agl-BTrp-Agl-pAla),-NH-

50 4

40

30 H

Abhs/C

20

M

-_— 30
— 40
—_ 41

50 4

40

30 H

Abs/C

20

—_— 42
—_— 43
-_— 44

T
1700

T T T
1600 1500 1400
Wavenumber {(cm)

T
1300

T
1200

T
1700

T T T
1600 1500 1400
Wavenumber (cm?)

T
1300

T
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Figure 110 : Spectres IR-TF dans le méthanol-d4 des oligoméres d’Agl-(BPhe/BAla) (A), Agl-
(Blle/BAla) (B), Agl-(Blle/Blle) (C) et Agl-(BTrp/BAla) (D).
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Table 28 : Fréquences des bandes IR-TF des composés 32-44 dans le méthanol-d4

Composé Fréquence des bandes de vibration (cm™)
32 1687 1650 1493 1458 1431 1298
33 1686 1647 1494 1459 1431 1296
34 1685 1645 1493 1460 1431 1296
35 1684 1644 1493 1460 1432 1296
36 1687 1649 1492 1459 1431 1297
37 1685 1646 1494 1460 1431 1296
38 1683 1644 1494 1460 1431 1296
39 1688 1648 1492 1459 1432 1295
40 1684 1646 1494 1460 1432 1294
41 1682 1645 1495 1460 1431 1294
42 1685 1649 1489 1458 1434 1296
43 1685 1646 1489 1457 1434 1296
44 1683 1643 1490 1459 1433 1296

Si on s’attache maintenant a comparer les oligoméres de méme taille entre eux pour
observer l'influence des différentes chaines latérales, on s’apercoit que les spectres IR-TF
sont superposables, en particulier pour les vibrations amide I, amide Il et la bande de vibration
0(C-H) des yCH, des Agl (Figure 111). Les différentes chaines latérales ne semblent donc pas
influencer les interactions de solvatation des C=0 amidiques des 3-aminoacides ainsi que les

interactions de type liaison hydrogéne des C=0 intracycliques des Agl.

Abs/C

—_ 32
— 36
— 39
— a2

M

Abs/C

— 33
— 37
— 40
— 43

Abs/C

-_—34
- 38
—_ 41
—_ 44

T T T T T T
1700 1600 1500 1400 1300 1200

Wavenumber(cm™)

T T
1700 1600

T T
1500 1400

Wavenumber (cm™)

T T
1200 1200

T
1700

T T T
1600 1500 1400

Wavenumber(cm™)

T
1300

T
1200

Ac-(Agl-BPhe-Agl-pAla)-NH,  Ac-(Agl-Blle-Agl-BAla),-NH, Ac-(Agl-Blle-Agl-Blie),-NH,  Ac-(Agl-BTrp-Agl-BAla),-NH,

Figure 111 : Spectres IR-TF dans le méthanol-ds des diméres (A), tétrameres (B) et hexameéres
(C) de dipeptide Agl-BAA
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Pour essayer de mieux appréhender l'influence de la solvatation nous avons effectué
des expériences IR-TF dans un solvant moins susceptible de créer des liaisons hydrogeéne :
le chloroforme. Seule la série Blle/Blle (39-41) est soluble dans ce solvant et a permis d’obtenir
les spectres IR-TF dans le chloroforme (Figure 112). Ce solvant non deutéré permet
d’observer séparément les bandes Amides Il entre 1532 et 1553 cm™ et les bandes de
déformation des C-H entre 1400 et 1500 cm™. On remarque aussi un décalage croissant avec
la longueur de I'oligomeéres de la bande amide Il vers les hautes fréquences. Ce déplacement

indique un effet coopératif de la force des liaisons hydrogéne avec la longueur des oligomeres.

Composé Fréquence des bandes de vibration (cm™)
39 1687 | 1667 | 1532 | 1489 | 1460 | 1436 | 1375 | 1302
40 1683 1540 | 1493 | 1461 1435 1375 | 1298
a1 1682 1553 | 1495 | 1462 1434 1376 | 1294
05 | CHCl,
n 1682 cm?
20
Q
5 15
o]
<C
10
1434 cm™
1553cm™ 1462 cmt
5 1495 cm't 1294 c¢m?

1376 cm™!

| | T |
1600 1500 1400 1300

Wavenumber (cm™?)

T
1700

Figure 112 : Spectres IR-TF des composés 39 (en noir) , 40 (en rouge) et 41 (en bleu) dans le
Chloroforme a 20°C et la table des valeurs de fréquence des bandes de vibration observées

167



Synthése et étude structurale des oligoméres d’Agl-BAA

Dans le méthanol-ds ou le chloroforme, on observe un spectre quasiment identique
pour les composés 39-41. Seul la bande v(C=0) des C=0 acycliques est affectée par le
changement de solvant avec une différence de +21 cm™ pour les composés les plus courts
jusqu’a environ +35 cm™ pour les composés les plus long. Lorsque dans le chloroforme, les
oligomeres ne sont pas solvatés, on observe bien un déplacement des C=0 acycliques vers
les hautes fréquences.

A Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle);-NH, (39) B Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle),-NH, (40) C  Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle);-NH, (41)
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Figure 113 : Spectres IR-TF des composés 39-41 dans le chloroforme (noir) et le méthanol-ds
(rouge)

Analyse des profils de dichroisme circulaire des oligomeres d’Agl-BAA.

Les spectres CD des oligomeres Agl-(Blle/BAla) (36-38), Agl-Blle (39-41) et
Agl(BTrp/BAla) (42-44) ont été enregistrés afin de vérifier s’ils adoptent une structure similaire
a celle des composeés de référence Agl-(BPhe/BAla). Comme précédemment, les mesures ont
été effectuées a température variable dans le méthanol et le tampon phosphate a pH 7,4
(Figure 114). Le spectre du composé 41 n’a pas pu étre enregistré dans le tampon phosphate
car il n’est pas assez soluble dans ce solvant. Des spectres ont été enregistrés a 20°C, puis a
55°C et 90°C dans le méthanol et le tampon phosphate respectivement, avant d’étre de
nouveau enregistrés a 20°C (Annexes : Figure S20 a Figure S22). Globalement, nous avons
observé le méme comportement pour les différentes séries de composé que la série modele
Agl-(BPhe/BAla). L’'augmentation de la température induit une diminution réversible du signal

sans changement global de profil.

Les spectres CD des oligoméres Agl(Blle/BAla) et Agl-Blle ont des signatures
identiques a celle des oligoméres modéles de méme taille dans les deux solvants (Figure 115)
tandis que le spectre de la série Agl-(BTrp/BAla) est sensiblement différent avec une
contribution additionnelle a 226 nm dans les deux solvants a partir du composé 43. Ce

maximum négatif peut s’expliquer par une transition -1 By des noyaux indoles des résidus
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Trp.2%t On note également un comportement relativement différent de ces oligoméres dans le
tampon phosphate. En effet, nous n’observons pas de minimum a 202 nm pour le composé 43
gui possede un spectre comparable au composé 42. Cela semble indiquer que le composé 43
ne possede pas de structure bien définie contrairement aux oligoméres de méme taille des

autres séries dans le tampon phosphate.

A Ac-(Agl-Blle-Agl-BAla),-NH, B  Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle),-NH, C Ac-(Agl-BTrp-Agl-BAla), -NH,
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Figure 114 : Spectres CD dans le NaP (trait plein) et méthanol (pointillés) des oligomeres
Agl(Blle/BAla) (A), Agl(Blle/Blle) (B) et Agl(BTrp/BAla) (C).

On note globalement des signatures comparables pour les différentes séries d’Agl-BAA
étudiées. Par conséquent, a I'exception des diméres de dipeptides qui ne sont pas repliés,
'hélice 12 semble conservée malgré les variations de chaines latérales. L’intensité des
maxima négatifs est plus importante dans le méthanol que dans le tampon phosphate :
comme pour les oligoméres d’Agl-(BPhe/Ala), 'hélice 12 est plus stable dans le méthanol que
dans le tampon phosphate pour les Agl-(Blle/BAla), Agl-Blle et Agl-(BTrp/BAla). Cependant, les
différentes séries d’oligomeéres ne partagent pas la méme stabilité. Ainsi dans le méthanol, on
remarque que les composés Agl-(Blle/BAla) (36-38) et Agl-Blle (39-41) ont des stabilités
comparables et sont plus stables que les oligoméres modéles d’Agl-(BPhe/Ala) (32-34). Les
composés Agl-(BTrp/BAla) (42-44) apparaissent comme les oligoméres les plus stables. Dans
le tampon phosphate, on observe des propriétés similaires pour les tétraméres de dipeptides,
a I'exception de I'Agl-(BTrp/Ala) 43 qui ne semble pas adopter de structure bien définie. Pour
les oligomeéres les plus longs, on retrouve un ordre de stabilité identique a celui des composés
dans le méthanol. Les structures des composés des seéries Agl-(Blle/BAla), Agl-Blle et
Agl(BTrp/BAla) sont en cours d’études par RMN.
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Figure 115 : Comparaison des spectres CD dans le méthanol (A) et le NaP (B) des oligomeres
d’'Agl-(BPhe/BAla) (noir), Agl-(Blle/BAla) (rouge), Agl-(Blle/Blle) (bleu) et Agl-(BTrp/BAla) (rose).

Pour conclure, la synthése de composés poly-(Agl-BAA) comportant des chaines

latérales hydrophobes variés, aliphatiques et aromatiques, ont permis d’évaluer la capacité

surprenante de ces composés a se solubiliser dans des milieux aqueux malgré I'absence de

chaines latérales hydrophiles. L’évaluation de cette propriété singuliere a été effectuée par

mesure du LogP des différents composés et leur rapport particulier avec les solvants agueux

a pu étre évalué par les études IR-TF. D’autre part, les études RMN, CD et IR-TF ont permis

de montrer que la structure de ces oligomeres est conservée indépendamment des chaines

latérales pour constituer une nouvelle famille de foldamere.

170



Etudes structurales

XI. 6. Substitution des Agl par des résidus Ala

Nous avons vu précédemment que les composés Agl-BAA sont repliés en hélice Ci»
dont les chaines latérales des acides B-aminés sont projetées alternativement sur deux faces
opposées de I'hélice. Dans la suite de notre étude, nous avons ensuite évalué la capacité de
I'hélice 12 formée par les oligoméres d’Agl-BAA a tolérer des substitutions ponctuelles du motif
contraint Agl par des acides a-aminés. Nous pourrions ainsi décorer I'hélice avec des
groupements fonctionnels non plus sur deux faces seulement mais sur ses quatre faces. Nous
avons donc substitué un ou plusieurs motifs Agl au sein du composé 34 par des alanines (Ala)
répartis le long de la séquence Agl-(BPhe/BAla) (Table 29).

Table 29 : Séquences analogues du composé 34 incorporant 1 ou 3 substitutions d'Agl par un
résidu Alanine.

Composé Séquence
34 Ac-Agl-BhPhe-Agl-BhAla-Agl-BhPhe-Agl-BhAla-Agl-BhPhe-Agl-BhAla-NH:
47 Ac-Ala-BhPhe-Agl-BhAla-Agl-BhPhe-Agl-BhAla-Agl-BhPhe-Agl-BhAla-NH:
48 Ac-Agl-BhPhe-Agl-BhAla-Ala-BhPhe-Agl-BhAla-Agl-BhPhe-Agl-BhAla-NH:
49 Ac-Agl-BhPhe-Agl-BhAla-Agl-BhPhe-Agl-BhAla-Ala-BhPhe-Agl-BhAla-NH:
50 Ac-Ala-BhPhe-Agl-BhAla-Ala-BhPhe-Agl-BhAla-Ala-BhPhe-Agl-BhAla-NH2
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La construction de la structure de I'oligomére 50 a partir de I'hélice 12 formée par le composé
3 suivi d’'une optimisation rapide par une méthode semi-empirique (AM1) montre la
conservation de I'hélice et I'établissement de liaisons hydrogéne additionnelles stabilisant
davantage [I'édifice moléculaire (Figure 116A). Nous observons la présence de liaisons
hydrogene bidentates Ci216 de par la disponibilité des HN supplémentaires des résidus Ala
introduits dans les séquences (Figure 116B et D). La substitution d’'un résidu Agl sur deux par
un a-aminoacide permettrait ainsi de générer une face supplémentaire comportant les chaines

latérales de ces acides aminés (Figure 116B et C).

