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Introduction générale 
 

Les peptides et les protéines jouent un rôle majeur dans la quasi-totalité des processus 

biologiques dans le monde du vivant, depuis les plantes jusqu’à l’Homme en passant par 

toutes les familles d’organismes vivants. Ces biomolécules sont impliquées dans des 

mécaniques biologiques très complexes qui dépendent d’un nombre incalculable de facteurs 

internes et externes. A titre d’exemple, un simple organisme unicellulaire telle que la levure 

Saccharomyces cerevisiae impliquée dans la fermentation de la bière présente un protéome 

de plus de 5800 peptides et protéines différents, avec plusieurs milliers de copies de chaque 

par cellule.1 Chez l’Homme, les peptides et protéines remplissent de multiples tâches. Parmi 

elles, les protéines enzymatiques sont les catalyseurs des différentes réactions chimiques 

impliquées dans notre métabolisme, tandis que les peptides agissent de concert avec les 

protéines transmembranaires présentes à la surface des cellules pour délivrer des messages 

entre les milieux intra et extracellulaires.  

Au vu du rôle crucial qu’ont les peptides et protéines dans la majorité des phénomènes 

physiologiques impliqués dans le fonctionnement du corps humain, un dérèglement mineur 

de cette mécanique peut mener à d’importantes pathologies. Laboratoires et entreprises 

pharmaceutiques se sont donc tournés vers l’exploitation de ces biomolécules à des fins 

thérapeutiques. 

Ce manuscrit débutera ainsi avec une première partie décrivant le marché des peptides 

thérapeutiques et les grandes familles de molécules d’intérêt dans ce domaine. Les toxines 

peptidiques d’animaux, macromolécules au fort potentiel thérapeutique, seront plus 

particulièrement abordées. Cette première partie se terminera par une description de la 

synthèse chimique des peptides et des toxines et des difficultés associées, et dressera un état 

de l’art de deux techniques sur lesquelles se sont basées les travaux effectués : la native 

chemical ligation et la formation dirigée de ponts disulfures. La seconde partie sera dédiée à 

la description des développements réalisés au cours de cette thèse. Dans un premier temps, 

les travaux en lien avec la ligation de fragments peptidiques seront décrits, avec la synthèse 

de plusieurs peptides et toxines longs. Les recherches effectuées sur le repliement 

régiosélectif de toxines seront abordées dans un second temps, avec l’évaluation d’une 

première stratégie de repliement, puis avec la mise au point d’une nouvelle stratégie 

employant un schéma de synthèse innovant. Enfin, une conclusion sur les travaux effectués 

et les perspectives envisageables clôtureront ce manuscrit. 
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I. Les peptides thérapeutiques 
 

Les peptides se différencient des protéines par leur taille inférieure (moins d’une 

centaine de résidus) et donc plus accessible synthétiquement. Leur composition élémentaire, 

les acides aminés, étant la même que celle des protéines, les peptides peuvent efficacement 

se substituer aux protéines dans certains processus biologiques. Malgré ce potentiel 

thérapeutique important, ils restent à ce jour encore relativement peu exploités. Ce potentiel 

provient de la capacité des peptides d’être à la fois très sélectifs vis-à-vis de leur cible et d’agir 

à une concentration relativement faible. Enfin, ils sont facilement et rapidement assimilés par 

l’organisme et dégradés en acides aminés, d’où un risque de toxicité moindre. Cette dernière 

caractéristique peut aussi être un point faible en termes de durée d’action. D’autres 

limitations peuvent expliquer l’exploitation encore limitée de ces médicaments potentiels. 

Tout d’abord, leur coût de production reste relativement élevé par rapport aux médicaments 

traditionnels. De plus, leur faible stabilité au sein de l’organisme impose une formulation et 

un mode d’administration contraignant pour le patient. Malgré tout, leurs atouts et leur 

caractère innovant en font des molécules d’intérêt pour les laboratoires et les entreprises 

pharmaceutiques. 

 

A. Marché des peptides thérapeutiques 

Les peptides à usage médical constituent un marché en pleine expansion. La mise en 

place de ce marché a commencé il y a maintenant un siècle avec les découvertes et 

commercialisations de quelques molécules peptidiques ayant des bénéfices sur la santé 

humaine. La concurrence des petites molécules, plus facile à produire et à administrer, a 

initialement été un frein notable au développement des peptides thérapeutiques. Son essor a 

été jalonné par la mise au point de différentes technologies, permettant une caractérisation 

plus aisée de ce type de molécules, les rendant plus accessibles synthétiquement et diminuant 

donc leurs coûts au fil du temps. Ces nouvelles technologies ont alors participé à une synergie 

où les peptides apportaient un mode d’action innovant là où les médicaments classiquement 

utilisés peinaient à se renouveler. 

 

1. Essor des peptides thérapeutiques 

L’utilisation de peptides à des fins thérapeutiques a débuté dès les années 1920 avec 

l’isolation et la caractérisation pharmacologique de l’insuline par Banting et Macleod.2 La 

constatation de son efficacité pour traiter les patients atteints de diabète a été rapidement 

suivie de sa commercialisation. Cette découverte a marqué le début de l’ère des peptides en 

mettant en avant leur pouvoir thérapeutique, et constituait de ce fait une révolution dans le 

domaine médical. L’insuline commerciale sera ainsi produite à partir d’extraits de pancréas de 

porc ou de bœuf pendant plus de 80 années. Ce type d’isolation de peptides à partir d’organes 

a inspiré plusieurs autres études, menant par exemple à l’exploitation de l’hormone 

adrénocorticotrope, ou ACTH (adrenocorticotrophic hormone). Ce peptide de 39 acides 
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aminés, extrait pour la première fois par Collip et coll. à partir d’hypophyses de porc et de 

bœuf,3 permet de traiter certaines pathologies dues à des désordres endocriniens. 

Par la suite, trois découvertes majeures dans les années 1950 et 1960 ont grandement 

participé à l’essor des peptides thérapeutiques. La première est la mise au point en 1950 d’une 

technique de séquençage des peptides par Edman, qui donnera son nom à cette méthode.4 

Ce type de séquençage sera ensuite automatisé en 1967, devenant ainsi l’outil de référence 

pour déterminer la séquence d’acides aminés des peptides. La seconde découverte est la 

première description en 1953 de la synthèse de peptides en solution (SPS) par Du Vigneaud.5 

La SPS fut alors utilisée pour la commercialisation de plusieurs peptides thérapeutiques 

synthétiques tels que l’ocytocine et la calcitonine. Dix ans plus tard, une troisième grande 

avancée réalisée par Merrifield est la mise au point de la désormais bien connue synthèse de 

peptide en phase solide (SPPS, décrite dans la partie III.A.1).6 Sa simplicité, sa rapidité et son 

automatisation deux ans après sa mise au point7 en font rapidement une méthode de choix 

par rapport à la SPS pour le domaine de la recherche. Pour le domaine industriel en revanche, 

l’utilisation de large excès de réactifs à chaque étape rend le processus relativement coûteux 

comparé à la SPS, et il faudra attendre plusieurs décennies avant de voir cette méthode de 

synthèse utilisée par les entreprises pharmaceutiques. 

Deux des pionnières en la matière sont les entreprises Trimeris et Roche avec le 

développement de la synthèse du peptide anti-VIH enfurvitide (ou peptide T-20) à la fin des 

années 1990.8 La production à grande échelle de ce peptide repose en effet sur la synthèse 

par SPPS de trois fragments peptidiques qui sont ensuite condensés en solution.9 L’utilisation 

de la SPPS pour la production de l’enfurvitide à l’échelle de la centaine de kilogrammes a 

d’ailleurs largement participé à la diminution des coûts des matières premières, que ce soit 

les acides aminés protégés, les réactifs de couplage ou les supports solides. Cela a ainsi ouvert 

la porte à la production industrielle par SPPS de nouveaux peptides thérapeutiques, tels que 

le ziconotide, l’exenatide ou le degarelix.10 En parallèle de ces découvertes majeures, la mise 

au point de nouvelles technologies et leur application aux peptides ont également participé à 

la croissance du domaine des peptides. Parmi elles, on peut citer l’analyse et la purification 

par chromatographie en phase liquide à haute performance (high performance liquide 

chromatography, HPLC) développée dans les années 1970, les différentes techniques de 

spectrométrie de masse (mass spetrometry, MS) adaptées aux peptides, ou la production de 

peptides par des organismes génétiquement modifiés. 

Plus récemment, les difficultés rencontrées avec les petites molécules organiques 

classiquement utilisées ont poussé les entreprises pharmaceutiques à se tourner vers 

l’utilisation médicale des peptides. En effet, le durcissement des critères d’autorisation de 

mise sur le marché, en particulier en ce qui concerne la toxicologie, l’efficacité et le caractère 

innovant, a provoqué une augmentation significative du coût de R&D et du nombre de 

médicaments non-peptidiques abandonnés en phase clinique ou pré-clinique.11 Avec le 

développement de méthodes palliant leurs points faibles (décrites dans la partie I.B.2), les 

peptides se sont ainsi imposés comme une alternative innovante aux petites molécules.  
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2. Marché actuel 

En 2017, le marché des peptides thérapeutiques compte un total de 60 molécules 

approuvées et vendues aux Etats-Unis, en Europe et au Japon.12 Le chiffre d’affaires total des 

ventes est estimé à environ 50 milliards de dollars pour l’année 2015, soit 5% des ventes 

globales de produits pharmaceutiques.13 Parmi ces ventes, les peptides dérivés de l’insuline 

comptent pour plus de la moitié, avec des ventes s’élevant à environ 28 milliards de dollars. 

Concernant les peptides non dérivés de l’insuline, quatre ou cinq peptides représentent plus 

de la moitié des ventes de cette catégorie, avec en tête le glatiramère, utilisé pour traiter la 

sclérose en plaque, et l’antidiabétique liraglutide, qui représentent respectivement 4 et 2,4 

milliards de dollars de ventes (Figure 1). 

En 2017, 155 peptides étaient en développement clinique, dont quasiment deux tiers 

en phases II et III. On comptait également plus de 200 peptides en développement 

préclinique.13 Bien que ces peptides couvrent une vingtaine de domaines thérapeutiques 

différents, une majorité est destinée aux domaines des maladies métaboliques et de 

l’oncologie, avec plus de 70 peptides en phases cliniques ou déjà sur le marché. Les domaines 

de l’allergologie et de l’immunologie, de la gastroentérologie, des maladies cardiovasculaires 

ainsi que les peptides antimicrobiens et antiviraux sont également majoritairement 

représentés, avec plus de 60 peptides en développement ou approuvés pour ces quatre 

secteurs confondus.  