Figure 116 : Structure (A) et réseau de liaisons hydrogene (B) du composé 50 obtenu par méthode
semi-empirique (AM1) et mise en évidence des différentes face en vue axiale (C) (Les chaines
latérales des BPhe ont été remplacées par des CHs pour plus de clarté). (D) Représentation
schématique du réseau de liaisons hydrogéne du composé 50 obtenu par méthode semi-
empirique (AM1).
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Etude CD et RMN

Afin de vérifier ces hypothéses, nous avons analysé les composés 47-50 par
dichroisme circulaire et RMN. Nous avons enregistré les spectres CD dans le méthanol, le
tampon phosphate pH 7.4 sans et avec 50% TFE. Les résultats ont été comparés a ceux
obtenus pour le composé 34. On retrouve les signatures caractéristiques des oligoméres
d’Agl-(BPhe/Ala) précédemment décrites dans le manuscrit. Cependant, on observe
globalement que lintensité du signal CD diminue d’autant plus que les substitutions Ala>Agl|
se situe au centre de la séquence dans les différents solvants. Ainsi, le composé 48 avec une
mutation centrale et le composé 50 avec des triples mutations présentent des signatures
similaires a celle de I'oligomére 1 qui ne possede pas de structure bien définie. L'introduction

de résidus Ala a la place des Agl déstabilise donc partiellement ou totalement I'hélice 12.
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Figure 117 : (A) Spectres de dichroisme circulaire dans le tampon phosphate (trait plein) et le
méthanol (tirets) des composés 47-50. (B) Spectres de dichroisme circulaire dans le NaP (trait
plein) comparé au NaP/TFE (pointillés) des composés 47-50.

Si on analyse finement les spectres, I'ordre des mutations qui impactent de maniére croissante
la stabilité de I'hélice 12 est le suivant : Ala>Agl 1, Ala>Agl 9, Ala>Agl 5, Ala>Agl 1, 5, 9. Alors
gue les signaux dans le NaP ne sont pas trés éclatés pour les composés substitués, leur
signature dichroique peut-étre facilement comparés aux composés Agl-(BPhe/Ala) de
différentes longueurs dans le méthanol (Figure 118). La signature du composé 47 (Ala>Agl 1)
se rapprochent de celui du composé modele 34 et celle du composé 48 (Ala>Agl 9) est
similaire a celle du composé 32. Lorsque les substitutions sont localisées vers les extrémités
N ou C-terminales des oligoméres, la perte de structure est confinée dans ces régions. Ce

comportement est confirmé par RMN, on observe une perte locale de NOE pour ces
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composés. De méme, on remarque une perte substantielle de corrélations sur 'ensemble de
la séquence lorsque la substitution est centrale ou multiple. Méme si nous n’avons évidemment
pas essayé d’introduire 'ensemble des acides aminés protéinogéniques, il est probable que
lintroduction d’aAA, quel qu’il soit, a la place d’Agl ne soit pas favorable a la conservation de

I'hélice 12. Ainsi, l'alternance stricte Agl-BAA est nécessaire afin d’obtenir une hélice 12 stable.
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Figure 118 : Comparaison des spectres dichroiques dans le méthanol des composes substitués
47-50 avec les composés de différentes longueurs 32-35.
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XI. 7. Conclusion

Apres avoir montré que des poly-(Agl-aAA) sont capables de se structurer en ruban
par répétition de coude BII', nous avons exploré la capacité du motif contraint Agl a générer
d’autres structures secondaires bien définies et stables. En substituant les a-aminoacides par
des B3-aminoacides, nous avons identifié une nouvelle famille de foldaméres, capables de se
structurer en hélice 12. Cette hélice est stabilisée par des liaisons hydrogéne entre les
fonctions carbonyle des Agl des résidus i et les NH des amides des résidus i-2. Cette structure
a pu étre élucidée grace a des études RX et RMN. Les études CD ont mis en évidence une
signature caractéristique de cette famille de foldaméres ainsi qu'un effet coopératif de la
structuration avec la longueur des oligoméres. D’autre part, les oligomeéres étudiés montrent
une capacité surprenante a se solubiliser dans les milieux aqueux alors qu’ils ne contiennent
dans leurs séquences que des résidus hydrophobes. Cette propriété unique a été évaluée par
'étude de leur solubilité et la mesure du LogP. Les études IR-TF ont permis de mettre en
évidence le rapport particulier de ces composés avec les solvants aqueux. D’autre part nous
avons démontré par ces différentes études que la structure est conservée indépendamment
du choix des chaines latérales. Enfin, nous avons démontré que l'alternance stricte de motifs
Agl avec les BAA est indispensable a la structure, et que c’est la structure qui permet une

solubilité particuliere de ces composés.

Les motifs Agl ont permis d’obtenir différents types de structures : des rubans lorsqu’ils
sont en alternance avec des aAA et des hélices 12 lorsqu’ils sont en alternance avec des
BAA. Par ailleurs, des oligoméres avec différentes alternances d’Agl avec des aAA et/ou B2AA
ainsi qu’'avec des yAA ont été synthétisés et testés par CD et RMN (Agl-BAA-aAA, Agl-aAA-
BAA, Agl-BAA-Agl-aAA, Agl-yAA). Aucune n’a permis a ce jour d’obtenir de oligoméres

structurés.
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Conclusion générale

Des études antérieures a mathése ont permis de développer une stratégie de synthése
originale pour obtenir des oligoméres d’a-amino y-lactames (oligomeres Agl-aAA) sur support
solide a partir de simples séquences peptidiques. Ces oligomeéres se structurent en ruban par
la répétition de coudes BII’ stabilisés par une liaison hydrogéne formant un pseudocycle a 10
atomes (Cio). lls donnent acces a une nouvelle famille de foldameres dont les propriétés
physico-chimiques sont facilement modulables. Un choix judicieux d’a-AA a permis d’obtenir
une premiere famille de foldaméres stables et non toxiques ayant une forte capacité a pénétrer

dans les cellules.

Dans une premiére partie de ma thése, je me suis attaché a optimiser les différentes
étapes réactionnelles pour I'obtention d’oligoméres d’Agl-aAA sur support solide. En effet, la
stratégie initialement décrite s’est avérée inefficace pour la synthése de certains oligoméres
d’Agl-AA. Divers paramétres ont été explorés. Les séquences peptidiques ont été préparées
par SPPS assisté par vortex (FPPS), le solvant des deux étapes clés (méthylation et
multicyclisation) a été modifié et certaines réactions ont été effectuées sous irradiation micro-
ondes. Ces différentes optimisations ont permis de considérablement diminuer les temps de
réaction des étapes clés de la synthése de ces oligoméres ainsi que de faciliter la synthése

de séquences difficiles a obtenir suivant les anciennes conditions réactionnelles.

Dans une deuxieme partie de ma thése, j’ai participé au développement des oligomeéres d’Agl-
aAA comme vecteurs de pénétration intracellulaire. Dans un premier temps nous nous
sommes intéressés a l'oligomére d’Agl-AA alternant des résidus arginine et tryptophane, le
composé 14 [(Agl-Trp-Agl-Arg)s] qui s’est avéré plus efficace pour pénétrer dans les cellules,
qgue les CPP de référence la pénétratine et le peptide ReWs. Les études par microscopie
confocale ont montré que cet oligomere Agl(Trp/Arg) est localisé dans le cytosol (Figure 119A),
un compartiment difficle a atteindre pour certaines classes de molécules a visée
thérapeutique. Afin d’étudier la capacité de cet oligomére pénétrant a véhiculer un cargo dans
le cytosol, nous l'avons conjugué a un peptide proapoptotique, le peptide (D)-KLA,
responsable de la mort cellulaire par interaction avec la membrane des mitochondries dans le
cytosol. Incapable de traverser seul la membrane plasmique, ce composé ne présente aucune
cytotoxicité, en revanche conjugué a la séquence Agl(Trp/Arg), il induit la mort cellulaire avec
une ICso de 7.5 puM (Figure 119B). et inhibe 90% de la croissance cellulaire a 20 uM. Cette
expérience nous a permis de valider la capacité de cet oligomére a vectoriser des cargos
biologiquement actifs au sein de la cellule. Enfin, des tests ont été conduits en présence de

trypsine, chymotrypsine et dans le sérum humain afin d’évaluer la capacité des oligoméres
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Agl(Trp/Arg) a résister a la protéolyse. Contrairement au CPP RsW3 qui présente un temps de
demi-vie d’environ 2 h, l'oligomeére d’Agl-aAA posséde une résistance importante a la
dégradation enzymatique qui lui permet de rester intact apres 24 h (Figure 119C). Dans un
second temps, nous avons effectué une étude de relation structure-activité, en particulier la
position et le nombre de résidus Trp ont été modulés de part et d’autre du ruban. La capacité
de pénétration intracellulaire de ces nouveaux oligomeres a été évaluée sur différentes lignées
cellulaires. Les résultats ont montré que la capacité des différents composés a pénétrer dans
les cellules n'est pas dépendante du type de lignées ni du caractere amphipatique des
molécules, qu’il soit structural ou séquentiel. En revanche le nombre de résidus Trp impacte
fortement l'efficacité de pénétration, trois résidus Trp sont nécessaires pour obtenir des

oligomeéres d’Agl-AA possédant une forte capacité a pénétrer dans les cellules.
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Figure 119 : (A) Microscopie confocale de I'oligomeére fluorescent FI-Ahx-(Agl-Trp-Agl-Arg)s-NH:2
(14) sur cellules MDA-MB-231 apres 3h d’incubation a 10uM ; (B) Test de cytotoxicité de la
séquence (Agl-Trp-Agl-Arg)s conjuguée au peptide (D)-KLA (hachuré) comparé au vecteur (14)
(violet) et (D)-KLA (blanc) seuls ; (C) Test de protéolyse dans le sérum humain du composé 14
(violet) comparé au CPP RsW3 (marron).

Dans un autre volet de ma thése, je me suis intéressé au développement d’'une
nouvelle famille de foldaméres en remplagant dans les oligoméres d’Agl-oAA, les a-
aminoacides par des B3-aminoacides afin de perturber la formation du coude B. Ces
oligomeéres d’Agl-BAA ont été étudiés par différentes techniques physico-chimiques (RMN, CD,
IR, RX). Ces études ont permis d’identifier un nouveau type de foldaméres, qui adoptent une
structure stable en hélice 12 (Figure 120A). La structure obtenue par DRX est une hélice
gauche a section ovale légérement courbée avec un pas moyen de 6 A (Figure 120B et C). Le
repliement en hélice 12 a été confirmé en solution par des études RMN (Figure 120C). En
revanche, la courbure de I'hélice n’est pas observée en solution, elle pourrait étre le fruit d’'une
contrainte d’empilement cristallin. D’autre part, La structure en hélice 12 est dépendante de

l'alternance stricte des BAA avec le motif Agl. Les études de RMN et de CD ont montré que la
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substitution d’'un seul motif Agl provoque un dépliement local de I'hélice. Au cours de ces
expériences, les oligoméres d’Agl-BAA ont montré une capacité étonnante a se solubiliser en
milieu aqueux malgré I'absence de chaines latérales hydrophiles. Cette propriété a pu étre
évaluée par des tests de solubilité et de mesure de LogP. Les études IRTF ont permis de
mettre en évidence un effet de solvatation qui peut expliquer cette solubilité inattendue en
milieu aqueux. Cette derniere semble intimement liée au repliement en hélice 12 de ces
oligoméres qui permet une présentation des groupements CO des BAA vers I'extérieur de
I'hélice. Ce positionnement pourrait favoriser la solvatation de I'oligomére. Les études RMN et
DRX se poursuivent sur des oligomeéres qui possedent des chaines latérales différentes afin

d’explorer les propriétés physico-chimiques de cette famille de molécules.

A Macrodipole N=C

v

Figure 120 : (A) Représentation du réseau de liaisons hydrogene de I'hélice 12 des oligomeére
d’Agl-BAA ; (B) Superposition des structures obtenues par DRX du composé 34; (C)
Représentation schématique de la coupe axiale de I'hélice d’Agl-BAA ; (D) Superposition des
structures optimisés par DFT dans le DMSO-des (orange), le méthanol-ds (vert) et le tampon
phosphate pH 6.4 (cyan).
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Le lactame de Freidinger est un dipeptide contraint utilisé en chimie médicinale pour
augmenter la sélectivité, la stabilité et la pénétration cellulaire de peptides biologiquement
actifs. Les travaux menés au sein de notre laboratoire sur I'alternance d’Agl avec des a- et 3-
AA montrent la capacité de ce type de motif a générer des molécules capables d’adopter des
structures stables. Les oligoméres d’Agl/aAA se structurent en ruban, et la modulabilité des
chaines latérales nous a permis de développer des vecteurs de pénétration intracellulaire
efficaces. Les oligoméres d’Agl/BAA donnent des hélices 12 aux propriétés physico-chimiques
surprenantes et liées a leur structure. Ces motifs sont d’'un intérét particulier pour I'exploration

de nouvelles structures aux propriétés singuliére.
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Partie expérimentale

General remarks

The All of the Fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) protected natural amino acids and (1-
[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium3-oxid
hexafluorophosphate) (HATU) were provided by Iris Biotech GmbH. Piperidine, N,N-
Diisopropylethylamine (DIEA), 1,8-Diazabicyclo[5.4.0lJundec-7-ene (DBU), 7-Methyl-1,5,7-
triazabicyclodec-5-ene (TBD), Trifluoroacetic acide (TFA), Triisopropylsilane (TIS),
dichloromethane (DCM) N,N-Dimethylformamide (DMF) and N-methylpyrrolidinone (NMP)
were provided by Sigma Aldrich. lodomethane (Mel) was provided by Thermo Fisher Scientific
and Fmoc-Rink amide AmphiSpheres 40 RAM 0.37 mmol/g 75-150 ym resin was purchased
from Agilent Technologies. Solvents used for HPLC and LC/MS were of HPLC grade. All final
compounds were purified by reversed-phase HPLC and the purity assessed by analytical
reversed-phase HPLC was superior to 98%.

X-ray diffraction

Crystal evaluation and data collection were performed on the XRD1 beamline of the Elettra
synchrotron (Trieste, Italy) on a Huber 4-circles kappa goniometer and a Pilatus 2M detector.
The incident wavelength was set at 0.7000 A. The XDS-program?? was used for frame
integration using default parameters, for the empirical absorption correction using spherical
harmonics employing symmetry-equivalent and redundant data, and for the correction for
Lorentz and polarization effects. The crystal structure was solved using the ab-initio iterative
charge flipping method with parameters described by Van der Lee?*® using the Superflip
program?** and it was refined using full-matrix least-squares procedures as implemented in
CRYSTALS?%* on all reflections with | > 25(l).

The H atoms were partially located in a difference map and partially positioned geometrically,
and all were repositioned geometrically. They were initially refined with soft restraints on the
bond lengths and angles to regularize their geometry (C---H in the range 0.93-0.98 A) and
Uiso(H) (in the range 1.2-1.5 times Ugq oOf the parent atom), after which the positions were

refined with riding constraints?®. The absolute configuration was assigned arbitrarily, because
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of the absence of strong anomalous scatterers for this energy. Some disordered water

molecules were found with arbitrarily assigned site occupancy factors at 0.5.

Compound 34
formula C136H188N26031
moiety 2(CegHsaN13013),5(H20)
T (K) 100
spacegroup P1.1:
crystal system monoclinic
a (A) 10.615(2)
b (A) 29.038(6)
c (A) 22.900(5)
a (%) 90

B 100.30(3)
7 () 90

V (A3 6945.0(14)
4 2
p(gcm®) 1.283

M: (gmol?) 2683.14
u(mm?) 0.088

Rint 0.055
Onax ) 27.779
resolution (A) ?

Nt (Measured) 107107
Nrer (UNique) 17451

Nrer (1>20(1)) 13698

Nrer (least-squares) 13698

Npar 1756
<a(l)/1> 0.0490

R: (I>24(1)) 0.0640
wWR2 (I>24(1)) 0.0720

R (all) 0.0815
wR: (all) 0.1005
GOF 0.9954
Ap (eA?) -0.43/1.00
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Nuclear magnetic resonance

The NMR samples typically contained 2-4 mM of compound dissolved in CDsOH, phosphate
buffer or/and DMSO. All spectra were recorded on a Bruker Avance 600 AVANCE IlI
spectrometer equipped with a 5 mm quadruple-resonance probe (*H, C, *°N, 3p).
Homonuclear 2-D spectra DQF-COSY, TOCSY (DIPSI2) and ROESY were typically recorded
in the phase-sensitive mode using the States-TPPI method as data matrices of 256-700 real
(t1) x 2048 (t2) complex data points; 8-64 scans per ti increment with 1.0-1.5 s recovery delay
and spectral width of 6009 Hz in both dimensions were used. The mixing times were 60 ms for
TOCSY and 300 ms for the ROESY experiments. In addition, 2D heteronuclear spectra °N,
13C-HSQC were acquired (8-32 scans, 256-512 real (t1) x 2048 (t,) complex data points).
Spectra were processed with Topspin (Bruker Biospin) and visualized with Topspin or
NMRview on a Linux station. The matrices were zero-filled to 1024 (t1) x 2048 (t,) points after
apodization by shifted sine-square multiplication and linear prediction in the F1 domain.
Chemical shifts were referenced to the tetramethylsilane (TMS) or trimethylsilylpropanoic acid
(TMSP).

Figure S1 : Nomenclature used for the various atoms of each residues
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Structure calculation

'H, N and 3C chemical shifts were assigned according to classical procedures. The
nonequivalent diastereotopic methylene groups of the y-lactam rings were stereospecifically
assigned as previously described.!*®> NOE cross-peaks were integrated and assigned within
the NMRView software?’. The volumes of NOE peaks between methylene pair protons were
used as reference of 1.8 A. The lower bound for all restraints was fixed at 1.8 A and upper
bounds at 2.7, 3.3 and 5.0 A, for strong, medium and weak correlations, respectively. Pseudo-
atoms corrections of the upper bounds were applied for unresolved aromatic, methylene and
methyl protons signals as described previously?3. Structure calculations were performed with
AMBER 10%* in two stages: cooking, simulated annealing in vacuum. The cooking stage was
performed at 1000 K to generate 100 initial random structures. SA calculations were carried
during 20 ps (20000 steps, 1 fs long) as described elsewhere. First, the temperature was risen
quickly and was maintained at 1000 K for the first 5000 steps, then the system was cooled
gradually from 1000 K to 100 K from step 5001 to 18000 and finally the temperature was
brought to 0 K during the 2000 remaining steps. For the 3000 first steps, the force constant of
the distance restraints was increased gradually from 2.0 kcal.mol™*.A to 20 kcal.mol*.A. For
the rest of the simulation (step 3001 to 20000), the force constant is kept at 20 kcal.mol™.A.
The 20 lowest energy structures with no violations > 0.3 A were considered as representative
of the compound structure. The representation and quantitative analysis were carried out using
MOLMOL?4° and PyMOL (Delano Scientific).

......

(B
i ﬁ H H ,?J

Hu) __£aH

o H i N -
“N
H O
downfield 8H;, upfield 8H, 3Jys~5.1 Hz, downfield 8H
upfield 5H,, upfield 5H,. 3J,z~ 10.8 Hz, upfield 3H;

Figure S2 : Stereospecific assignment strategy of the nonequivalent diastereotopic
methylene groups of the y-lactam rings and of the phenylalanine side chains.
Characteristic ‘strong’, ‘medium’ and ‘small’ NOEs are shown in plain, dashed and dotted
arrows, respectively
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Fourier transformation infra-red spectroscopy

FTIR analyses were performed on a Tensor 27 (Brucker) spectrometer. Sample were
dissolved in methanol-d4, D-O and chloroform and transferred in liquid cell with NaCl windows
of 3 mm thickness with a 100 uym Teflon brace. Spectra were recorded with 128 scans at a
4 cm? resolution and baseline was corrected by subtracting the solvent spectrum.
Temperature measurements were performed with a pelter. Baseline fit was performed with a

polynomial function and all spectra were normalized by their concentration.

Figure S3 : Concentration of compounds for IR-TF measurements (mM)

Compound DO H,O CDsOD CHCIs
32 17.7 8.5
33 6.0 3.8
34 2.8 3.1 3.0
35 1.8
36 11.8 9.2
37 6.1 4.7
38 4.0 14
39 4.2 8.3 7.0
40 4.4 4.1
41 15 1.3
42 10.1 5.0
43 15
44 1.2
45 2.2 4.4

185



Partie expérimentale

Circular dichroism

Circular dichroism spectra were obtained on a JASCO J815 spectropolarimeter. Continuous
scanning mode was used, with a response of 1.0 s with 0.2 nm steps and a bandwidth of 2
nm. The spectra were obtained using a 1 mm path length CD cuvette over a wavelength range
of 190-260 nm. Samples were dissolved at 50-200 pM in phosphate buffer pH 7.4 and
methanol, and spectra were recorded at 20°C and 90°C or 20°C and 55°C respectively. The
signal to noise ratio was improved by acquiring each spectrum over an average of three scans.

Baseline was corrected by subtracting the background from the sample spectrum.

SPPS procedure

Peptide synthesis was performed using a standard SPPS protocol?®. Each synthesis was
performed on a 0.2 mmol scale, using Fmoc-Rink amide AmphiSpheres 40 resin (0.38 mmol/g)
in plastic syringes equipped with frits. Double coupling of a-amino acids was performed with
Fmoc protected a-amino acids (5 eq), HATU (5 eq) and DIEA (10 eq) added to the syringe
reactor stirred in a 650 rpm vortex for 5 min at room temperature. Double coupling of B-amino
acids was performed with Fmoc protected B-amino acids (1.2 eq), DCC (1.2 eq) and
Oxymapure® (1.2 eq) added to the syringe reactor stirred at 70°C using microwave (CEM
Microwave Synthesis Discover). After each double coupling reaction, the peptide-resin was
submitted to two 2 min deprotection cycles with DMF/piperidine 80/20 v/v solution in a 650 rpm

vortex.

Multimethylation and multicyclisation

Rink amide resin bearing peptides were swelled in DMF for 10 minutes. Then a 2M solution of
Mel in NMP was added to the resin and the syringe reactor was stirred for 2 h at room
temperature. Then, the resin was washed three times with DCM, NMP. The cyclisation was
carried out with a solution of 4% TBD in NMP for 15 min at 60°C using microwave. The reaction
was monitored by LC/MS analysis of the peptide cleaved from a small amount of the resin. In
the case of longer oligomers, an incomplete cyclisation was observed and the cycle of

methylation and cyclization was repeated 2-3 more times in the same experimental conditions.
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Cleavage

Oligomers were cleaved from the resin by treatment with 50 ml TFA/TIS/H20 (95/2.5/2.5)
solution for 2h. After removal of the resin by filtration, it was washed three times with DCM.
The DCM and TFA filtrates were assembled and concentrated under reduced pressure.
Compounds were precipitated by addition of 50 ml of diethyl ether and centrifuged. Finally,
they were dissolved in an acetonitrile/water 50/50 solution containing 0.1% TFA and freeze
dried.

Compounds purification

All crude compounds were purified by preparative HPLC (Waters 4000 apparatus) on a C18
reversed-phase column (C18 Deltapak column, 100 mm x 40 mm, 15 ym, 100 A) at a flow rate
of 50 mL/min of a H20 + 0.1% TFA and CHsCN + 0.1% TFA mixture in gradient mode with UV

detection at 214 nm. Fractions containing the pure product were collected and freeze dried.

HPLC analysis

Reactions were monitored by HPLC (Agilent Technologies 1220 Infinity LC) on a C18
reversed-phase column (Chromolith®HighResolution RP-18e 50 x 4.6 mm column) at a flow
rate of 4 mL/min and a gradient of (0—100)% B over 5 min. Eluent A: water/0.1% formic acid;

eluent B: acetonitrile/0.1% formic acid. The detection was performed at 214 nm.