Classement des peptides non dérivés de l’insuline par chiffre d’affaires 

Ventes (millions de dollars) 

Figure 1 : classement des peptides non dérivés de l’insuline13 
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Figure 2 : distribution des peptides thérapeutiques par domaine d’application médicale14 

Parmi la soixantaine de peptides disponibles commercialement, quasiment la moitié 

ont été approuvés depuis l’année 2000. Cela témoigne d’une croissance certaine du marché 

des peptides thérapeutiques, qui devrait se maintenir au vu du nombre de molécules 

actuellement en phase clinique avancée. En effet, les taux de succès des principes actifs 

peptidiques sont meilleurs que leurs homologues chimiques, toutes phases confondues, 

comme le montre la Figure 3. Cela assure ainsi un renouvellement constant des peptides à 

usages thérapeutiques pour les années à venir, et laisse donc présager une croissance de ce 

marché. 

 

 

Figure 3 : Probabilité d’approbation des principes actifs chimiques et peptidiques en fonction 
de leur phase de développement clinique. « Molécules chimiques » fait référence aux principes 
actifs chimiques autres que les peptides et protéines. « Réglementation » fait référence à la 
phase d’autorisation de mise sur le marché (un à trois ans). Données issues de la référence 12 
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 Le caractère thérapeutique de l’ensemble de ces peptides repose sur diverses activités 

biologiques. Ces molécules tirent leur pouvoir d’interactions ciblées avec un ou plusieurs 

récepteurs au sein de l’organisme. Ainsi, la grande diversité de peptides naturels ou 

synthétiques permet de répondre à la multitude de récepteurs existants. La compréhension 

du mode de fonctionnement de ces récepteurs est alors essentielle au développement de ces 

médicaments peptidiques. 
 

B. Activités biologiques des peptides  

Chez l’Homme, de nombreuses études sont menées encore aujourd’hui pour 

comprendre davantage l’implication des peptides dans notre physiologie, et en particulier 

leurs rôles dans nos processus vitaux. En effet, les peptides remplissent plusieurs tâches dans 

un organisme : certains jouent le rôle de « messagers » et délivrent des informations 

biochimiques pour activer, inhiber ou stimuler une action biologique : ce sont les hormones 

peptidiques telles que les peptides neurotransmetteurs, également appelés neuropeptides. 

Les peptides antimicrobiens ont quant à eux un effet direct sur une cible définie, ici les 

organismes microbiens. D’autres encore sont utilisés comme outil de prédation par 

différentes familles d’animaux : ce sont les toxines peptidiques. Puisqu’un nombre important 

de pathologies chez l’Homme est lié à des déficiences relatives à ces macromolécules, il est 

important de comprendre comment celles-ci interagissent dans l’organisme et avec quelles 

cibles. 

1. Les familles de peptides et leurs cibles 

L’activité curative des peptides thérapeutiques dépend de leurs intéractions avec un 

récepteur donné, nommés interactions peptide-protéine (qui seront décrites ci-dessous). 

Comme on peut le voir sur la Figure 4, le développement de tels peptides s’est concentré ces 

dernières décennies sur ceux visant quelques familles de récepteurs bien connues.12 Bien que 

les récepteurs couplés aux protéines G (G protein-coupled receptors, GPCRs) prédominent, de 

nouvelles classes de peptides thérapeutiques sont récemment apparues, telles que les 

peptides ciblant les canaux ioniques et les peptides antimicrobiens. 

 

Figure 4 : cibles des peptides thérapeutiques entrant en phase clinique durant les dernières décennies12 
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La classe majoritairement ciblée par les médicaments peptidiques correspond aux 

récepteurs d’hormones ou de neurotransmetteurs peptidiques, et en particulier les GPCRs. 

Ceux-ci étaient en effet la cible de plus de 40 % des peptides thérapeutiques entrés en phase 

clinique entre 2010 et 2017.12 Le nombre de GPCRs exprimé par le génome humain est estimé 

à environ 800 protéines,15 parmi lesquelles on retrouve les GPCRs régulés par des ligands 

endogènes, les endoGPCRs. Ces derniers sont la cible principale des peptides thérapeutiques, 

que l’on considère alors comme des peptides hormonaux.  

Le premier peptide hormonal utilisé de manière thérapeutique pour cibler un GPCR est 

l’ocytocine, synthétisé par Du Vigneaud en 1954.16 Ce peptide de 9 acides aminés contenant 

un pont disulfure est encore aujourd’hui utilisé pour accélérer le travail lors de 

l’accouchement en ciblant les endoGPCRs présents à la surface des cellules de la paroi utérine. 

On trouve également la famille des homologues de la sécrétine, dont les membres ciblent tous 

les GPCRs de classe B. Le peptide de cette famille le plus connu et utilisé à des fins 

thérapeutiques est le glucagon. Cette hormone peptidique de 29 acides aminés agit en tant 

qu’agoniste sur les récepteurs de glucagon principalement présents dans le foie et les reins. 

Son effet hyperglycémiant, décrit dès 1923 par Kimball et Murlin17 et confirmé trente ans plus 

tard,18 est utilisé cliniquement depuis 1962. Une autre classe de peptides ciblant ces GPCRs 

correspond à la famille de l’amyline. Parmi les peptides constituant cette famille, la 

calcitonine, une hormone peptidique de 32 acides aminés, est utilisée pour le traitement de 

l’ostéoporose et de l’hypercalcémie grâce à son action hypocalcémiante.19 

Les GPCRs sont des protéines transmembranaires se caractérisant par une structure 

commune, cristallisée pour la première fois à partir de la rhodopsine par les groupes de 

Stenkamp et Miyano.20 Elle se compose de sept hélices traversant chacune la membrane 

cellulaire, reliées par six boucles (trois extracellulaires et trois intracellulaires, Figure 5). Grâce 

à leur structure transmembranaire, les GPCRs jouent un rôle de messager en transformant un 

stimulus extérieur à la cellule en signal dans le cytoplasme : c’est la transduction de signal.21 

Ainsi, lorsque le GPCR est activé par un ligand extérieur, une modification de conformation 

des hélices transmembranaires lui permet de complexer et d’activer une protéine 

hétérotrimérique de la famille des protéines G, d’où le nom du récepteur. Les sous-unités de 

la protéine G vont alors se dissocier et entrainer de nouvelles signalisations au sein de la 

cellule. Le GPCR, ainsi libéré, pourra de nouveau transmettre un signal. Ce mécanisme est 

décrit sous le nom de cascade de signalisation. 
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Figure 5 : Représentation schématique de la rhodopsine20 

 

Plus récemment, les canaux ioniques sont devenus une cible d’intérêt pour une 

exploitation thérapeutique. Ces récepteurs protéiques transmembranaires, présents à la 

surface de certaines cellules dites excitables, permettent d’émettre des signaux électriques.22 

De par cette propriété, ces cellules sont à la base des phénomènes physiologiques cruciaux 

impliquant le système nerveux allant de la contraction des muscles jusqu’aux tâches cognitives 

telles que la mémorisation. Le rôle des canaux ioniques est de former un pore entre les milieux 

intra et extracellulaire afin de permettre la circulation des ions. Il existe des centaines de ces 

protéines, qui peuvent être classifiées selon plusieurs critères, dont le type de déclencheur 

permettant l’ouverture ou la fermeture du canal et la nature des ions les traversant. En 

fonction du type de déclencheur, on distingue principalement deux classes de canaux 

ioniques. 

- Les canaux ioniques voltage-dépendants23 : l’ouverture et la fermeture de ces canaux 

sont déclenchées par le potentiel électrochimique de la membrane, induit par les différences 

de concentrations en ions entre l’intérieur et l’extérieur de la cellule. Afin de détecter ce 

potentiel, les canaux ioniques voltage-dépendants sont dotés d’un « capteur de tension » sous 

la forme d’une hélice transmembranaire contenant plusieurs résidus basiques. De par leur 

nature ionique, ces résidus induisent un mouvement lors d’un changement de polarisation de 

la membrane se répercutant sur le reste de la protéine, permettant ainsi l’ouverture et la 

fermeture du pore, également constitué d’hélices transmembranaires. Ces canaux sont très 

sélectifs des ions qu’ils laissent circuler. On distingue ainsi les canaux voltage-dépendants 

sodiques (NaV), potassiques (KV), calciques (CaV) et chloriques (ClV) sélectifs des ions sodium, 

potassium, calcium et chlorure, respectivement. Cette sélectivité provient de deux 

caractéristiques principales du pore : sa structure tridimensionnelle et les résidus la 

constituant. 24 
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- Les canaux ioniques ligand-dépendants :25 le changement de conformation du canal 

permettant la circulation des ions est régi par la complexation d’un neurotransmetteur sur un 

domaine extra- ou intracellulaire. Dans le cas d’un récepteur externe, les canaux cationiques 

présentent principalement des récepteurs d’acétylcholine ou de glutamate, tandis que les 

canaux anioniques sont majoritairement régulés par l’acide γ-aminobutyrique et la glycine. 

Ces récepteurs, nommés d’après leur agoniste naturel, peuvent cependant être régulés par 

un grand nombre de ligands différents, agonistes ou antagonistes, en faisant des cibles 

intéressantes d’un point de vue thérapeutique. De plus, il est intéressant de noter que les 

canaux cationiques ligand-dépendants sont bien moins sélectifs vis-à-vis des ions qu’ils 

laissent circuler par rapport à leurs homologues voltage-dépendants. Selon leur structure, on 

distingue deux sous-familles : les récepteurs à boucle cystéine (ou cys-loop), structure 

pentamérique transmembranaire contenant une boucle formée par un pont disulfure, et les 

récepteurs de type glutamate, caractérisés par une structure transmembranaire 

tetramérique, comme représentées schématiquement Figure 6. 

 

Figure 6 : représentation schématique des récepteurs de type cys-loop et glutamate. 
Les représentations du haut correspondent à une unique sous-unité, et celles du bas 
à l’assemblage multimérique de ces sous-unités. Adaptée de la référence 25 

 

Au vu du rôle majeur que jouent les canaux ioniques dans tous les phénomènes liés au 

système nerveux, un dysfonctionnement d’un de ces canaux, dû à une mutation génétique 

par exemple, peut entrainer de graves pathologies. Bien que la majorité des thérapies agissant 

sur les canaux ioniques repose sur l’utilisation de petites molécules, il existe quelques 

exemples de peptides thérapeutiques modulant leur activité. Ainsi le ziconotide, ou Prialt 

d’après son nom commercial (Elan Pharmaceuticals Inc.),26 a été approuvé par la food and 

drug administration (FDA) en 2004 pour le traitement des douleurs chroniques sévères. Celui-

ci agit en tant qu’antagoniste des canaux calciques voltage-dépendants de type N, 

responsables de la propagation et de la transmission de la douleur, en les bloquant de manière 

hautement sélective. Le dalazatide constitue un autre exemple de peptide ciblant un canal 

ionique.27 Ce composé, initialement isolé du venin d’anémone de mer Stichodactyla 
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helianthus,28 est actuellement en phase clinique pour le traitement du psoriasis, maladie auto-

immune entrainant l’apparition de plaques sur la peau. Ces plaques sont provoquées par une 

prolifération de cellules surexprimant les canaux KV1.3. En agissant en tant qu’antagoniste, le 

dalazatide bloque sélectivement ces canaux et permet de supprimer efficacement cette 

prolifération. Les résultats des essais cliniques sont prometteurs, avec notamment peu 

d’effets indésirables liés au traitement.27 

Une autre famille de peptides a récemment attiré l’attention des laboratoires et 

entreprises pharmaceutiques : les peptides antimicrobiens (antimicrobial peptides, AMPs). 

Ces peptides se retrouvent naturellement dans la majorité des organismes vivants et font 

partie de leur réponse immunitaire naturelle face aux différents micro-organismes 

pathogènes (bactéries, champignons microscopiques et virus). Les premiers AMP naturels, les 

gramicidines, ont été extraits par Dubos en 1939 à partir d’un bacille.29  Les gramicidines sont 

ainsi les premiers AMPs à avoir été produits et utilisés à des fins thérapeutiques, notamment 

durant la seconde guerre mondiale.30 De nos jours, plus de 2000 AMPs ont été isolés d’une 

multitude d’organismes vivants et décrits dans la littérature.31 Avec l’arrivée de souches 

microbiennes ayant développé des résistances aux antibiotiques classiquement utilisés, les 

AMPs constituent une alternative particulièrement intéressante pour les entreprises 

pharmaceutiques. Ainsi, plus d’une dizaine de médicaments antibiotiques sont aujourd’hui 

basés sur l’activité antimicrobienne des AMPs.32 Parmi eux, un glycopeptide appelé 

Vancomycine était vendu dès 1954 pour le traitement de diverses infections bactériennes. 

Plusieurs AMPs homologues à ce dernier ont ensuite été approuvés par la FDA dans les années 

2000 et 2010, dont la Dalbavancine, l’Oritavancine et la Telavancine. La majorité des AMPs 

présente plusieurs caractéristiques communes33 : ils sont constitués de moins d’une 

cinquantaine d’acides aminés, dont plusieurs résidus basiques leur conférant une charge nette 

positive et une importante proportion d’acide aminés hydrophobes. Ils sont généralement 

classifiés selon leurs structures secondaires, avec la majorité des AMPs rangés dans la classe 

des peptides α-hélicoïdaux ou ceux présentant un feuillet β.  

Si l’on considère leur mécanisme d’action, la famille des AMPs constitue une classe 

particulière de peptides thérapeutiques. En effet, alors que toutes les familles de peptides 

citées précédemment agissent sur des récepteurs protéiques spécifiques, l’action antibiotique 

de la majorité des AMPs repose sur leur capacité à interagir directement avec les membranes 

cellulaires. Cette capacité provient du fait que les membranes des bactéries présentent de 

multiples charges négatives à leur surface, permettant ainsi une forte interaction ionique avec 

les AMPs, chargés positivement.33 Cette caractéristique est d’ailleurs en partie responsable de 

la sélectivité chez l’Homme des AMPs envers les bactéries, puisque les cellules de 

mammifères, contrairement aux cellules bactériennes, présentent une charge nette 

globalement neutre au niveau de leur membrane. Une fois en interaction avec les membranes 

des bactéries, le caractère amphiphile des AMPs leur permet de s’insérer dans la membrane, 

voire de former un canal, aboutissant à la mort cellulaire. De nombreux mécanismes sont 

décrits dans la litérature.33  

Il existe de nombreuses autres cibles thérapeutiques pour les peptides, aussi bien 

exprimées à la surface des cellules (récepteurs cytokine par exemple) qu’extracellulaires 
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(protéines structurelles, enzymes secrétées, par exemple), dont l’activité peut être modulée 

grâce à l’utilisation de peptides endogènes ou exogènes, agonistes ou antagonistes.  

 

L’action d’un peptide thérapeutique sur un récepteur dépend de leur capacité à 

interagir. Les interactions peptide-récepteur sont présentes naturellement dans tous les 

organismes vivants et représentent 15 à 40 % de toutes les interactions protéine-protéine 

(IPPs) naturelles connues chez l’Homme.34,35 De manière générale, une IPP peut être définie 

comme le contact physique spécifique et réversible, au sein d’un organisme vivant, de deux 

ou plusieurs protéines afin de mener à bien une action biologique particulière.36 Dans le cas 

des interactions peptide-protéine, cela implique qu’une protéine réceptrice formera une 

surface d’interaction donnée, tandis que le peptide la ciblant devra adopter une structure 

aussi complémentaire que possible du récepteur. La notion de réversibilité implique que ces 

interactions sont considérées comme un équilibre : L + P ⇄ LP avec L le ligand, P la protéine et 

LP le complexe ligand-protéine. Cette équilibre repose sur la combinaison de différents types 

d’interactions non-covalentes à l’interface protéine-protéine : des interactions hydrophobes, 

notamment entre résidus aromatiques, des ponts salins entre résidus de charges opposées, 

mais également des liaisons hydrogène.37 La nature de ces interactions peut être déterminée 

grâce à diverses techniques expérimentales telles que la résonance magnétique nucléaire 

(RMN) ou la cristallographie.38 L’interaction du glucagon avec son GPCR a par exemple été 

résolue de cette manière au début des années 2010,39,40 (Figure 7).  

 

Figure 7 : modélisation du GPCR du glucagon (GCGR) lié au glucagon.39 a. et b. le domaine extracellulaire (ECD) est 
représenté en magenta, le domaine transmembranaire en bleu et le glucagon en vert. c. et d. détails des interactions 
entre le glucagon (en vert) et son récepteur. Les résidus du glucagon participant activement aux interactions sont 
signalés en noir. Les résidus du domaine extracellulaire du récepteur ayant une forte importance pour l’interaction sont 
signalés en rouge, ceux ayant une importance moyenne en orange, et ceux ayant une importance mineure en bleu clair. 
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Dans le cadre d’un développement thérapeutique, l’étude de telles interactions a deux 

buts principaux : l’identification de nouveaux composés d’intérêt pour une cible dite 

orpheline, c’est-à-dire dont le ou les agonistes naturels ne sont pas encore connus, ou 

l’analyse détaillée d’IPPs déjà identifiées afin d’affiner la structure d’agonistes ou 

d’antagonistes synthétiques afin que ceux-ci se lient préférentiellement à la cible.41 Ainsi, ces 

études permettent l’identification de nouveaux peptides d’intérêts ayant une forte affinité et 

sélectivité pour le récepteur ciblé. L’affinité correspond à la force de l’interaction. Elle est 

quantifiée par la constante de dissociation Kd égale à la concentration en ligand à laquelle la 

moitié des récepteurs protéiques sont sous forme de complexe avec le ligand à l’équilibre.42 

Ainsi, plus la valeur de Kd sera faible, plus le ligand aura une forte affinité avec sa cible. D’un 

point de vue expérimental, les valeurs mesurées sont appelées dose ou concentration efficace 

médiane (ED50 ou EC50) dans le cas d’un agoniste, et concentration inhibitrice médiane (IC50) 

dans le cas d’un antagoniste, et correspondent à la concentration en ligand ajouté à laquelle 

50 % des récepteurs sont activés ou inhibés. La mesure et la comparaison des constantes de 

plusieurs peptides pour une cible donnée permettent de déterminer le meilleur candidat 

thérapeutique.  

La comparaison des constantes de dissociation d’un ligand pour différentes cibles 

revient à déterminer sa sélectivité pour le récepteur d’intérêt. Cette sélectivité est d’une 

importance majeure lors de l’identification de peptides thérapeutiques, puisque la protéine 

cible sera toujours entourée d’une multitude de cibles différentes. D’un point de vue 

pharmacologique, la forte sélectivité du composé thérapeutique permettra de minimiser les 

effets indésirables dus à son interaction avec des protéines non ciblées. Il est important de 

souligner que la sélectivité est fortement dépendante de la concentration en ligand. En effet, 

à fortes concentrations, la sélectivité d’un ligand diminuera puisque cette haute concentration 

déplacera les équilibres vers la formation de complexes non désirés. Les candidats 

thérapeutiques visant un récepteur donné seront ainsi évalués in vitro en fonction de leur 

affinité et de leur sélectivité, souvent regroupées sous le terme d’efficacité. La sélectivité peut 

être illustrée avec le ziconotide cité précédemment, qui bloque sélectivement les canaux 

calciques voltage-dépendants de type N par rapport à ceux de type L.43 

 De par leur nature, les peptides sont souvent considérés comme de meilleurs principes 

actifs en termes d’efficacité par rapport à leurs homologues non peptidiques. Cela est 

notamment dû au fait que les surfaces d’interactions des IPPs sont bien plus larges et planes, 

et impliquent donc de multiples interactions que les petites molécules ne permettent pas. 44 

Cette caractéristique fait que les peptides agissent généralement à des concentrations très 

faibles par rapport aux petites molécules.  