LC/MS analysis

Samples were prepared in an acetonitrile/water (50/50 v/v) mixture containing 0.1% TFA. The
LC/MS system consisted of a Waters Alliance 2690 HPLC coupled to a Micromass
(Manchester, UK) ZQ spectrometer (electrospray ionization mode, ESI+). All analyses were
carried out using a C18 Chromolith Flash 25 x 4.6 mm column. A flow rate of 3 ml/ and a
gradient of 0—-100% B over 2.5 min of a H20 + 0.1% HCOOH and CH3CN + 0.1% HCOOH

mixture in gradient mode with UV detection at 214 nm. Positive-ion electrospray mass spectra
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were acquired at a solvent flow rate of 100-200 ul/min. Nitrogen was used for both the
nebulizing and drying gas. The data were obtained in a scan mode ranging from 200 to 1700
m/z in 0.1 s intervals; ten scans were summed up to obtain the final spectrum. Retention times

are given in minutes. Solvents used for HPLC and LC/MS were of HPLC grade.

Solubility measurement

Ten microliters of a 10 mM solution in DMSO of the compound was diluted either in 490 pL of
PBS pH 7.4 or in organic solvent MeOH in a 700 pL-microtube (in triplicate). The tubes were
gently shaken 24 h at room temperature, then centrifuged for 5 min at 4000 rpm. The mixtures
were filtered over 0.45 um filters (Millex-LH Millipore). Ten microliters of sample was diluted in
490 pL of MeOH. The solubility is determined by the ratio of HPLC-UV signal area PBS/organic

solvent.

AUC ;
PBS filtered % 200

Solubility (uM) =
AUCMeOH not filtered

Test is considered valid when response between filtered and not filtered samples is lower than
10%

AUC ; —AUC ;
MeOH not filtered MeOH filtered < 10%

A UCMeOH not filtered

LogP Measurement

40 uL of a 10 mM solution in DMSO of the compound was diluted in 1.960 mL of a 1/1
octanol/PBS mixture at pH 7.4. The mixture was gently shaken for 2 h at room temperature.
Ten microliters of each phase was diluted in 490 uL of MeOH and analyzed by HPLC-UV. Each
compound was tested in triplicate. LogP was determined as the logarithm of the ratio of

concentration of product in octanol and PBS, determined by HPLC-UV signals.

A UCOctanol

LogP =
AUCpps,
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Confocal laser scanning microscopy

The MDA-MB-231 cells were seeded into a 12-well tissue culture chambers (Sarstedt,
Germany) containing rounded 18 mm-coverslips at a density of 200 000 cells/well in 1 mL of
medium. After one day of culture, the different fluorescein-labeled compounds (10 uM) were
added for 3 h at 37 °C in the growth medium. Afterwards, the cells were washed with PBS (3x1
mL). These cells were then fixed with 500 pL of cold 4% PFA in PBS for 30 min and washed
twice with PBS. The nuclei were stained using a DAPI solution (Sigma-Aldrich, Saint Quentin-
Fallavier, France). Images were recorded on a confocal microscope (Leica SP5, Leica Micro-

systems GmbH, Germany) and analysed using ImageJ software.

Cytotoxicity assay

The cytotoxicity of Ac-(klaklak)2-NH2and of the compounds 31 and 14 was determined by the
MTT assay. In brief, MDA-MB-231 cells were seeded at 20.000 cells/well in clear, flat-bottomed
96-well plates (Costar), 24 h before treatment. After being washed, 200 L of culture medium
that contained the compounds at different concentrations (0, 1, 2, 5, 10 and 20 yuM in DMEM)
was added to the wells and incubated at 37 °C for 48 h. The cytotoxicity assay was performed
by the addition of 20 uyl of MTT solution (5 mg/ml in PBS) into each well and cells were
incubated at 37 °C for another 3 h. The medium was removed and 150 ul of DMSO/Ethanol
was added into each well. The plate was gently rotated on an orbital shaker for 10 min to
completely dissolve the precipitate. The absorbance was detected at 570 nm with a Microplate
Reader (Multiskan FC, ThermoFisher Scientific, France). The results obtained from triplicate

wells were averaged and normalized to the value obtained from the non-treated cells.

Peptide stability in serum

Human serum reaction sample contained 250 pl of heat inactivated Human Serum (Sigma
Aldrich) and 750 pL of RPMI Medium 1640 (Sigma Aldrich). The reactions were initiated by
addition of 50 pL peptide (5 mM stock solution in DMSO). Assays were performed in a shaking
water bath at 37 °C. 100 yl samples were collected at known time intervals and added to 200

I of acetonitrile 1%0 TFA to precipitate serum proteins. Cloudy sample was cooled to 4 °C for
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15 min and then submitted to centrifugation for 10 min at 12,000 rpm to pellet the precipitated
serum proteins. 150 pl of the clear supernatants were collected and peptides were finally
analysed by RP-HPLC and LC-MS.

Protease resistance

Chymotrypsin (Sigma Aldrich) reaction samples contained 15 pL of peptide in DMSO (5 mM
stock solution) and 585 L of buffer consisting of 50 mM phosphate buffer pH 7.4 with 2 mM
CaClz. Final chymotrypsin concentration was 5 pg/mL. Pepsin (Roche) reaction samples
contained 15 uL of peptide in DMSO (5 mM stock solution) and 585 pL of 10 mM HCI pH 2
buffer. Final pepsin concentration was 50 ug/mL. Peptide fragments were analysed at known
time intervals with RP-HPLC.

Cell Penetration Assays

Stock solutions of fluorescein-labeled compounds were prepared in DMSO at a concentration
of 4 mM. Final concentration of DMSO added to the cells did not exceed 1% (v/v). Cell lines
were grown in complete growth medium (DMEM, 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin)
were harvested, counted using a haemocytometer, and seeded in a black, clear bottom 96-
well plate (Corning) with 20,000 cells per well. The plate was incubated overnight at 37°C in
5% CO:2 atmosphere to allow attachment of the cells to the bottom of the well. The next
morning, cells were washed with PBS once and then incubated with the indicated
concentrations of fluorescein-labeled compounds in triplicate, in fresh complete growth
medium for 1 hour at 37°C. After the desired incubation time, the total fluorescence was
guantified by the CLARIOstar® High Performance Monochromator Multimode Microplate
Reader (BMG Labtech, Ortenberg, Germany). Cells were then washed with PBS three times,
incubated with fresh complete medium and the remaining fluorescence was measured in the
same conditions as before. The percentage of the intracellular uptake of the fluorescein-
labeled compounds was calculated by measuring the ratio between the remaining
fluorescence (RF) and the total fluorescence (TF) for each compound (RF/TF*100). Cells that

had been incubated with fluorescein alone were used as a negative control.
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Synthesis of compound 1-13 for reactions optimization

Peptide sequences were obtained through SPPS general procedure. After removal of the last

Fmoc protection, last Methionine were capped either with Acetyl or Alloc group. Acetyl group

was added through 10 min treatment of Ac.O/DCM (1:1) solution with a 650 rpm vortex stirring

at room temperature while Alloc group was added through two 5 min treatments with 4 eq. of

allyl chloroformate and 8 eq. DIEA dissolved in 10 ml of DMF with a 650 rpm vortex stirring at

room temperature. Different conditions of methylation and cyclisation were tested as described

in chapter Il. Although compounds were not purified, retention times and m/z are detailed

below.

Alloc-MetTrpMetArg-NH: (1)

Alloc- NH/ﬁf ”/q/ \)J\NHZ
5 i

2

HPLC Retention time : 1.30 min

MS(ESI): m/z [M+H]* = 706.3

Alloc-Met(S-Me)*TrpMetArg-NHz & Alloc-MetTrpMet(S-Me)*Arg-NH: (2-3)

Alloc- NH/ﬁ‘/N\)k /dr \)kNHz AIIoc—NH/di\)J\ /q/ \)LNHZ

B iNH iNH
NH2 HN)\NHz

HPLC Retention time : 1.01 & 1.03 min

MS(ESI): m/z [M+H]* = 720.3
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Alloc-Met(S-Me) TrpMet(S-Me)*Arg-NH: (4)

Alloc- NH/<(N\)L /df \)J\NHZ
5 I

2

HPLC Retention time : 0.90 min

MS(ESI): m/z [M+H]* = 736.5

Alloc-MetTrp(N-CO2) MetArg-NH: (5)

AIIoc-NH/q/N\)J\ /q/ \)J\NHz
i

~ON- co2

HN NH,

HPLC Retention time : 1.60 min

MS(ESI): m/z [M+H]* = 750.3

Alloc-Met(S-Me)*TrpAglArg-NH: or Alloc-AglTrpMet(S-Me)*Arg-NH: (6)

Alloc-NH N\)J\ /q \)kNHz AIIoc—NH/q\ \)J\ /q/ \)J\NHZ
e AT O

HPLC Retention time : 0.91 min

2 2

MS(ESI): m/z [M+H]* = 672.3
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Ac-MetPheMetLys-NHz (7)

S/
H
N

Ac-NH \)k

S/
O H O
N
AN

NH>
HPLC Retention time : 1.07 min

MS(ESI): m/z [M+H]* = 597.0

Ac-Met(S-Me)*PheMet(S-Me)*Lys-NH, (8)

\%)/

Ac-NH

HPLC Retention time : 0.24 min

MS(ESI): m/z [M+2H]?* = 313.6

Ac-Met(S-Me)*PheMetLys-NH2 & Ac-MetPheMet(S-Me)*Lys-NH: (9-10)

® ®
| |
H O H O H O H 0
N N N N
Ac-NH \)kN \E)J\NHZ Ac-NH \)J\N \E)J\NHZ
o \EH> o \ 0 \© o \

NH, NH>
HPLC Retention time : 0.76 & 0.78 min

MS(ESI): m/z [M+H]* = 611.3
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Ac-Met(S-Me)"PheAglLys-NH; or Ac-MetPheMet(S-Me)*Lys-NH, (11)

@ \ ek \

HPLC Retention time : 0.71 min

MS(ESI): m/z [M+H]* =563.4

Ac-AglPheAglLys-NH (12)

e A
©oy

NH

HPLC Retention time : 0.87 min

MS(ESI): m/z [M+H]* = 501.1

Alloc-AglPheAglLys-NHz (13)

Alloc— N/I:W? \v/ﬂ\ /l:W? \V/M\NHZ
i

HN NH,

HPLC Retention time : 1.16 min

MS(ESI): m/z [M+H]" = 610.4

194



Partie expérimentale

Synthesis of fluorescently labelled oligomers 14-24

Alterning Met/AA peptides were obtained through SPPS procedure as described previously.
After removal of the Fmoc group of the last methionine residue, the peptide sequences were
re-protected by an Alloc group after two 5 min treatments with 4 eq. of allyl chloroformate and
8 eq. DIEA dissolved in 10 ml of DMF in a 650 rpm vortex at room temperature.
Multimethylation and multicyclisation were then performed to obtain the oligomer on solid
support. Once the conversion was complete, Alloc protection was removed in 10 mL of DCM
with 20 eq of PhSiHsfollowed by 0.1 eq of Pdo(PPhs)4 stirred in 650 rpm vortex for 5 min. After
two removal procedure, the resin was washed three times with DCM and DMF, and stirred for
5 min with 10 ml 0.5 % solution of sodium diethyldithiocarbamate trihydrate in DMF, to remove
any residual palladium related impurity. The resin was then washed 3 times with DMF and 3
times with DCM. The Fmoc-Ahx-OH spacer moiety was then coupled to the deprotected
polylactam sequences via the SPPS procedure reported earlier. After deprotection of the Fmoc
group, 1.5 eq FITC, 3 eq DIEA dissolved in 10 ml of NMP were added to the resin and stirred
overnight. Fluorescently labelled oligomers were finally cleaved from the resin and purified by
preparative HPLC according to the procedures described previously.