 

2. Elaboration d’un médicament peptidique 

L’élaboration d’un médicament peptidique doit faire face à un certain nombre 

d’inconvénients importants inhérents à la nature des peptides. La première difficulté majeure 

à l’utilisation de peptides en tant que solution thérapeutique est leur faible stabilité 

métabolique. En effet, ces polymères d’acides aminés sont facilement dégradés par les 
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enzymes protéolytiques présentes dans l’organisme appelées protéases et peptidases.11 Ces 

enzymes ont diverses fonctions primaires, allant de la digestion des aliments à la maturation 

de protéines, qu’elles accomplissent en cassant les liaisons peptidiques amides. Leur présence 

en grandes quantités, en particulier dans le sang, le foie et les reins, et leur diversité 

compliquent considérablement l’utilisation des peptides thérapeutiques. Pour répondre à ce 

problème, deux types d’approches peuvent être employées : l’une, directe, est la modification 

chimique des peptides et l’autre, indirecte, est l’adaptation du mode d’administration.11,45 

La modification chimique des peptides leur permet de ne plus être reconnus par les 

peptidases et ainsi d’augmenter leur durée de vie dans l’organisme. Une des méthodes 

consiste à identifier les sites de coupures des peptidases, via un Ala-scan par exemple, et à 

muter les acides aminés concernés par d’autres acides aminés ou par leurs énantiomères, 

voire à alkyler les azotes formant la liaison amide. Sachant qu’un grand nombre d’enzymes 

protéolytiques dégrade un peptide à partir de ses extrémités N- et C-terminales, une attention 

particulière doit leur être portée.46 La nature des acides aminés présents aux extrémités est 

notamment importante, puisque certains résidus terminaux sont plus sensibles à la 

dégradation enzymatique que d’autres. Leur mutation peut donc présenter un intérêt, ou à 

défaut de mutations, l’acétylation de l’extrémité N-terminale ou l’amidation de l’extrémité C-

terminale permettent de limiter cette dégradation. Une autre possibilité consiste à favoriser 

la formation de structures secondaires au sein du peptide. Cela passe la plupart du temps par 

la cyclisation du peptide, que ce soit par la formation d’une liaison covalente entre les 

extrémités N et C-terminales (cyclisation tête-à-queue), entre les chaînes latérales (ponts 

disulfure entre deux cystéines ou lactame entre une lysine et un acide glutamique ou 

aspartique),47 ou encore en introduisant un bras bifonctionnel non naturel. Au vu de 

l’efficacité de ces modifications, certaines entreprises pharmaceutiques, telle que Bicycle 

Therapeutics, se sont spécialisées dans le développement de telles molécules. L’illustration de 

l’efficacité de ces modifications peut être directement trouvée dans la nature avec l’exemple 

de la cyclosporine A (Figure 8).48 Ce peptide de onze résidus est utilisé depuis les années 1980 

en tant qu’immunosuppresseur pour éviter le rejet de greffe. Issu d’un champignon 

microscopique, il présente une cyclisation tête-à-queue, un acide aminé dextrogyre et 

plusieurs méthylations sur les amines formant le squelette, permettant ainsi une 

administration orale. Plus récemment, la tésamoréline a été approuvée en 2010 en tant 

qu’hormone de libération de l’hormone de croissance, sous le nom commercial Egrifta, pour 

le traitement de la lipodystrophie associée au traitement du VIH. Cet analogue synthétique de 

44 acides aminés a été modifié avec un acide trans-3-hexénoïque à l’extrémité N-terminale, 

augmentant ainsi son temps de demi-vie de quelques minutes à plus d’une heure chez 

l’homme sain.49 
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Figure 8 : représentation schématique de la cyclosporine A50 

L’adaptation du mode d’administration est un autre paramètre que l’on peut adapter 

pour augmenter la biodisponibilité d’une macromolécule peptidique. Deux modes 

d’administration sont classiquement employés : la voie orale et l’injection. Lorsqu’un 

médicament est administré oralement, celui-ci passe successivement dans l’estomac, 

l’intestin, le foie, le sang, les reins et finalement les tissus.51 Ainsi, en plus d’être exposé à une 

forte concentration en peptidases dans le foie et les reins, un peptide administré de la sorte 

sera exposé au pH acide de l’estomac pouvant provoquer sa dégradation, et devra franchir les 

muqueuses intestinales avant de pouvoir atteindre sa cible, bien que ses caractéristiques 

physicochimiques n’y soient pas favorables. Pour ces raisons, l’injection en intraveineuse reste 

depuis longtemps le mode d’administration principale des peptides thérapeutiques. Bien que 

relativement efficace, cette méthode reste néanmoins contraignante pour le patient, et de 

nombreux efforts ont été fait pour trouver des alternatives. Parmi elles, l’exemple le plus 

innovant est certainement le développement d’un implant sous-cutané connu sous le nom de 

DUROS®, capable de délivrer un principe actif en continu pendant plusieurs mois.52 Cette 

technologie est utilisée avec succès depuis 2000 avec la commercialisation du Viadur®, 

implant délivrant du leuprotide acétate, peptide de neuf acides aminés utilisé pour le 

traitement palliatif du cancer de la prostate avancé. Plus récemment, Intarcia Therapeutics a 

utilisé cet implant pour l’administration sous-cutanée de l’exénatide, peptide à l’action 

hypoglycémiante, afin de réguler la glycémie des patients atteints de diabète de type 2.53 Ce 

dispositif, appelé ITCA 650, est en cours d’approbation par la FDA. 

L’inconvénient de la dégradation rapide des peptides par les peptidases constitue 

également une des forces des peptides thérapeutiques. En effet, leurs temps de demi-vie 

relativement faible fait qu’ils ne s’accumulent pas dans les tissus.11 De plus, les produits de 

dégradation des peptides étant des acides aminés, ceux-ci présentent un risque de toxicité 

moindre que les produits de dégradation des petites molécules organiques.  

 

Les avantages et les inconvénients des médicaments peptidiques sont résumés dans le 

tableau ci-dessous (Tableau 1). Les avantages certains de ces macromolécules combinés à une 

dynamique où de nombreux efforts ont été faits pour pallier les inconvénients cités ici, ont 

largement participé à l’essor du marché des peptides thérapeutiques durant les dernières 
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décennies. Les peptides approuvés ou en cours de développement clinique proviennent 

globalement de trois stratégies d’identification : une stratégie dite de « force brute » 

correspondant au screening de librairies de peptides, une stratégie calculatoire identifiant in 

silico les fragments de protéines responsables des IPPs, et une stratégie d’identification et de 

caractérisation de peptides naturels aux divers pouvoirs thérapeutiques.54 Cette dernière 

stratégie se révèle particulièrement intéressante pour une approche industrielle puisqu’elle 

ne nécessite pas la construction, souvent longue et complexe, de librairies de composés. Parmi 

toutes les molécules peptidiques naturelles, une famille de composés se distingue des autres 

par son accessibilité, sa diversité et ses activités biologiques : ce sont les toxines issues de 

venins. 

 

 

 

Avantages Inconvénients 

Sélectivité Chimiquement instable in vivo 

Efficacité Faible biodisponibilité 

Tolérance, faible toxicité Modes d’administration contraignants 

Métabolisation prévisible Coût de production 

Innovant  

Temps de demi-vie court, élimination rapide = durée d’action faible, mais pas 

d’accumulation 

Tableau 1 : avantages et inconvénients des peptides thérapeutiques 
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II. Les toxines : des candidats au potentiel thérapeutique important  
 

La puissance des venins est reconnue par l’Homme depuis plusieurs millénaires. On 

retrouve ainsi des traces de l’utilisation de venins dans un but thérapeutique dès l’antiquité 

avec le médecin grec Galien, qui utilisait les piqûres d’abeilles comme traitement contre les 

rhumatismes. En 67 avant J.-C. certains médecins utilisaient des venins de vipères comme 

coagulants pour traiter les hémorragies par application sur la plaie.55 La médecine 

traditionnelle chinoise utilise également des sécrétions de peaux de crapauds depuis plus de 

1000 ans en tant qu’agent diurétique, anesthésiant et anti-cancéreux.56 Bien que les exemples 

d’utilisations de venins ou d’extraits de venins ne manquent pas dans les médecines 

traditionnelles, il faut attendre les années 1940 avant que la médecine moderne mette en 

place une approche plus rigoureuse de l’utilisation des venins en isolant les composés 

d’intérêt.57 En effet, les venins résultent de milliers d’années d’évolution qui ont permis aux 

espèces venimeuses de se doter de mélanges complexes de dizaines voire de centaines de 

peptides appelés toxines. Alors que ces cocktails de composés sont généralement néfastes 

voire mortels pour l’Homme, chaque toxine prise séparément peut s’avérer être un puissant 

principe actif. L’isolation et la caractérisation de ces toxines représentaient alors un véritable 

défi qui a pu être relevé notamment grâce à l’émergence de nouvelles technologies d’isolation 

et d’identification, dont certaines ont été décrites précédemment.58 Ainsi, des centaines de 

toxines sont aujourd’hui caractérisées structuralement et pharmacologiquement. Malgré 

tout, celles-ci représentent une infime partie du nombre total de toxines estimé. Les venins 

constituent donc une immense source très peu exploitée de biomolécules aux potentiels 

thérapeutiques diversifiés.  

 

A. Organismes d’origine et identification des toxines d’intérêt 

Les animaux ayant développé un système biologique de production de venins sont 

nombreux et variés et sont représentés dans de nombreuses familles : les sangsues, les 

cnidaires (dont les méduses et les anémones de mer), les échinodermes (dont les étoiles de 

mer), les mollusques (dont les cônes de mer particulièrement étudiés) et les vertébrés (avec 

en particulier les serpents, les grenouilles et les lézards, mais également les poissons et les 

mammifères tels que l’ornithorynque et certaines musaraignes). Mais la famille présentant le 

plus grand nombres d’espèces venimeuses reste incontestablement celle des arthropodes, 

avec en tête les scorpions et les araignées. 59 Parmi les classes d’animaux venimeux les plus 

représentées, on compte environ 42000 espèces venimeuses d’araignées recensées, 2200 de 

serpents, plus de 1700 scorpions et environ 700 cônes marins. 

Les venins sont un mélange complexe de sels inorganiques, de petites molécules 

organiques, de peptides et de protéines. Leurs compositions peuvent fortement varier selon 

l’organisme d’origine du venin. De manière générale, les venins d’invertébrés sont 

majoritairement composés de peptides, tandis que la majorité des venins de serpents contient 

une proportion plus importante de protéines.60 Le nombre de composés présents dans un 

venin, de même que leurs fonctions, varient également d’une famille à une autre. Ainsi, les 
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venins de serpents contiennent généralement entre 25 et 50 protéines, ciblant pour la plupart 

le système cardiovasculaire ou neuromusculaire. Les venins d’invertébrés sont globalement 

plus riches, avec plus d’une centaine de peptides par venin de scorpion61 et jusqu’à 1000 

toxines dans les venins de cônes marins62 et d’araignées,63 ciblant majoritairement les 

différentes fonctions du système nerveux.59 Compte tenu de ces chiffres et du nombre 

d’espèces venimeuses recensées, on estime ainsi le nombre minimum de toxines de scorpions 

à environ 100000, de même que pour les toxines de cônes. Les araignées, de par le nombre 

d’espèces, surpassent largement scorpions et cônes réunis, avec une estimation minimum de 

10 millions de peptides. Ces estimations ne sont basées que sur les espèces venimeuses 

recensées, ce qui laisse présager en réalité un nombre bien plus important de toxines si l’on 

considère les espèces qu’il reste à découvrir. Les venins constituent ainsi un gigantesque 

réservoir de molécules bioactives que les laboratoires et industries pharmaceutiques 

commencent à peine à exploiter. 

Les différentes études de venins (et des organes producteurs, les glandes à venins) par 

le biais des multiples approches et technologies disponibles sont réunies sous l’appellation 

venomics. Ce terme regroupe ainsi les études de génomes, de transcriptomes, de 

protéomes/peptidomes ainsi que les études bio-informatiques appliquées aux venins et à 

leurs glandes.64 Chaque venin peut être considéré, au vu de sa composition, comme une petite 

librairie de peptides. Traditionnellement, l’analyse d’un venin se base donc sur un 

fractionnement guidé par l’activité biologique, où le venin passe par plusieurs cycles successifs 

de séparations et de tests biologiques jusqu’à l’isolation du ou des composés d’intérêt.65 Les 

fractionnements successifs sont généralement réalisés par HPLC avec des techniques de 

séparation dites orthogonales, telles que l’utilisation de phase inverse et de phase échangeuse 

d’ions.58 Les structures des toxines d’intérêt sont alors caractérisées, notamment par 

séquençage d’Edman, spectrométrie de masse et RMN. Ce procédé, bien qu’efficace, est 

chronophage, se restreint à l’activité biologique recherchée et demande une quantité de 

venin importante. Pour ces raisons, de nouvelles approches sont désormais employées, tirant 

parti des différentes avancées technologiques, notamment en ce qui concerne 

l’automatisation des outils de détermination structurale et de caractérisation biologique. 58 

Afin de valoriser l’ensemble des composés d’un venin, des études, souvent regroupées 

sous les termes proteomics ou peptidomics, se sont intéressées à l’analyse globale des toxines 

d’un venin. Un premier aperçu de la complexité d’un venin peut être obtenu par l’analyse 

HPLC de celui-ci, donnant une idée du nombre approximatif de composés mais pas de leur 

nature. La détermination de la taille et de la structure des composés d’un venin est réalisable 

à partir des différentes techniques de spectrométrie de masse développées ces dernières 

décennies. Ces techniques se sont ainsi imposées comme les outils indispensables à la 

caractérisation d’un venin. La spectrométrie de masse est effectivement bien adaptée pour 

appréhender la complexité d’un venin puisqu’elle permet, à partir d’un venin brut, de 

déterminer le nombre de toxines présentes dans celui-ci, mais également leurs poids 

moléculaires. Dans ce but, deux types d’analyses sont complémentaires : l’ionisation par 

électronébuliseur (plus communément appelée ESI, ElectroSpray Ionization) et le MALDI 

(Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization). Alors que le MALDI est réputé pour être plus 

résolutif dans l’analyse de mélanges complexes, des phénomènes de suppressions de signaux 
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sont souvent observés, en particulier pour les composés minoritaires.66 Bien qu’un 

fractionnement préalable du venin puisse résoudre ce problème, l’analyse par ESI en phase 

liquide, pouvant être couplée de par sa nature à un système HPLC, se révèle être une solution 

adaptée. Une étude comparative de Biass et coll. témoigne de la complémentarité de ces 

techniques, puisque seulement 21% des toxines d’un même venin de cône sont communes 

aux deux types d’analyses.67 

Un modèle permettant la représentation de la complexité d’un venin a été proposé 

dans les années 2000.63 Ce modèle se base sur le fractionnement du venin par HPLC en phase 

inverse, suivi de l’analyse des fractions obtenues par MALDI. Cela permet le tracé d’un 

diagramme tridimensionnel représentant l’intensité des masses détectées en fonction du 

temps de rétention en HPLC et de la masse, tel qu’illustré Figure 9. L’analyse par MALDI des 

fractions a permis l’identification de certaines toxines présentes dans chaque fraction par 

comparaison avec des bases de données. Dans le cas des venins d’araignées analysés, le temps 

de rétention se révèle non seulement corrélé avec l’hydrophobicité des toxines, mais 

également avec leur structure et donc leur famille. Chaque ilot sur le diagramme 

tridimensionnel représenterait donc une famille de toxines aux structures et propriétés 

pharmacologiques similaires. Bien que ce modèle n’ait été validé que sur quelques venins et 

reste approximatif, il est un bon moyen de représenter de manière concrète un venin. De plus, 

il peut éventuellement diriger le processus de découverte de composés thérapeutiques, en 

associant des toxines encore inconnues aux effets pharmacologiques de composés connus de 

la même famille. 

 

Figure 9 : diagramme tridimensionnel représentant les analyses MS par 
MALDI de chaque fraction du venin d’araignée Hadronyche versuta66 

 

De nombreuses autres technologies ont été mises au point ou adaptées pour l’analyse 

des venins. Le séquençage de novo permet par exemple la détermination de la séquence des 

toxines par MS, en analysant les masses de fragments obtenus soit par digestion enzymatique, 

soit directement par fragmentation en phase gazeuse lors de l’analyse (MS/MS).65 La 

connaissance des points de fragmentations théoriques permet, par des méthodes 

calculatoires, d’accéder à une détermination partielle, si ce n’est totale, de la séquence de la 

toxine. Cette méthode, de par sa sensibilité, nécessite très peu de quantité de matériel et est 
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donc particulièrement adaptée à la caractérisation de toxines, certaines n’étant présentes 

qu’à l’état de traces dans les venins. Le domaine de la bio-informatique a également vu naitre 

des outils adaptés à l’étude des venins. Des bases de données propres à chaque famille 

d’animaux venimeux (ConoServer pour les cônes,68 ArachnoServer pour les araignées,69 etc…) 

ont par exemple été créées pour regrouper les différentes informations relatives aux toxines 

de ces espèces. Ces outils permettent ainsi de retrouver sur un même serveur les séquences 

des toxines, les gènes dont elles sont issues, mais également les structures tridimensionnelles 

et leurs fonctions lorsqu’elles ont été déterminées. 

Les multiples études menées sur les toxines jusqu’à aujourd’hui ont permis de révéler 

une large diversité de structures à travers les différents venins analysés. Ces structures, 

souvent communes au sein d’une même classe d’animaux, sont généralement classées par 

famille et peuvent être reliées à certaines activités pharmacologiques. 

 

B. Structures chimiques et familles de toxines 

La structure d’un peptide est décrite en trois temps : la structure primaire correspond 

à la séquence peptidique, c’est-à-dire à un enchaînement donné d’acides aminés. Cette chaîne 

a la capacité, selon les acides aminés présents, de former différents agencements, notamment 

des hélices α ou des feuillets β, via des liaisons hydrogènes, pour donner la structure 

secondaire du peptide. L’organisation de ces agencements dans l’espace donne la structure 

tertiaire du peptide, ou plus simplement la structure tridimensionnelle. Cette organisation 

spatiale est stabilisée par des liens qui peuvent être non covalents, tels que des liaisons 

ioniques, hydrogène, de Van der Waals, ou covalent sous forme de pont disulfure entre 

cystéines.  

Les toxines, dans leur grande majorité, ont pour point commun d’être fortement 

structurées, donnant des molécules peptidiques compactes et rigides. En effet, les venins sont 

destinés à être injectés, et les toxines, pour agir, doivent atteindre leurs cibles sans être 

dégradées par les différentes protéases et peptidases des organismes. Comme nous l’avons 

vu précédemment, la structuration et le repliement des peptides est un moyen efficace de 

lutter contre cette dégradation enzymatique. Cette caractéristique a ainsi été un critère de 

sélection naturel chez les animaux venimeux durant des milliers d’années, donnant aux 

toxines cette particularité structurale. 59 

A quelques exceptions près, toutes les toxines possèdent des séquences peptidiques 

riches en cystéines. Leur caractère structuré leur est ainsi conféré par une modification post-

translationnelle (post-translational modification, PTM) oxydant deux cystéines pour former 

un pont disulfure. La formation de ponts disulfures entre cystéines réparties le long de la 

chaîne d’acides aminés implique ainsi un repliement de celle-ci, donnant in fine une molécule 

relativement compacte. Il existe une large variété de types de repliements dans les venins, 

généralement appelés folds. Des motifs communs sont malgré tout identifiables, permettant 

ainsi une classification des toxines selon leur structure. 
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1. Structure ICK 

Parmi les structures connues, l’une des plus décrite est certainement le motif ICK, pour 

inhibitor cystine knot.70 Ce type de fold, décrit pour la première fois en 1994, se retrouve 

majoritairement dans les venins d’araignées,71 bien qu’il soit également présent dans les 

venins de scorpions72 et de cônes marins.70,73 Les deux composants principaux du motif ICK 

sont un nœud de cystine formé par trois ponts disulfures et un feuillet β (Figure 10). Les deux 

premiers ponts entre les cystéines C1-C4 et C2-C5 (numérotées par ordre d’apparition dans la 

séquence, de l’extrémité N-terminale vers C-terminale) forment une boucle avec le squelette 

peptidique les connectant. Le troisième pont correspondant aux cystéines C3-C6 traverse 

cette boucle, donnant son nom de nœud au motif ICK. Le feuillet β est constitué d’au moins 

dix résidus s’arrangeant en deux ou trois brins anti-parallèles. Ce feuillet, totalement intégré 

dans le nœud, est notamment stabilisé par le pont C2-C5 reliant les brins constituant les 

extrémités du feuillet. Bien qu’ayant une structure commune, les séquences peptidiques 

formant ce motif sont très diverses et peu conservées en terme de nature des résidus ou de 

longueur. Le motif tire son nom d’« inhibiteur » du fait que les premières molécules 

découvertes comportant ce type de repliement ICK agissent en tant qu’antagonistes de leur 

récepteur cible. 

 

Figure 10 : représentation schématique du motif ICK de l’ω-
conotoxin GVIA.64 Les ponts disulfures sont représentés en orange. 

 

Ce motif est particulièrement redondant dans les venins des araignées.74 La majorité 

des toxines d’araignées présentant le motif ICK a également la particularité d’avoir un feuillet 

β ne contenant que deux brins, là où les toxines ICK d’autres classes d’animaux en ont 

généralement trois. Ces toxines ciblent majoritairement les canaux ioniques des neurones, et 

plus précisément les canaux NaV, KV et CaV, mais également certains récepteurs ligand-

dépendants. Leur mode d’action est divers : certaines toxines peuvent agir directement sur le 

pore en le bloquant physiquement, tandis que d’autres vont interagir avec des domaines 

annexes et modifier la vitesse d’activation ou d’inactivation du récepteur.75 La plupart de ces 

toxines sont spécifiques de sous-familles de ces canaux et modulent leur activité sans modifier 

le fonctionnement d’autres canaux présents. De plus, ces toxines ont une affinité très forte 

pour leur récepteur, avec des valeurs d’IC50 généralement de l’ordre du nanomolaire. Un des 

exemples les plus intéressants est certainement celui de la Protoxin II, décrite pour la première 

fois en 2002.76 Cette toxine de la tarentule Thrixopelma pruriens bloque le canal ionique 
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NaV1.7 humain avec un IC50 de 0,3 nM, faisant ainsi de ce peptide un des modulateurs de ce 

canal le plus affin.77 De plus, la Protoxin II s’avère être cent fois plus sélective pour le NaV1.7 

que pour les NaV1.2 à 1.8.  