HPLC Retention time 1.25 min
MS(ESI): m/z [(M+4H)*] = 511.99

Yield: 15%
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FI-Ahx-Agl-Trp-Agl-Arg-Agl-Arg-Agl-Arg-Agl-Trp-Agl-Arg-NH: (15)

2

HN NH. HN NH HN NH HN NH
N N YO Y
NH NH NH NH
MM < NH
O s b0 S o e ) ) g0
NJLN/\/\/\H/N\)LN N A ANy N AN N L A
NN A S A S A O SV AR O A S A

HPLC Retention time 0.83 min

MS(ESI): m/z [(M+3H)*] = 673.9 ; [(M+4H)*] = 505.4 ; [(M+5H)%*] = 404.8 ; [(M+6H)%"] =
337.3

Yield: 3%

FI-Ahx-Agl-Trp-Agl-Arg-Agl-Trp-Agl-Arg-Agl-Arg-Agl-Arg-NH- (16)

HPLC Retention time 0.90 min
MS(ESI): m/z [(M+3H)%'] = 673.0 ; [(M+4H)*] = 504.8 ; [(M+5H)°"] = 404.3

Yield: 5%

FI-Ahx-Agl-Trp-Agl-Arg-Agl-Arg-Agl-Arg-Agl-Arg-Agl-Arg-NH; (17)

HNYNHQ HNYNHZ HNYNHZ HNYNHQ HNYNHZ
NH NH NH NH NH
\NH
S H o H (o] H (0] H (o] H (o] H (0]
O NJ\N/\/V\H/N\;)J\N N%N N\._)LN N\._)J\N N\.,)LN N\.:)J\N NH
H H o) =/ o) =/ lo) =/ o) =/ lo) =/ lo) =/ o)
HPLC Retention time 0.78 min

MS(ESI): m/z [(M+3H)*] = 663.3 ; [(M+4H)*] = 497.1 ; [(M+5H)5*] = 398.3 ; [(M+6H)>*] = 331.7

Yield: 8%
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FI-Ahx-Agl-Arg-Agl-Arg-Agl-Trp-Agl-Arg-Agl-Arg-Agl-Arg-NH, (18)

HNYNHZ HNYNHZ HNYNHZ HNYNHZ HNYNHZ
NH NH NH NH NH
' NH . .
S o @ TR o 9 v 9 H H
O NJ\N/\/\/\WN\._)I\N N\__)kN NJ\N NJN N\__)LN N\)LN NH,
H H 6 =/ o = & =/ o =/ o = o =/ o

HPLC Retention time 0.85 min
MS(ESI): m/z [(M+3H)3'] = 663.0 ; [(M+4H)*] = 497.2 ; [(M+5H)%"] = 397.7

Yield: 6%

FI-Ahx-Agl-Trp-Agl-Arg-Agl-Arg-Agl-Trp-Agl-Trp-Agl-Arg-NHz (19)

HNQrNHZ HNQrNHz HNQrNHZ
NH NH NH
NH NH NH
:l.ﬂ s ) VA ) ) o N o
NJ\N/\/\/\[(N\L)J\N N A A A AN I A A A A AL A s
H H o =/ o : / o =/ o z / o : / o z / o

HPLC Retention time 1.29 min
MS(ESI): m/z [(M+3H)%*] = 682.4 ; [(M+4H)*] = 512.1

Yield: 6%

FI-Ahx-Agl-Trp-Agl-Arg-Agl-Trp-Agl-Trp-Agl-Arg-Agl-Arg-NH: (20)

HPLC Retention time 1.30 min
MS(ESI): m/z [(M+3H)3'] = 682.7 ; [(M+4H)*] = 512.3

Yield: 8%

HN<__NH HN<__NH HN. N
o oy
NH NH NH
NH NH NH
i!n s y O o e S o N o e
N)LN/\V/\\/«er\{J\N N\{JLN N\{JKN N\{JLN N\{JKN N\{JLN NH,
H H 6 = o = o6 =/ o =/ o =/ o =/ 0

Hy
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FI-Ahx-Agl-Trp-Agl-Trp-Agl-Trp-Agl-Arg-Agl-Arg-AglArg-NH; (21)

HNYNHZ HNYNHZ HNYNHQ
NH NH NH
NH NH NH
s ho o 5o VA VAR y o e
/U\N/\/\/}(N%N N%N N\:)J\N N\l)LN N\:)J\N N\;)J\N NH,
H o =~ o = o = o *= o = o =/ o

HPLC Retention time 1.46 min
MS(ESI): m/z [(M+2H)?*] = 1023.6 ; [(M+3H)%*"] = 682.6 ; [(M+4H)*] = 512.2

Yield: 11%

FI-Ahx-Agl--Trp-Agl-Arg-Agl-Trp-Agl-Arg-NH, (22)

HN__NH, HNYNHZ
NH NH
- NHO
H H
N NH
N Y 2
o =/ —/ 0

HPLC Retention time 1.23 min
MS(ESI): m/z [(M+2H)?'] = 768.8 [(M+3H)3*] = 512.9

Yield: 17%

FI-Ahx-Agl-Trp-Agl-Trp-Agl-Arg-Agl-Arg-NH: (23)

HNYNHZ HN.__NH,
NH NH
. \NHO \NHO .
H H H H
/\A/\[(N\)LN N\)LN NJN N\:)J\N NH,
s, 0 = 0+ b =/ ]

HPLC Retention time 1.39 min
MS(ESI): m/z [(M+2H)?'] = 769.5 ; [(M+3H)3*'] = 513.1

Yield: 5%
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FI-Ahx-Agl-Arg-Agl-Trp-Agl-Trp-Agl-Arg-NH; (24)

HNYNHZ HNYNHZ
NH NH
<~ NH ~_NH
HoO o Ho© Ho§
N/\/\/\H/N\,_)LN N A AN A AN A N
H I} z / o) =/ o =/ o) z / o)

HPLC Retention time 1.41 min
MS(ESI): m/z [(M+2H)?*] = 769.0 ; [(M+3H)3*] = 513.1

Yield: 4%
Synthesis of fluorescently labelled peptides 25-27

Fmoc-Ahx-peptide-NH-resin were obtained through SPPS procedure as described previously.
After removal of the Fmoc group, 1.5 eq FITC, 3 eq DIEA dissolved in 10 ml of NMP were
added to the resin and stirred overnight. Fluorescently labelled peptides were finally cleaved
from the resin and purified by preparative HPLC according to the procedures described

previously.

FI-Ahx-Penetratin-NH; (25)

W\/\ﬂ/ RQIKIWFQNRRMKWKK-NH,

0

HPLC Retention time 0.92 min

MS(ESI): m/z [(M+3H)*] = 916.8 ; [(M+4H)*] = 687.8 ; [(M+5H)5*] = 550.5 ; [(M+6H)%*] = 458.8
- [((M+7H)7] = 393.5 ; [(M+8H)?*] = 344.6

Yield: 12%
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FI-Ahx-RsWs-NH; (26)

/\/\/\H/RRWWRRWRR-N H,

O

HPLC Retention time 1.08 min
MS(ESI): m/z [(M+5H)%"] = 404
Yield: 30%

FI-Ahx-Args-NH, (27)

/\/\/\H/ (Arg)g-NH,

O

HPLC Retention time 0.80 min
MS(ESI): m/z [(M+3H)3*] =590.7 ; [(M+4H)*] = 443.3 ; [(M+5H)%'] = 354.8 ; [(M+6H)%*] = 295.9

Yield: 7%
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HNYNHz HNYNHZ HN._NH
NH NH NH
< NH <« NH « NH
O S y ©° Ve, y © M, y © N oo
N)J\N/\/\/\H/N\.)I\N N\./U\N N\.)LN N\.)J\N N\,)J\N N\.)J\N NH
H o H o o boaw boew oo m o " g 2w

HPLC Retention time 1.39 min
MS(ESI): m/z [(M+2H)?'] = 987.0

Yield: 25%

Synthesis of conjugate 31

500 mg of resin containing the intermediate H-(AgITrpAglArg)s-NH-Resin (loading = 0.185
mmol/gr) was suspended and gently stirred in DCM for 10 min. Then 6-Maleimidocaproic acid
(3 eq), HATU (3 eq) and NMM (4 eq) dissolved in 10 ml of NMP were added to the resin, and
gently stirred for 1 h. After standard washings and cleavage from the resin according to the
general procedure, compound 29 was purified by preparative HPLC to afford 25 mg of a white
powder. HPLC Retention time = 1.06 min, Yield = 13%, MS(ESI) m/z [(M+3H)3"] = 579.2.

A

Ac-Cys-Ahx-(klaklak)2-NH2, compound 30, was obtained through standard SPPS procedure

r

reported earlier, on Rink amide resin, and purified by preparative HPLC after TFA cleavage
from the solid support. HPLC Retention time = 1.05, Yield = 15.4%, MS(ESI) m/z [(M+3H)3'] =
594.6 ; [(M+4H)*] = 446.2.
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8 mg of compound (29) were dissolved in a 1/1 mixture CH3CN /PBS (7.4 pH) (2ml). 10.44 mg
of Ac-Cys-Ahx-(klaklak)2-NH2 (30) were then added, and the reaction mixture was stirred for 1
hour at room temperature. The crude reaction mixture was directly purified by preparative
HPLC to afford 31 as a white powder (10 mg, 54% vyield). HPLC Retention time = 1.15, Yield
= 7%, MS(ESI) m/z [(M+7H)™] = 503.5 ; [(M+6H)®"] = 587.3 ; [(M+5H)*>*] = 704.5.

Trp
% ¢ NJL )Wr}
AcHN/(H/Ahx-(klaklak)z-NHz

0

r

Synthesis of oligomers for structural studies 32-50

Alterning Met/AA peptides were obtained through SPPS procedure as described previously
although BAA were added through double coupling of Fmoc protected BAA (1.2 eq), DCC (1.2
eq), Oxymapure® (1.2 eq) and DIiEA (3 eq) at 70°C using microwave irradiation for 30 min.
After removal of the Fmoc group of the last methionine residue, the peptide sequences were
capped with an acetyl group through Ac,O/DCM (1:1) solution treatment stirred in a 650 rpm
vortex for 10 min at room temperature. Multimethylation and multicyclisation were then
performed to obtain the oligomer on solid support as described previously. Once the
conversion was complete, oligomers were finally cleaved from the resin and purified by

preparative HPLC according to the procedures described previously.
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)

WH\)J\N

o =

HPLC Retention time 1.02 min

MS(ESI): m/z [(M+H)*] = 472.2

Yield: 53%

1H, N and ¥C NMR chemical shifts in CDsOH at 273 K

HN “CH F/B'CH YY'CH Others
Agl.1 8.44 4.44 227,182 3.28,3.37 CHz1.96
hp3Phe.2 - 2.60, 2.43 4.70 2.90 SCH 7.25; ¢CH 7.29; °CH 7.19
Agl.3 8.46 4.55 2.38,1.79 3.32,342
hp3Ala.4 - 2.43 4.49 1.20 NH, 7.02, 7.79
N ac EC C Others
Agl.1 124.1 52.5 27.3 41.9 CHs;22.9
hp*Phe.2 - 39.1 53.6 39.3 5C 130.0; ¢C 129.4; °C 127.7
Agl.3 124.1 52.9 27.3 41.0
hp3Ala.4 - 40.6 47.3 18.1 NH»108.4
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IH, N and ¥C NMR chemical shifts in DMSO-dg at 293 K

HN I%CH F/B'CH YY'CH Others
Agl.1 8.06 4.17 2.15,1.62 3.14,3.26 CHs
hpPhe.2 - 2.46, 2.35 4.48 2.79 SCH 7.19; (CH 7.28; CH 7.19
Agl.3 8.25 4.36 2.25,1.63 3.20, 3.28
hp3Ala.4 - 2.28 4.30 NH, ?