Les toxines de cônes marins, appelées conotoxines, sont également riches en motif 

ICK. Ces toxines peuvent être classées de différentes manières : selon leur propriété 

pharmacologique, leur espèce d’origine, la répartition des cystéines le long de la chaîne 

peptidique, la connectivité des cystéines entre-elles (également appelée pattern), et leur 

structure tridimensionnelle.78 On distingue ainsi les familles de folds A à L, avec le fold de type 

C correspondant aux conotoxines formant un motif ICK. Les conotoxines ayant ce type de 

repliement se retrouvent notamment dans les familles pharmacologiques δ (activation ou 

inactivation des canaux ioniques NaV), κ (blocage des KV), μ (blocage des NaV), et ω 

(modulation des CaV).78,79 Parmi ces conotoxines, l’ω-conotoxine GVIA a servi de support pour 

la première description du motif ICK.70  

 

2. Structure CS-αβ 

 Une autre structure bien connue dans les toxines de venins est le motif CS-αβ, pour 

cysteine-stabilized αβ. Cette structure a été identifiée pour la première fois par Cornet et coll. 

en 1995.80 Bien qu’initialement décrite à partir de la défensine A d’une larve, cette structure 

se retrouve largement dans les venins de scorpions, si bien qu’elle est également appelée 

« scorpion toxin-like family ».81 Elle a d’ailleurs été décrite de manière isolée, et sans être 

nommée, dans plusieurs toxines de scorpions bien avant les travaux de Cornet.82,83 Elle 

consiste en une hélice α et un feuillet β de deux ou trois brins anti-parallèles dont la structure 

tridimensionnelle est stabilisée par plusieurs ponts disulfures (trois ou quatre dans le cas des 

toxines de scorpions ; Figure 11). Parmi ces ponts, deux jouent un rôle prépondérant dans 

l’orientation réciproque des structures secondaires.  

 

Figure 11 : représentation schématique du motif CS- αβ de la toxine de scorpion AmmTx384 

 

Les toxines de scorpions peuvent cibler un grand nombre de récepteurs, dont les 

canaux ioniques potassiques, calciques et sodiques, qu’ils soient voltage- ou ligand-

dépendants.85 Le motif CS-αβ est particulièrement bien représenté dans la famille des toxines 
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de scorpions ciblant les canaux potassiques, aussi appelées KTxs. Ainsi, parmi les quatre 

familles de KTxs (α, β, κ, et γ, classées selon les homologies de séquences et les appariements 

de cystéines), trois sont caractérisées par ce motif, l’exception étant la famille κ. La plus grande 

famille est la famille α-KTx avec plus de 140 peptides, bloquant les canaux potassiques avec 

des affinités pouvant descendre à quelques picomolaires. C’est par exemple le cas du peptide 

α-KTx23.1 qui bloque le canal KV1.3 avec une constante de dissociation d’environ 3 pM, dose 

à laquelle cette toxine ne serait pas toxique pour l’Homme.86 En plus de cette forte affinité, α-

KTx23.1 se montre environ 1500 fois plus sélective pour le canal KV1.3 que 10 autres canaux 

potassiques et calciques testés. Avec ces propriétés, cette toxine pourrait s’avérer être un 

excellent composé thérapeutique pour le traitement de maladies auto-immunes impliquant 

la prolifération de cellules surexprimant ce canal, à l’image du dalazatide décrit 

précédemment.  

 

3. Structure trois-doigts 

 Une autre structure peptidique est largement présente dans les venins : il s’agit du 

motif « trois-doigts ». Bien que cette structure soit exprimée dans une grande variété 

d’organismes vivants, dont l’Homme,87 on la retrouve très majoritairement dans les venins de 

serpents.88 Ce motif est présent chez les hydrophiidés (serpents de mer), les colubridés, 

vipéridés et crotalidés, et est particulièrement prépondérant chez les élapidés (cobras, 

mambas et bongares), à l’image du serpent corail Micrurus tschudii dont 95% des toxines 

présentent ce motif.89 Ces toxines de serpent forment la famille des toxines trois doigts, aussi 

appelée famille 3FTx ou TFT (three-finger toxin family). La première toxine découverte 

appartenant à cette famille est l’α-Bungarotoxin, isolée en 1963 à partir du venin de Bungarus 

multicinctus,90 dont la structure a été déterminée avec précision à partir de données 

cristallographiques en 1986.91 Le premier modèle de toxine trois-doigts a cependant été décrit 

en 1976 à partir des erabutoxines.92,93 La famille 3FTx est caractérisée par des peptides de 60 

à 74 résidus s’arrangeant en trois boucles (les doigts, numérotés I, II et III du N-terminal vers 

le C-terminal), formées par des feuillets β, et émergeant d’un petit domaine globulaire 

compact et hydrophobe.94 Ce domaine doit sa compacité à la présence de quatre ponts 

disulfures hautement conservés, s’arrangeant selon le pattern C1-C3, C2-C4, C5-C6 et C7-C8, 

qui constitue une autre caractéristique des 3FTxs (Figure 12A). Cette famille se divise en trois 

sous-familles : les 3FTxs à chaînes courtes dont les chaînes peptidiques sont constituées de 

moins de 66 résidus, les 3FTxs à chaînes longues pour les toxines de plus de 66 acides aminés 

et possédant un cinquième pont disulfure au sein de la deuxième boucle, et les 3FTxs dites 

non-conventionnelles possédant un cinquième pont dans la boucle I. Des exemples de 

structures de chaque sous-famille sont données Figure 12. Comme on peut le voir, la présence 

d’un cinquième pont à la pointe de la boucle I ou II induit une torsion de celle-ci.  
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Figure 12 : Les structures trois doigts. A) représentation schématique de la connectivité des cystéines. La présence d’un 
éventuel cinquième pont est représentée en rouge pour les 3FTxs non-conventionnelles et en vert pour les 3FTxs à chaînes 
longues. B) Exemples de structures tridimensionnelles des différentes sous-familles de 3FTXs. Les ponts disulfures sont 
représentés en jaune.88 

 

Ces variations dans la structure globale des 3FTxs sont responsables de la grande 

diversité de récepteurs affectés par ces toxines. La majorité des 3FTxs cible le système 

cholinergique en agissant sur différents types de récepteurs.88 Le fonctionnement de ce 

système est dépendant d’un neurotransmetteur appelé l’acétylcholine. Celui-ci régule les 

récepteurs de l’acétylcholine (acetylcholine receptors, AChRs), également appelés récepteurs 

cholinergiques, qui peuvent être des canaux ioniques ou des GPCRs appelés récepteurs de 

l’acétylcholine nicotiniques (nAChRs) et muscariniques (mAChRs), respectivement. Le système 

cholinergique joue un rôle majeur dans plusieurs fonctions biologiques vitales du système 

nerveux, telles que la thermorégulation, les processus cognitifs, la contraction des muscles, 

ou la force et la vitesse de battement du cœur. En dehors du système nerveux, le système 

cholinergique régule également des fonctions essentielles telles que la prolifération des 

cellules, leur mobilité, ou leur migration. De par ces fonctions centrales dans l’organisme, un 

dysfonctionnement du système cholinergique peut engendrer de lourdes pathologies, telles 

que les maladies d’Alzheimer ou de Parkinson, mais également des dysfonctionnements 

cardiaques ou neuromusculaires.88  

Les 3FTxs s’avèrent ainsi être des outils pharmacologiques intéressants pour l’étude 

du système cholinergique. En effet, les 3FTxs sont sélectives de certaines sous-familles 

d’AChRs. Par exemple, les α-neurotoxines sont des antagonistes sélectifs des nAChRs des 

muscles,95 les κ-neurotoxines modulent spécifiquement les nAchRs neuronaux,96 tandis que 

les toxines muscariniques ciblent les mAChRs.97 Au sein de chaque sous-famille, les toxines 

montrent une sélectivité pour différents sous-types de récepteurs. De nombreuses études ont 

tiré parti de cette sélectivité pour caractériser ces récepteurs et leur implication dans 

différents phénomènes physiologiques. Les toxines muscariniques MT1, 2 et 3 du venin de 
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mamba vert Dendroaspis angusticeps ont ainsi permis, de par leur sélectivité, d’identifier les 

sous-types de mAChRs responsable de la mémorisation.98 Ces mêmes toxines ont aussi 

montré que ces récepteurs étaient deux fois moins présents chez les patients atteints de la 

maladie dAlzheimer que chez les sujets sains, montrant ainsi leur implication dans cette 

maladie.99 L’α-Bungarotoxin, de la famille des α-neurotoxines, est également largement 

utilisée depuis plus de 50 ans en tant qu’outil pharmacologique.100 Celle-ci est en effet 

sélective de certains sous-types de nAChRs et a ainsi rendu accessible leur étude et leur 

caractérisation. L’utilisation de cette toxine marquée à l’iode 125 a par exemple permis 

l’identification de sous-types de nAChRs impliqués dans la maladie de Parkinson en 2002.101 

Le spectre des récepteurs affectés par les 3FTxs ne se limite pas au système 

cholinergique. Certaines peuvent par exemple bloquer sélectivement les canaux ioniques de 

type L, telle que la calsiseptine.102 Les cardiotoxines peuvent quant à elles influencer le rythme 

cardiaque en ciblant les myocytes cardiaques.103 Enfin, un grand nombre de ces toxines sont 

dites « orphelines », c’est-à-dire que leur récepteur n’a pas encore été identifié, laissant ainsi 

penser que de nombreuses autres utilisations pharmacologiques sont à venir. 

 

Bien que la liste soit loin d’être exhaustive, ces quelques exemples de familles de 

repliements témoignent de la grande diversité de folds existants dans les venins. Comme le 

montre l’étude de Mouhat et coll., pas moins de 23 types de repliement différents existent 

rien qu’au sein des toxines ciblant les canaux ioniques.104 Comme nous l’avons vu à travers 

ces exemples, la vaste majorité des toxines issues de venins contient un ou plusieurs ponts 

disulfures qui leur confèrent un caractère compact et plus ou moins rigide. Ces structures leur 

permettent ainsi d’être résistantes aux variations de chaleur et de pH, et surtout aux 

différentes protéases et peptidases présentes dans l’organisme.105 De même, ces repliements 

sont responsables d’une forte affinité et sélectivité vis-à-vis de leur cible. 59,74 Parmi les 

peptides en général, le toxines forment ainsi une classe particulière de molécules au fort 

potentiel thérapeutique.  

 

C. Exemples de toxines sur le marché 

Comme nous l’avons vu, alors que le cocktail de toxines que constituent les venins 

mène à de sérieuses pathologies pouvant aller jusqu’à la mort, les toxines prises de manière 

isolée peuvent s’avérer être de très bons outils thérapeutiques. Celles-ci sont pourtant restées 

longtemps inexploitées.59 Cela s’explique par plusieurs facteurs, et notamment par la difficulté 

de maintien des espèces venimeuses en captivité, ainsi que la très faible quantité de venin 

produite par chaque individu, limitant largement leur étude. De plus, les techniques 

analytiques de pointe ne sont arrivées que tardivement, repoussant ainsi l’exploitation des 

venins à la fin du XXe siècle. Malgré tout, quelques médicaments basés sur des toxines 

peptidiques sont entrés sur le marché durant les quatre dernières décennies.  

Le premier exemple historique d’un tel médicament est le Captopril, approuvé par la 

FDA en 1981 pour un usage thérapeutique. Le développement de ce médicament est basé sur 
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des peptides isolés du venin de la vipère Bothrops Jararaca par Feirrera et coll. en 1970.106 

Feirrera avait alors constaté que ces molécules pouvaient inhiber l’enzyme de conversion de 

l’angiotensine (angiotensin converting enzyme, ACE). Cette enzyme joue un rôle majeur dans 

la régulation de la pression artérielle en convertissant l’angiotensine I en angiotensine II, 

hormone peptidique à l’action hypertensive. De plus, l’ACE régule également la concentration 

de bradykinine dans l’organisme en la dégradant. La bradykinine est une hormone peptidique 

de neuf acides aminés ayant une action hypotensive qui, de manière intéressante, a été 

découverte en 1949 grâce à l’étude des effets du venin de Bothrops Jararaca sur 

l’organisme.107 Ainsi, l’utilisation d’une toxine inhibant l’ACE a été suggérée pour contrôler la 

régulation de la pression sanguine. Les toxines découvertes par Feirrera n’étant pas actives 

oralement, un screening de plus de 2000 composés a permis d’identifier le motif nécessaire à 

l’IPP avec l’ACE, lui-même menant à un nouveau screening basé sur des homologies de 

structures.108 Ces screenings visaient ainsi à réduire la toxine à une structure minimale tout en 

gardant l’activité recherchée. Le composé le plus actif oralement ainsi révélé était le 1-((2S)-

3-mercapto-2-methylpropionyl)-L-proline, plus tard nommé Captopril et utilisé pour traiter 

l’hypertension (Figure 13).109 Le captopril, bien que non-peptidique, a ainsi montré l’exemple 

et ouvert la porte à l’utilisation des toxines en tant que molécules thérapeutiques. 

 

Figure 13 : Structure chimique du captopril 

  

 Le deuxième exemple d’un tel composé thérapeutique, l’eptifibatide, est également 

issu du venin d’un serpent, la vipère Sistrurus miliarius barbouri. Ce principe actif a été mis sur 

le marché en 1999 pour son action anticoagulante. La coagulation est possible grâce à des 

récepteurs présents sur les plaquettes sanguines, les intégrines. La formation de caillots 

sanguins provient de l’agrégation abusive des plaquettes via ces récepteurs, et en particulier 

les glycoprotéines IIB-IIIA, aussi appelé intégrines αIIbβ3. Le screening de 62 venins de serpent 

a permis d’identifier plusieurs toxines, appelées désintégrines, qui inhibent l’agrégation des 

plaquettes en ciblant les intégrines.110 Celles-ci contiennent toutes le motif RGD dans leur 

séquence, connu pour être la clé de l’interaction avec les intégrines αIIbβ3.111 En particulier, la 

barbourine, une toxine de 73 acides aminés, s’avère très spécifique des intégrines αIIbβ3, là où 

les autres désintégrines ciblent également d’autres récepteurs de ce type. Des travaux sur la 

relation structure/activité de la barbourine ont permis de réduire celle-ci à un peptide de sept 

acides aminés contenant un pont disulfure tout en maintenant une forte affinité et spécificité 

pour les intégrines αIIbβ3 (Figure 14). Par ailleurs, il a été constaté une certaine résistance aux 

protéases présentes dans le sang dû à sa forme cyclique.110 Ce peptide, nommé eptifibatide, 

a ainsi été mis sur le marché sous le nom commercial Integrilin pour la prévention de 

syndromes coronariens aigus. De manière intéressante, le tirofiban, principe actif non 

peptidique mais inspiré d’une toxine issue du venin de vipère Echis carinatus, l’echistatine, 

sera développé sur la même période et pour la même activité anticoagulante, et deviendra un 
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concurrent direct de l’eptifibatide.112,113
 En marge du domaine des venins, la bivalirudine, 

inspirée d’une toxine de sangsue, l’hirudine, a également été approuvée en 2000 pour ses 

propriétés anticoagulantes.114  

 

Figure 14 : structure chimique de l’eptifibatide 

  

Un autre exemple de toxine utilisée à des fins thérapeutiques correspond au 

ziconotide, équivalent synthétique de l’ω-conotoxin MVIIA. Comme vu précédemment, ce 

médicament a été approuvé par la FDA en 2004 pour le traitement des douleurs chroniques 

sévères.26 Cette toxine, extraite du venin de Conus Magnus en 1984,115 est formée par une 

chaîne de 25 acides aminés et contient trois ponts disulfures formant un motif ICK (Figure 

15).116,117
  Cette structure, indispensable à son activité, confère également une certaine 

résistance aux peptidases présentes dans l’organisme. Elle bloque ainsi sélectivement les 

canaux ioniques CaV2.2 avec une constante d’affinité inférieure à 10 pM.118 Ce type de canaux, 

parmi d’autres, est connu pour être impliqué dans les mécanismes conduisant à la douleur.119 

Le ziconotide tire parti de cette sélectivité pour proposer un mode d’action différent des 

opiacés classiquement utilisés, ces derniers ciblant des GPCRs. Face à ces antidouleurs 

classiques, cette conotoxine présente plusieurs avantages : 1) elle se montre active dans le 

cas où les antalgiques opiacés ont peu d’effet, 2) aucune tolérance ni dépendance au 

médicament n’a été recensée et 3) ses effets secondaires sont faibles à petites doses.120 De 

plus, les pouvoirs analgésiques des opiacés et du ziconotide s’additionnent.  

 

Figure 15 : Structure du ziconotide. Les trois ponts disulfures sont représentés par 
des liaisons vertes. Modélisée à partir de http://www.3dchem.com/Ziconotide.asp# 



 

Les toxines : des candidats au potentiel thérapeutique important 
 

37 
 

 Bien que non considérée comme un venin à part entière par certains, la salive du lézard 

Heloderma suspectum, aussi appelé monstre de Gila, est également la source de la découverte 

d’un composé peptidique d’intérêt thérapeutique. L’étude de ce venin a en effet permis 

l’identification d’un groupe de toxines, appelées exendines, dont l’activité hypoglycémiante 

s’avérait intéressante pour une utilisation antidiabétique.121 L’exendine-4, peptide de 39 

acides aminés, montre notamment une résistance particulière aux protéases du plasma 

sanguin.122 Son temps de demi-vie in vivo est ainsi de 2,4 heures dans le plasma sanguin, 

contre deux minutes pour son équivalent naturel exprimé dans le corps humain, le GLP-1. Son 

équivalent synthétique, l’exénatide, est ainsi à la base du médicament Byetta commercialisé 

depuis 2005 pour le traitement du diabète de type 2 (Figure 16).123 Comme nous l’avons vu 

dans la partie I.B.2, des efforts ont été faits quant à l’administration de l’exénatide avec le 

développement de l’ITCA-650, implant sous-cutané permettant de délivrer ce principe actif 

pendant plusieurs mois sans intervention médicale autre que la mise en place du dispositif.53 

 

Figure 16 : structure chimique de l’exénatide. Source : https://cpcscientific.com/exenatide 

 

Ces quelques médicaments peptidiques basés sur l’étude des venins ont montré la voie 

aux industries pharmaceutiques, qui s’intéressent désormais de plus en plus à ces composés. 

D’autres toxines sont actuellement en phase clinique ou préclinique, à l’image du dalazatide 

décrit précédemment.27 Les toxines d’araignées sont par exemple largement étudiées pour 

leur pouvoir antidouleur. Plusieurs de ces toxines sont en effet spécifiques du canal NaV1.7, 

impliqué dans les mécanismes de la douleur avec entre autres le CaV2.2 cité plus tôt. C’est le 

cas de la Protoxin II vu précédemment, mais également de l’huwentoxin IV, de la μ-

theraphotoxin-Pn3a, de la ceratotoxin-1 et de la GpTx-1, toutes issues de venins d’araignées.64 

Ces toxines ont ainsi fait l’objet d’études approfondies, en particulier d’optimisation de 

structures, menant à certains homologues particulièrement affins et sélectifs de ce canal. Un 

analogue de l’huwentoxin IV, dont trois acides aminés ont été mutés, a par exemple permis 
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d’obtenir un IC50 d’environ 0.5 nM pour le NaV1.7.124 De même, un mutant de GpTx-1 

présente un IC50 de l’ordre du nanomolaire, avec en plus une très forte sélectivité pour le 

NaV1.7 face au NaV1.1 et NaV1.6.125 Les toxines d’araignées ne sont pas les seules à cibler ce 

canal. En effet, une toxine de scolopendre de 46 acides aminés et contenant trois ponts 

disulfures, la μ-SLPTX-Ssm6a, montre également une forte affinité pour celui-ci. 126 Avec un 

IC50 d’environ 25 nM, celle-ci est 30 à 150 fois plus sélective pour le NaV1.7 que les autres NaV 

humains, et se montre ainsi plus efficace que la morphine chez les rongeurs. De plus, sa 

séquence ne présente d’homologies avec aucun peptide connu à ce jour, laissant penser 

qu’elle bloque le NaV1.7 avec un mode d’action différent des toxines d’araignées. Les cônes 

marins constituent également une source de candidats thérapeutiques. En effet, sur la base 

d’outils bioinformatiques, Essack et coll. estiment que parmi toutes les conotoxines 

découvertes en plus de quatre ans (2007 à 2011), une centaine avait un potentiel 

thérapeutique important.127 Celles-ci, en ciblant différents récepteurs, pourraient avoir une 

application dans diverses maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson ou 

d’Alzheimer. 