N ac FC C Others

Agl.1 122.2 50.4 26.7 40.2 CHz 22.9
hpPhe.2 - 38.1 51.5 37.8 5C 129.2; C 128.4; °C 126.5
Agl.3 122.7 50.9 26.5 39.4
hp3Ala.4 - 39.5 45.3 17.8 NH> 110.4

1H, 5N and *C NMR chemical shifts in phosphate buffer, pH 6.4 at 298 K

HN “CH BECH Y'Y'CH Others
Agl.1 8.18 4.37 2.38,1.81 3.39,3.46 CH32.00
hp3Phe.2 - 2.69 4.65 2.98,2.92 :CH 7.31;%CH 7.34;"CH 7.31
Agl.3 8.43 4.58 2.45,1.82 3.42,3.45
hp3Ala.4 - 2.55 4.43 1.22 NH.6.93, 7.69

N ac EC C Others

Agl.1 126.1 51.3 25.4 39.9 CHs;21.9
hp*Phe.2 - 38.1 51.8 37.4 ¢C 128.8; °C 128.7; "C 126.8
Agl.3 127.2 51.8 25.4 39.9
hp3Ala.4 - 39.2 46.1 17.0 NH»113.6
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T

HPLC Retention time 1.29 min

MS(ESI): m/z [(M+H)*] = 884.4 ; [(M+2H)?*] = 442.8

Yield: 46%

1H, °N and *¥C NMR chemical shifts in CD3OH at 273 K

O :* o0

HN I%CH F/B'CH YY'CH Others
Agl.1 8.45 4.38 198,169 2.88,3.00 CH31.98
hpPhe.2 - 2.57,2.37 4.82 2.90 ¢CH 7.26; CH 7.34; "CH 7.20
Agl.3 8.39 4.64 2.26,1.79 3.18, 3.28
hp3Ala.4 - 2.54,2.26 4.59 1.18
Agl.5 8.44 4.52 2.35,1.87 3.44,3.56
hp3Phe.6 - 2.57,2.48 4.82 2.91 ¢CH 7.21; °CH 7.29; "CH 7.25
Agl.7 8.48 4.65 2.40,1.78 3.34,3.43
hp3Ala.8 - 2.45 4.57 1.19 NH. 7.04, 7.81

N ac EC C Others

Agl.1 126.9 52.2 27.0 41.0 CH323.0
hpPhe.2 - 39.6 53.2 39.3 ¢€C 128.3; °C 128.3; "C 126.3
Agl.3 125.0 52.2 27.0 39.6
hpAla.4 - 46.9 41.9 18.6
Agl.5 127.5 51.9 27.3 40.9
hp*Phe.6 - 39.9 53.2 39.3 ¢C 128.3;°C 128.3; "C 126.3
Agl.7 124.8 52.2 27.3 40.6
hp3Ala.8 - 40.3 51.9 18.6 NH.108.4
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(0] (0]

(6] (6] = (0]

HPLC Retention time 1.45 min
MS(ESI): m/z [(M+H)*] = 1296.7 ; [(M+2H)%*"] = 648.9

Yield: 35%

1H, N and ¥C NMR chemical shifts in CDsOH at 273 K

YH\):N H?N\/\WH\):N H//;T\N\/\WHQ:N ”/%\NY\@.(NM

HN %CH FECH Y'Y'CH Others
Agl.1 8.47 4.38 191,168 2.80,2.94 CHs1.97
hp3Phe.2 - 2.34, 2.56 4.82 2.86
Agl.3 8.40 4.61 2.18,1.74 3.12,3.24
hp3Ala.4 - 2.24,2.56 4.63 1.17
Agl.5 8.43 4.46 2.04,1.72 3.00, 3.07
hp3Phe.6 - 2.45,2.59 4.78 2.85
Agl.7 8.39 4.64 2.25,1.78 3.19,3.28
hp3Ala.8 - 2.28, 2.56 4.59 1.19
Agl.9 8.46 4.57 2.38,1.90 3.49, 3.60
hp3Phe.10 - 2.51, 2.58 4.84 2.90
Agl.11 8.50 4.68 241,178 3.36,3.44
hp3Ala.12 - 2.46 4.59 1.20 NHz 7.05, 7.82
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N ac FC C Others
Agl.1 125.8 50.5 25.6 38.9 CH321.6
hp3Phe.2 - 38.2 51.1 38.2 5C?;¢C ?;°C?
Agl.3 128.8 50.2 25.3 37.9
hp3Ala.4 - 40.6 45.7 17.3
Agl.5 128.5 50.2 254 38.7
hp3Phe.6 - 38.9 51.8 38.2 5C ?;¢C ?;%C ?
Agl.7 128.7 50.5 255 37.9
hp3Ala.8 - 40.3 45,5 17.3
Agl.9 128.0 50.2 25.9 38.9
hp*Phe.10 - 38.8 52.1 37.7 5C?;¢C ?;%C ?
Agl.11 125.9 50.8 25.9 38.7
hp3Ala.12 - 38.9 45.5 17.3 NH» 109.3

HPLC Retention time 1.53 min
MS(ESI): m/z [(M+2H)*] = 854.8

Yield: 22%

(0] o]
\[rH\:)—ilN H/[ :N\E/\H/NHZ

0]

HPLC Retention time 0.75 min
MS(ESI): m/z [[M+H)*] = 438.1

Yield: 72%
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Tnﬁgﬂ}HgNﬁmﬁmﬁgNﬁw

HPLC Retention time 1.03 min

MS(ESI): m/z [(M+H)*] = 816.6 ; [(M+2H)?*] = 408.8

Yield: 42%

1H, 1N and ¥C NMR chemical shifts in phosphate buffer, pH 6.4 at 278 K

HN aCH BECH YYCH  Others

Agl.1 8.35 4.78 2.42,1.88 3.31,3.40 CH;2.08

hp3lle.2 - 2.72,2.52 4.09 1.59 “CH 0.96; TiCH 137,
1.00; CH 0.88

Agl.3 8.54 4.70 2.44,1.87 3.40

hp3Ala.4 - 2.59, 2.48 4.55 1.24

Agl.5 8.52 4.70 2.46,1.86 3.33,3.49

hp3lle.6 - 2.71,2.51 4.09 1.65 TCH 0.96; TiCH 137,
1.00; CH 0.88

Agl.7 8.50 4.63 2.46,1.84 3.42,3.45

hp3Ala.8 - 2.54 4.49 1.24 NH7.01, 7.81

N ac EC C Others

Agl.1 127.2 51.1 25.3 39.5  CH;21.8

hpslle.2 - 36.3 55.2 35.6  %.C 14.5; %2C 24.9; C 9.7

Agl.3 129.7 51.1 25.3 38.9

hp3Ala.4 - 39.8 45.8 16.9

Agl.5 129.1 51.1 25.6 39.5

hplle.6 - 36.1 55.2 35.4  °C 14.5;%2C 24.9;C 9.7

Agl.7 127.8 51.3 25.5 39.3

hp3Ala.8 - 38.9 45.8 16.9  NH113.7
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HPLC Retention time 1.18 min

MS(ESI): m/z [(M+H)*] = 1194.6 ; [(M+2H)?*] = 597.9

Yield: 12%

1H, 1N and *C NMR chemical shifts in phosphate buffer, pH 6.4 at 313 K

HN aCH #FCH YYCH  Others
Agl.1 8.20 4.74 1.89,2.43 3.42,329 CH32.07
SICH  0.97; %CH 1.36;
hp3lle.2 - 271,253 414 1.58
*CH 0.89
Agl.3 8.40 4.68 1.85,2.44  3.41
hp3Ala.4 - 258,248 455 1.24
Agl.5 8.39 469  2.44,1.86 3.27,3.41
SCH  0.97; %CH 1.36;
hpdlle.6 - 271,253 4.14 1.58
*CH 0.89
Agl.7 8.40 468 244,180  3.41
hpAla.8 - 257,248 455 1.24
Agl.9 8.35 458  2.46,1.83 3.32,3.49
SICH  0.95; %CH 1.36;
hp3lle.10 - 269,252 410 1.65
*CH 0.88
Agl.11 8.29 459  2.46,1.83 3.41,3.45
hp3Ala.12 - 2.55 4.46 1.24  NH.6.84, 7.60
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N ac EC C Others
Agl.1 127.2 513 25.6 40.3 CH322.4
hp3lle.2 - 36.8 55.3 36.2 °1C 15.1; %2C 25.4; ¢C 10.4
Agl.3 129.7 51.3 25.6 39.9
hp3Ala.4 - 36.8 46.2 17.3
Agl.5 1294 51.3 25.6 40.2
hp3lle.6 - 36.8 55.3 36.2 81C 15.1; %2C 25.4; ¢C 10.4
Agl.7 129.7 51.3 256 39.9
hp3Ala.8 - 36.9 46.2 17.3
Agl.9 1289 518 25.6 40.3
hpslle.10 - 36,5 553 36.1 °1C 15.1; %2C 25.4; ¢C 10.4
Agl.11 127.3 516 25.6 40.1
hp3Ala.12 - 36.7 46.3 17.3 NH»113.7

HPLC Retention time 0.91 min
MS(ESI): m/z [(M+H)*] = 480.4

Yield: 50%
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HPLC Retention time 1.18 min

MS(ESI): m/z [(M+H)*] = 900.8 ; [(M+2H)?*] = 451.1

Yield: 12%

@)

u/%\N\é/\gNHz
)

IH, 1N and **C NMR chemical shifts in phosphate buffer, pH 6.4 at 278 K

HN 9CH B/B'CH YY'CH Others

Agl.1 8.32 4.79 2.40,1.88 3.27,3.37 CH32.08

5ICH 0.96; %CH 1.36, 1.01;
hB3IIe.2 - 2.73,2.52 4.14 1.56

¢CH 0.89
Agl.3 8.55 4.76 242,190 3.28, 3.36

5ICH 0.96; %CH 1.36, 1.01;
th lle.4 - 2.73, 2.46 4.14 1.57

¢CH 0.89
Agl.5 8.51 4.76 2.46,1.88 3.32, 3.50

51CH 0.96; %2CH 1.37, 1.01;
hﬁ3 lle.6 - 2.67,2.49 4.14 1.64

¢CH 0.89
Agl.7 8.47 4.69 2.48,1.79 3.33, 3.47

31CH 0.96: %2CH 1.36, 1.01;
hﬁ3 lle.8 - 2.76, 2.51 4.10 1.64

¢CH 0.89; NH,6.96, 7.81

N aC EC YC Others
Agl.1 127.8 50.8 24.9 39.5 CHs322.1
hﬁSIIe.Z - 36.5 55.0 35.5 51C 15.0; %2C 24.9; ¢C 9.8
Agl.3 130.5 50.8 24.9 39.5
hpille.4 - 36.4 55.0 35.7 31C 15.0: 2C 24.9: ¢C 9.8
Agl.5 130.3 50.8 25.8 39.3
hplle.6 - 35.6 55.0 35.7 31C 15.0: 2C 24.9, ¢C 9.8
Agl.7 128.8 50.8 25.8 39.3
31C 15.0; %2C 24.9: ¢C 9.8;

thlle.S - 35.6 55.0 35.7

NH2113.6
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Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle)s-NH. (41)

HPLC Retention time 1.59 min
MS(ESI): m/z [(M+2H)?*'] = 661.0

Yield: 9%

Ac-Agl-BTrp-Agl-BAla-NH: (42)

o) o)
YHQ_L/N ”l N\/\WNHZ

(0]
HPLC Retention time 0.87 min

MS(ESI): m/z [(M+H)*] = 511.2

Yield: 18%
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H 0 O y O
YN o Hl N\/\[(N\):N N NWNHZ

(0]

HPLC Retention time 1.27 min
MS(ESI): m/z [(M+H)*] = 962.5 ; [(M+2H)?'] = 481.6
Yield: 4%

1H, 1N and ¥C NMR chemical shifts in phosphate buffer, pH 6.4 at 278 K

HN “CH FECH YY'CH Others
Agl.1 8.22 4.39 2.07,157 290,274 CHs2.11
®ICH 7.23, “'CH 10.22,
hp3Trp.2 - 2.46 4.60 2.68,2.61 ®CH 7.76, "CH7.49,
WCH 7.19, ®CH 7.19
Agl.3 8.41 4.61 2.36,1.74 3.34
hp3Ala.4 - 2.54,2.41 451 1.22
Agl.5 8.42 4.52 2.45,1.87 3.53

®ICH 7.02, “CH 10.13,
hp3Trp.6 - 2.69 4.72 3.07 ®CH 7.52, MCH 7.47,
BCH 7.13, %CH 7.23
Agl.7 8.34 4.52 2.32,1.69 3.35

hp3Ala.8 - 2.50 4.46 1.20 NH26.99, 7.78
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N ac BC C Others

Agl.1 127.2 51.0 25.2 38.9 CH321.8
¢1C 123.4, ¢'C 128.8, ©C

hB3Trp.2 - 37.8 51.1 26.9 118.1, "™C111.6, ™C
121.9,%C 119.2

Agl.3 129.4 51.0 25.3 38.9

hpAla.4 - 39.9 51.2 16.9

Agl.5 128.8 51.0 254 39.2

e1C 123.5, ¢C 128.5, ©C
hp3Trp.6 - 38.2 50.9 26.9 118.1, "C111.6, "C
121.8, %3C 118.8

Agl.7 127.2 45.8 25.2 38.9
hp3Ala.8 - 38.8 45.8 16.9 NH>113.8
__NH __NH NH
S NsPEINE N PE SN
N N N N N N NH
N N - N N - - 2
D e A e e e L I

HPLC Retention time 1.43 min
MS(ESI): m/z [(M+H)*] = 962.5 ; [(M+2H)?"] = 481.6

Yield: 8%
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HPLC Retention time 1.23 min

g

we
L o
Z
(@)

A

MS(ESD): m/z [(M+H)*] = 828.3 ; [(M+2H)?*] = 414.8

Yield: 25%

H O
N\)kN/LWNHz
=

O

1H, 5N and *C NMR chemical shifts in phosphate buffer, pH 6.4 at 278 K

HN I%CH FFCH YY'CH Others
Agl.1 8.44 4.26 CH32.01
Phe.2 - 4.94 3.03, 3.30 - ¢CH 7.29; CH 7.37; "CH 7.32
Agl.3 8.63 4.39 2.46,2.05 3.48, 3.53
Ala.4 - 4.68 1.40 -
Agl.5 8.33 4.30 2.41,2.06 3.52,3.63
Phe.6 - 5.00 3.08, 3.33 - ¢CH 7.31; %CH 7.37; "CH 7.32
Agl.7 8.61 4.35 2.34,1.98 3.46
Ala.8 - 4.59 1.39 - NH.7.26, 7.59
N ac BC C Others
Agl.1 124.7 51.1 24.6 41.5 CH321.7
Phe.2 - 56.4 33.2 - 'C1287; fC 1285 C
126.8
Agl.3 121.5 51.8 23.9 41.5
Ala.4 - 51.1 16.4 -
Agl.5 118.4 51.1 24.6 41.5
Phe.6 - 56.4 33.4 - 'C1285; °C 1285; "C
126.8
Agl.7 121.3 51.8 24.0 41.5
Ala.8 - 51.1 16.4 - NH, 107.0
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IH, N and ¥C NMR chemical shifts in DMSO-dg at 293 K

HN CH F/B'CH YY'CH Others
Agl.1 8.06 4.16 2.06,158 3.14,3.03 CHs;1.81
hpPhe.2 - 2.42,2.34 4.50 2.77 SCH 7.17; CH ?; °CH ?
Agl.3 8.13 4.42 219,166 3.23,3.14
hp3Ala.4 - 2.29 4.38 1.06
Agl.5 8.12 4.26 2.20,1.66 3.36, 3.22
hp3Phe.6 - 2.46, 2.35 4.53 2.79 SCH 7.20; ¢CH ?; °CH ?
Agl.7 8.28 4.42 2.26,1.63 3.27,3.22
hp3Ala.8 - 2.29 4.34 1.06
Agl.9 8.11 4.26 2.12,1.65 3.23,3.08
hp*Phe.10 - 2.44,2.34 4.55 2.78 SCH ?; 5CH ?;°CH ?
Agl.11 8.16 4.45 2.21,1.66 3.25,3.15
hp3Ala.12 - 2.30 4.34 1.07 NH- 7.40, 6.85
N ac FC C Others
Agl.1 122.7 50.2 26.7 39.9 CH322.9
hpPhe.2 - 38.3 51.2 37.9 5C ?;¢C ?;%C ?
Agl.3 123.9 50.6 26.3 39.3
hp3Ala.4 - 39.9 45.3 17.7
Agl.5 123.9 50.2 26.3 39.9
hp*Phe.6 - 39.8 52.7 37.9 5C?;¢C ?;%C ?
Agl.7 123.0 50.6 26.3 39.2
hp2Ala.8 - 39.9 45.2 17.7
Agl.9 123.9 50.2 26.3 39.7
hp*Phe.10 - 39.8 26.3 50.2 5C ?;¢C ?;%C ?
Agl.11 123.9 50.6 26.3 39.0
hp3Ala.12 - 39.9 45.3 17.7 NH.110.4
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1H, 15N and *C NMR chemical shifts in phosphate buffer, pH 6.4 at 273 K

HN CH F/B'CH YY'CH Others
Agl.1 8.23 4.36 2.17,1.66 3.12 CH; 2.01
hpPhe.2 - 2.59 4.69 2.84 SCH 7.30; (CH ?; °CH ?
Agl.3 8.46 4.63 2.39,1.84 3.33
hp3Ala.4 - 2.54 4.49 1.20
Agl.5 8.44 4.40 2.26,1.74 3.24
hp3Phe.6 - 2.65 4.69 2.89 SCH 7.31;5CH ?;°CH ?
Agl.7 8.50 4.62 2.40, 1.77 3.35
hp3Ala.8 - 2.54 4.49 1.21
Agl.9 8.46 4.43 2.40, 1.85 3.49
hp*Phe.10 - 2.70 4.69 2.94 SCH 7.32; 5CH ?; °CH ?
Agl.11 8.52 4.59 2.42,1.80 3.42
hp3Ala.12 - 2.52 4.48 1.21 NH»7.80, 7.01
N ac FC C Others
Agl.1 126.9 51.0 25.2 39.5 CH321.8
hpPhe.2 - 37.9 51.5 37.6 5C ?;¢C ?;%C ?
Agl.3 129.3 51.1 25.3 38.8
hp3Ala.4 - 39.7 45.8 17.0
Agl.5 129.0 50.8 25.2 39.4
hp*Phe.6 - 38.2 51.5 37.6 5C ?;¢C ?;%C ?
Agl.7 129.1 51.1 25.3 38.8
hp3Ala.8 - 39.7 45.8 17.0
Agl.9 128.5 50.8 25.3 39.8
hp*Phe.10 - 38.2 51.5 37.2 5C ?;¢C ?;%C ?
Agl.11 127.6 51.1 25.3 39.3
hp3Ala.12 - 39.8 45.8 17.0 NH>113.7
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Ac-(Agl-Phe-Agl-Ala)s-NH; (46)

PO R e 2 (81

HPLC Retention time 1.47 min
MS(ESI): m/z [(M+H)*] = 1212.4 ; [(M+2H)%**] = 606.7

Yield: 22%

Ac-Ala-BPhe-Agl-BAla-Agl-BPhe-Agl-BAla-Agl-BPhe-Agl-BAla-NHz (47)

TH%H/gH%NWHﬁNEH/%\N\/\gH\E):N/gu/?N\/\gNH2

HPLC Retention time 1.38 min
MS(ESI): m/z [(M+H)*] = 1284.7 ; [(M+2H)?] = 642.6

Yield: 14%

Ac-Agl-BPhe-Agl-BAla-Ala-BPhe-Agl-BAla-Agl-BPhe-Agl-BAla-NH, (48)

o =/

HPLC Retention time 1.36 min
MS(ESI): m/z [(M+H)*] = 1284.5 ; [(M+2H)?*'] = 642.6

Yield: 30%
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Partie expérimentale

Ac-Agl-BPhe-Agl-BAla-Agl-BPhe-Agl-BAla-Ala-BPhe-Agl-BAla-NH; (49)

o) : /
HPLC Retention time 1.37 min
MS(ESI): m/z [(M+H)*] = 1284.8 ; [(M+2H)%"] = 642.9

Yield: 49%

Ac-Ala-BPhe-Agl-BAla-Ala-BPhe-Agl-BAla-Ala-BPhe-Agl-BAla-NH: (50)

HPLC Retention time 1.29 min
MS(ESI): m/z [(M+H)*] = 1260.9 ; [(M+2H)?'] = 631.0

Yield: 14%
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Annexes

X-ray diffraction

Figure S4 : Backbone dihedrals angles (°) of 34 DRX structures.

Residue Angles Molecule A Molecule B
¢ -136.4 -158.0
Agl.1
Y -134.5 -141.4
¢ -113.5 -112.9
hp3Phe.2 0 60.6 60.8
Y -121.1 -112.9
¢ -97.7 -101.9
Agl.3
W -135.6 -138.7
¢ -105.2 -104.9
hp3Ala.4 0 56.5 56.0
Y -113.2 -109.3
¢ -131.3 -119.9
Agl.5
W -107.5 -111.0
¢ -125.9 -127.5
hp3Phe.6 0 62.3 62.8
U -124.3 -123.9
¢ -99.5 -96.3
Agl.7
Y -142.8 -140.9
¢ -103.8 -100.1
hp3Ala.8 0 59 58.6
W -100.9 -103.6
) -143.5 -141.3
Agl.9
W -102.8 -112.6
¢ -128.7 -128.7
hpPhe.10 0 58.7 60.7
U -124.6 -123.7
¢ -97.7 -91.5
Agl.11
U -146.4 -141.9
¢ -144.1 -122.1
hp3Ala.12 0 70.1 -169.3
1] -174.6 117.5
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Nuclear magnetic resonance

Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla),-NH; (32-34)

Figure S5 : Coupling Constants 3J(HN,Ha) of the Agl residues in 32, 33 and 34 in CDsOH.

32 33 34
Agl.1 8.5 9.2 9.2
Agl.3 8.9 9.2 9.4
Agl.5 - 9.3 9.5
Agl.7 - 8.9 9.6
Agl.9 - - 9.3

Agl.11 - - 9.1

Figure S6 : Coupling Constants 3J(HN,Ha) of the Agl residues in 32, 33 and 34 in DMSO-ds.

32 33 34
Agl.1 8.3 8.5 8.7
Agl.3 8.4 8.7 8.8
Agl.5 - 8.7 8.8
Agl.7 - 8.5 8.5
Agl.9 - - 8.8
Agl.11 - - 8.9

Figure S7 : Coupling Constants 2J(HN,Ha) of the Agl residues in 32, 33 and 34 in phosphate

buffer, pH 6.4.

32 33 34
Agl.1 8.8 9.3 9.4
Agl.3 8.4 9.2 9.0
Agl.5 - 9.2 9.9
Agl.7 - 8.8 9.2
Agl.9 - - 8.6
Agl.11 - - 8.7
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Figure S8 : Temperature coefficients (in ppb/K) of the amide protons of 32, 33 and 34 in DMSO-

ds.

Figure S9 : Temperature coefficients (in ppb/K) of the amide protons of 32, 33 and 34 in phosphate

buffer, pH 6.4.

n=1 n=2 n=3
Agl.1 5.2 4.8 4.6
Agl.3 5.6 4.2 4.0
Agl.5 - 4.6 4.4
Agl.7 - 54 5.3
Agl.9 - - 3.9
Agl.11 - - 4

n=1 n=2 n=3
Agl.1 7.1 5.2
Agl.3 6.0 5.1
Agl.5 - 6.0
Agl.7 - 6.0
Agl.9 - -
Agl.11 - -

Other Oligomers of Agl-BAA (37, 40, 43)

Figure S10 : Coupling Constants 3J(HN,Ha) of the Agl residues of 37, 40 and 43 in phosphate

buffer, pH 6.4.

37 40 43
Agl.1 9.1 9.3 9.3
Agl.3 9.1 9.3 8.8
Agl.5 8.9 9.4 8.8
Agl.7 9.0 8.9 8.9

Figure S11 : Temperature coefficients (in ppb/K)
phosphate buffer, pH 6.4.

of the amide protons of 37, 40 and 43 in

37 40 43
Agl.1 5.4 4.1 5.8
Agl.3 5.2 4.0 4.6
Agl.5 6.1 4.8 6.5
Agl.7 7.3 7.4 6.6
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Structure calculation

Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla)2-NH; (33)

Figure S12 : Backbone dihedrals angles (°) of 33 NMR structures in methanol-ds, DMSO-des and
phosphate buffer, pH 6.4. Values are averaged on the 20 lowest energy NMR structures.

Residue Angles MeOH DMSO NaP
¢ -153.3 -155.4 -156.0
Agl.1
0] -138.6 -137.4 -140.9
() -98.5 -107.3 -103.5
hp*Phe.2 0 71.6 77.4 74.0
0] -97.4 -88.1 -95.6
¢ -150.1 -158.5 -141.9
Agl.3
0] -140.2 -138.0 -139.6
¢ -92.3 -99.7 -97.4
hp3Ala.4 0 71.9 77.4 68.5
0] -96.7 -85.3 -92.7
¢ -144.9 -156.6 -147.3
Agl.5
0] -142.9 -142.7 -143.1
¢ -97.0 -102.5 -98.2
hB3Phe.6 0 68.5 65.9 63.5
U] -95.8 -80.9 -94.6
¢ -152.1 -155.1 -147.9
Agl.7
U] -115.7 -137.9 -126.6
() -95.7 -89.8 -91.8
hp3Ala.8 0 d 59.3 d
0] d 84.2 d

d = disordered
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Figure S13 : Hydrogen bonding pattern statistical analysis on NMR structures of 33 in methanol-

ds, DMSO-ds and phosphate buffer, pH 6.4. (cutoff at do-N < 3.5 A and N-H-O angle < 120°)

Solvent H-Bond i  Pseudocycle Occurrence Distance (A) Angle(°)
CDsOH CO(i)"HN(i-2) 3 Cn 20/20 2.724 +0.01 7.27 +4.46
CO(i)"HN(i-2) 5 Cn 20/20 2.740+0.01 10.64+2.99
CO(i)"HN(i-2) 7 Cn 20/20 2.736+0.01 13.81+3.45
CO(i)"HN(i-1) 8 Co 12/20 2.825+0.08 21.90%2.51
CO(i)"HN(i+2) 7 Cs 4/20 2.794+0.01 16.12+1.67
DMSO-ds  CO(i)"HN(i-2) 3 Cn 20/20 2.709+0.00 11.72+1.96
CO(i)"HN(i-2) 5 Ci 20/20 2.790+0.01 20.25+1.98
CO(i)"HN(i-2) 7 Ci 20/20 2.707+0.01 27.51+1.14
NaP CO(i)"HN(i-2) 3 Cu 20/20 2.707 £0.01 18.88+1.90
CO(i)-HN(i-2) 5 Ci 20/20 2.763+0.01 11.11+3.48
CO(i)-HN(i-2) 7 Ci 20/20 2.732+0.01 20.31+2.27
CO(i)HN(i-1) 8 Co 8/20 2.926+0.01 22.41+6.76
CO(i)~HN(i+2) 7 Cs 2/20 2.796+0.01 15.83+1.81

Figure S14 : Root Mean Square Deviations (RMSD, A) of the lowest energy NMR structure of 33
in methanol-ds, DMSO-ds and phosphate buffer, pH 6.4.

Coumpound 33
all atoms 0.714
all atoms?® 0.742
all heavy atoms 0.517
all heavy atoms?® 0.516
backbone heavy atoms 0.269
0.090

backbone heavy atoms?

aWhen the first and last residues were omitted
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Figure S15 : Backbone dihedrals angles (°) of 33 DFT structures in methanol-ds, DMSO-ds and

phosphate buffer, pH 6.4.

Residue Angles MeOH DMSO NaP
¢ -157.0 -149.5 -165.6

Agl.1
0] -143.4 -142.3 -141.5
¢ -116.9 -129.3 -113.6
hB*Phe.2 0 58.1 63.3 58.9
U] -119.6 -102.6 -123.1
¢ -80.9 -96.0 -79.7

Agl.3
0] -147.4 -142.4 -145.4
¢ -113.3 -111.7 -112.9
hpsAla.4 0 56.3 -57.7 56.8
0] -11.2 -94.3 -121.0
¢ -98.5 -139.7 -84.3

Agl.5
0] -145.8 -140.8 -149.8
¢ -104.0 -120.7 -102.6
hB*Phe.6 0 55.9 59.7 56.8
U] -120.8 -109.6 -121.6
() -112.4 -90.4 -109.3

Agl.7
0] -104.1 -146.5 -106.8
¢ -105.3 -101.7 -102.9
hp3Ala.8 0 58.1 52.0 58.2
0] 118.0 101.9 118.3
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Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla)s-NH, (34)

Figure S16 : Backbone dihedrals angles (°) of 34 DFT structures in methanol-ds and DMSO-ds.

Residue Angles MeOH DMSO
¢ -148.5 -149.7
Agl.1
W -140.7 -142.9
¢ -95.5 -105.5
hp3Phe.2 0 711 69.6
W -97.6 -92.5
¢ -154.8 -148.7
Agl.3
W -137.2 -139.0
¢ -90.6 -93.6
hp3Ala.4 0 73.5 69.8
Y -98.3 -99.0
¢ -148.0 -143.9
Agl.5
W -141.2 -145.7
¢ -93.8 -98.6
hp3Phe.6 0 73.0 66.0
W -98.9 -96.1
¢ -148.4 -147.2
Agl.7
W -141.0 -141.1
¢ -91.3 -91.4
hp3Ala.8 0 68.9 70.5
Y -96.0 -98.9
¢ -146.8 -142.9
Agl.9
) -143.0 -145.7
¢ -95.6 -100.0
hp3Phe.10 S 67.6 64.2
W -103.3 -91.8
¢ -148.5 -150.0
Agl.11
W -95.7 -140.1
¢ -88.3 -89.9
hp3Ala.12 0 d d
1] d d

d = disordered
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Figure S17 : Hydrogen bonding pattern statistical analysis on NMR structures of 34 in methanol-
ds and DMSO-ds. (cutoff at do-n < 3.5 A and N-H-O angle < 120°)

Solvent H-Bond i Pseudocycle  Occurrence  Distance (A) Angle(°)

CD30OH CO(i)"HN(i-2) 3 Cn 20/20 2.779+0.01 18.26+3.20
CO(i)"HN(i-2) 5 Cn 20/20 2.749+0.01 8.13 +2.56
CO(i)"HN(i-2) 7 Cn 20/20 2.761+0.01 5.86+3.24
CO(i)"HN(i-2) 9 Cn 20/20 2.740+£0.01 8.77 +1.26
CO(i)"HN(i-2) 11 Cn 20/20 2.726 £ 0.01 9.28+2.21
CO(i)"HN(i-1) 8 Co 19/20 2.808+0.01 12.95+5.04
CO(i)-HN(i+2) 7 Cs 1/20 2.869+0.00 14.07 +0.00

DMSO-ds  CO(i)~HN(i-2) 3 Cu 20/20 2.760+0.02 21.53+1.71
CO(i)HN(i-2) 5 Ci 20/20 2.787+0.01 10.21+1.90
CO(i)"HN(i-2) 7 Ci 20/20 2.750+0.01 16.29+0.91
CO(i)HN(i-2) 9 Ci 20/20 2.774+0.01 13.37+2.58
CO(i)~HN(i-2) 11 Cu 20/20 2.721+£0.01 17.54 +1.37
CO(i)"HN(i-1) 8 Co 7/20 2.797+0.01 14.30%0.86
CO(i)*HN(i+2) 7 Cs 2/20 2.872+0.00 19.54 +0.94
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Fourier transformation infra-red spectroscopy

Figure S18 : Spectre IR-TF du compose 32 de 5 & 70°C dans le D20 dans la zone des amides |
etlIl.
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Figure S19 : Spectre IR-TF du compose 34 de 5 a 70°C dans le D20 dans la zone des amides |
etll.
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Circular dichroism

Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla),-NH, (32-35)

Figure S20 : CD spectra of Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla),-NH2 oligomers (32-35) in phosphate buffer,
pH 7.4 (top) and in methanol (bottom) at 20°C (black), at 55°C or 90°C in methanol and phosphate
buffer respectively (red), and back to 20°C (bleu). The compound Ac-(Agl-BPhe-Agl-BAla)s-NH:2
(35) was not soluble in phosphate buffer.

WRE (mdeg.cm?.dmol '}

32 33 34

100 200 210 220 2 240 250 260190 200 200 220 230 240 250 260190 200 210 220 20 20 250 0
Wavelength (nm}) Wavelength (nm) Wavelength (nm)

WMRE (mdeg.cm?.dmol ')

25000 4 32 1 33 1 34 1 35

-30000

190 200 210 220 230 240 250 260180 200 210 220 230 240 250 260180 200 210 220 230 240 260 260180 200 210 230 230 240 250 260
Wavelength (nm) Wavelength (nm) Wavelength (nm) Wavelength (nm)
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Ac-(Agl-Blle-Agl-BAla),-NH, (36-38)

Figure S21 : CD spectra of Ac-(Agl-Blle-Agl-BAla).-NH2 oligomers (36-38) in phosphate buffer,
pH 7.4 (top) and in methanol (bottom) at 20°C (black), at 55°C or 90°C in methanol and
phosphate buffer respectively (red), and back to 20°C (bleu).
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Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle),-NH, (39-41)

Figure S22 : CD spectra of Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle)n-NH2 oligomers (39-41) in phosphate buffer, pH
7.4 (top) and in methanol (bottom) at 20°C (black), at 55°C or 90°C in methanol and phosphate
buffer respectively (red), and back to 20°C (bleu). The compound Ac-(Agl-Blle-Agl-Blle)s-NH2 (41)
was not soluble in phosphate buffer.
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Ac-(Agl-BTrp-Agl-BAla),-NH, (42-44)

Figure S23 : CD spectra of Ac-(Agl-BTrp-Agl-BAla)n-NH2 oligomers (42-44) in phosphate buffer,
pH 7.4 (top) and in methanol (bottom) at 20°C (black), at 55°C or 90°C in methanol and phosphate
buffer respectively (red), and back to 20°C (bleu).
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L-Ala substituted Agl(BPhe/BAla) oligomers (47-50)

Figure S24 : CD spectra of Ac-(Agl-BTrp-Agl-BAla)n-NH2 oligomers (47-50) in phosphate buffer,
pH 7.4 (top) and in methanol (bottom) at 20°C (black), at 55°C or 90°C in methanol and
phosphate buffer respectively (red), and back to 20°C (bleu).
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Utilisation d’unités y-lactames pour le développement de vecteurs de pénétration

intracellulaire et la conception de foldameres.

Résumé

L'utilisation d’oligoméres d’a-amino-y-lactame (Agl-aAA) comme vecteurs de pénétration
intracellulaire est décrite dans ce manuscrit. Nous avons montré que ces oligomeéres structurés
en ruban sont capables de traverser la membrane plasmique pour atteindre le cytosol et y
délivrer un cargo biologiquement actif. A la différence des séquences peptidiques, ces
oligomeres ont une trés bonne résistance enzymatique. Une nouvelle famille de foldaméres
d’a-amino-y-lactame (Agl-BAA) obtenus a partir de séquences o/p peptidiques est également
décrite. La structure secondaire de ces composés a été étudiée par RMN, IR-TF, CD et DRX.
Nous avons montré que ces oligoméres sont capables d’adopter une structure stable en hélice
12. De fagon remarquable, ces oligomeres sont solubles en milieux agqueux malgré une

absence totale de chaines latérales hydrophiles.

Mots clés : oligoméres d'a-amino-y-lactame, Foldaméres, pseudopeptides pénétrants,

foldaméres hydrosolubles, structure secondaire en ruban, hélice.

Gamma-lactam units for cell penetrating vectors development and foldamer design

Summary

The use of a-amino-y-lactam oligomers (Agl-aAA) as cell penetrating vectors are described in
this work. These ribbon structured oligomers are able to cross the cell membrane to reach the
cytosol and deliver a biologically active cargo. Unlike peptide sequences, these oligomers
display a strong enzymatic resistance. A new family of a-amino-y-lactam oligomers (Agl-BAA)
obtained from conversion of a/f peptide sequences are also described. Secondary structure
of these molecules have been studied by NMR, FTIR, CD and XRD. These oligomers are able
to adopt a stable 12-helix structure. Unexpectedly, these oligomers are soluble in aqueous

mediums without any hydrophilic side chains

Key-words : a-amino-y-lactame oligomers, foldamers, cell penetrating pseudopeptides,

water-soluble foldamers, ribbon secondary structure, helix