 Bien que toutes ces molécules présentent un intérêt certain d’un point de vue médical, 

leur exploitation repose sur l’obtention de leur version synthétique. En effet, les espèces 

venimeuses ne produisent que très peu de venin, et chaque toxine dans un même venin n’est 

généralement présente qu’à hauteur de quelques pourcents. Plusieurs centaines de kilos de 

peptide, voire quelques tonnes, sont nécessaires pour alimenter un marché thérapeutique de 

taille conséquente.9 Dans ce but, extraire la toxine d’intérêt d’un venin n’est donc pas 

envisageable. Ainsi, plusieurs méthodes ont été développées afin d’obtenir synthétiquement 

les toxines, et plus généralement les peptides. 
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III. Obtention de peptides et protéines 
 

La première méthode historique d’obtention de peptides et protéines est l’extraction 

à partir d’organismes vivants ou d’organes. Par définition, cette méthode ne permet pas la 

production de peptides non-naturels ou modifiés. L’obtention de peptides par voie 

synthétique a donc fait l’objet de très nombreuses études, menant à plusieurs méthodes de 

synthèse de peptides. Parmi elles, des voies biologiques sont employées en utilisant des 

organismes génétiquement modifiés, ou à défaut uniquement leur système d’expression de 

peptides. La SPS et la SPPS, citées précédemment, se basent quant à elles sur des procédés 

chimiques pour obtenir les séquences peptidiques désirées. Ces différentes méthodes ont 

toutes leurs avantages et leurs limitations. Les voies biologiques permettent la production de 

longs peptides à grande échelle, tandis que la SPS sera plus adaptée à la production de 

peptides relativement courts. Cette dernière permet en outre une bonne isolation et 

caractérisation des intermédiaires de synthèse, au détriment d’un développement de procédé 

plutôt long. La SPPS, de par son principe, ne permet pas un suivi direct de la synthèse des 

peptides, mais facilite et accélère grandement l’enchaînement des étapes de couplages des 

acides aminés en se basant sur un support solide. Contrairement aux voies biologiques, les 

méthodes chimiques permettent de plus une incorporation aisée de résidus non naturels. 

Au cours des travaux exposés dans ce manuscrit, la SPPS a été la voie de synthèse 

exclusivement employée pour l’obtention des peptides. Ainsi, seule cette dernière sera 

abordée dans cette partie. Comme nous le verrons, la SPPS présente une limitation en terme 

de longueur de séquences pouvant être obtenues. Pour pallier cet inconvénient, une méthode 

de ligation de fragments peptidiques, la native chemical ligation, a été employée et sera 

détaillée. De plus, la SPPS permet l’obtention de la chaîne d’acides aminés sous sa forme 

linéaire. Ainsi, dans le cas des toxines, une attention toute particulière doit être portée à 

l’appariement des cystéines lors du repliement oxydatif final. De cet appariement dépendra 

la reproduction fidèle de la structure tridimensionnelle naturelle de la toxine, pour ainsi lui 

conférer l’action biologique recherchée. 

 

A. Synthèse de peptides par SPPS 

La SPPS a été inventée par Merrifield en 1963.6 Celle-ci se base sur l’utilisation d’un 

support solide, appelé résine, insoluble dans les solvants utilisés pour la synthèse, et d’acides 

aminés protégés orthogonalement sur les chaînes latérales et les amines N-terminales. Le 

premier résidu est alors fixé sur la résine grâce à un lien stable dans les conditions de synthèse, 

mais qui pourra être coupé une fois la séquence peptidique obtenue. La SPPS est alors décrite 

comme la succession de deux étapes clés : la déprotection de l’amine N-terminale du résidu 

fixé sur la résine, puis le couplage de cette amine libre sur l’acide carboxylique d’un nouvel 

acide aminé pour former un lien amide. La répétition de ces deux étapes permet ainsi de 

réaliser la synthèse d’un peptide de l’extrémité C-terminale vers le N-terminale (Figure 17). 

Enfin, le peptide est récupéré en solution grâce à un traitement de la résine dans des 

conditions permettant la coupure du lien entre l’extrémité C-terminale du peptide et le 
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support. L’avantage de la SPPS par rapport à la SPS réside dans le fait que les réactifs utilisés 

sont éliminés par simple filtration, seul le produit voulu après chaque réaction restant 

accroché sur le support solide. Cela permet ainsi l’utilisation d’un large excès de chaque réactif 

afin d’atteindre des rendements de réaction quasi quantitatifs. De plus, l’automatisation 

possible de ces cycles de synthèse représente l’atout majeur de la SPPS. 

 

Figure 17 : schéma de principe de la SPPS. R représente une chaîne latérale et GP un groupement protecteur 

 

A partir de ce principe, de nombreuses optimisations ont été apportées, notamment 

concernant les stratégies de protections l’amine et des chaînes latérales. Ainsi, deux stratégies 

principales de synthèse de peptides sur support solide sont aujourd’hui utilisées : la stratégie 

Boc pour tert-butyloxycarbonyle, et la stratégie Fmoc pour fluorénylméthyloxycarbonyle, du 

nom du groupement protecteur de l’amine alpha. Bien que la stratégie Boc soit réputée pour 

fournir de meilleurs rendements de synthèse par rapport à la stratégie Fmoc,128 notamment 

dans le cas de séquences difficiles à synthétiser, sa mise en place repose sur l’utilisation 

d’acide fluorhydrique pour l’étape finale de séparation de la résine et de déprotection des 

chaînes latérales. De nos jours, les contraintes matérielles que cela implique réservent cette 

stratégie à quelques laboratoires très spécialisés.  

Pour pallier cela, la majorité des peptidistes s’est tournée vers la stratégie Fmoc, 

utilisant des réactifs moins contraignants. Les nombreuses optimisations faites sur cette 

stratégie ont mené aujourd’hui à une technologie mature avec une bonne qualité générale de 

synthèse. Cela passe par la limitation, voire la suppression des différentes réactions 

secondaires propres à cette stratégie, notamment grâce à l’introduction de groupements 

protecteurs adaptés des chaînes latérales, mais également du squelette peptidique. De plus, 

l’introduction de nouveaux supports solides et de blocs dipeptidiques permettent l’accès à 

des séquences dites difficiles. 
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1. Principe de la SPPS en stratégie Fmoc 

La stratégie Fmoc a été décrite pour la première fois par Meienhofer en 1978.129  Cette 

technique repose sur l’utilisation du groupement protecteur fluorénylméthyloxycarbonyle 

pour la protection de la fonction amine en N-terminal de l’acide aminé.130 En synthèse 

peptidique, la déprotection de ce groupe est généralement réalisée à l’aide d’une solution de 

pipéridine via une β-élimination. En combinaison avec le Fmoc, des groupements protecteurs 

orthogonaux au Fmoc et sensibles aux acides sont utilisés pour la protection des différentes 

chaînes latérales. Ceux-ci resteront donc sur les acides aminés tout au long de la synthèse et 

pourront être retirés en même temps que le décrochage final du peptide de la résine. Les 

résines communément utilisées sont sensibles aux acides, et l’acide trifluoroacétique (TFA) 

est généralement utilisé à forte concentration pour réaliser la déprotection totale du peptide. 

 L’étape clé dans cette stratégie est le couplage de l’acide aminé. En effet, le rendement 

et la qualité de synthèse reposent principalement sur le bon déroulement de la formation des 

liaisons amide. Cette étape se déroule en deux temps, tout d’abord l’activation de l’acide 

carboxylique de l’acide aminé à coupler grâce à un agent de couplage électroattracteur, puis 

l’attaque nucléophile de l’amine N-terminale de la séquence en cours d’élongation sur ce 

carbonyle activé (Figure 18).131 Pour être efficace, un agent de couplage doit donc être à la 

fois un bon nucléophile pour l’étape d’activation, et un bon nucléofuge pour l’étape de 

couplage. 

 

Figure 18 : formation d’une liaison peptidique. X représente l’agent de couplage. 

 

Lors de synthèses automatisées, l’acide carboxylique est le plus souvent activé in situ. 

Plusieurs classes d’agents de couplage peuvent alors être utilisées, les plus courantes étant 

les carbodiimides, les acylazoles, et plus récemment les sels de phosphonium et les sels 

d’uronium.131 En stratégie Fmoc, le carbodiimide principalement utilisé est le 

diisopropylcarbodiimide (DIC). Cette espèce, légèrement basique, réagit spontanément avec 

l’acide carboxylique à activer pour donner l’O-acylisourée correspondante. Celle-ci réagit 

ensuite avec l’amine N-terminale présente sur la résine pour former la liaison peptidique 

(Figure 19). Alternativement, dans le cas de la présence de plus de deux équivalents d’acide 

aminé à coupler, l’acide carboxylique de celui-ci peut réagir avec l’O-acylisourée pour donner 

l’anhydride symétrique correspondant, qui pourra lui-même réagir avec l’amine.  
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Figure 19 : formation d’une liaison peptidique avec le DIC 

 

 Concernant les acylazoles, le plus utilisé en synthèse peptidique en stratégie Fmoc est 

le carbonyldiimidazole (CDI).132 Ce composé basique réagit avec l’acide carboxylique à coupler 

pour donner l’acylimidazole correspondant et un équivalent d’imidazole, ce qui permettra en 

présence de l’amine N-terminale de réaliser le couplage de l’acide aminé (Figure 20).  

 

Figure 20 : Formation d’une liaison peptidique avec du CDI 

 

 Plus récemment, les sels de phosphonium sont également entrés dans le domaine de 

la synthèse peptidique, avec en premier le (Benzotriazol-1-

yloxy)tris(dimethylamino)phosphonium hexafluorophosphate (BOP, figure 21).133 Parmi les 

plus répandus et les plus efficaces, on trouve désormais l’hexafluorophosphate de 

bromotri(pyrrolidino)phosphonium (PyBroP)134 et l’hexafluorophosphate de benzotriazol-1-

yloxytri(pyrrolidino)-phosphonium (PyBOP, Figure 21 ).135 En particulier, Le PyBroP se montre 

très efficace pour le couplage d’un résidu sur une amine secondaire, mais également pour le 

couplage d’acides aminés encombrés tels que l’acide α-aminoisobutyrique.134 Avec le PyBOP, 

la réaction de couplage se fait via la formation d’un ester activé d’hydroxybenzotriazole en 

présence d’une base, généralement la diisopropyléthylamine (DIPEA, Figure 22). Avec le 

PyBroP, la formation de la liaison peptidique peut passer par la formation d’un anhydride 

symétrique lorsque l’acide aminé est introduit en excès en l’absence de HOBt, de la même 

manière que lorsque le DIC est utilisé.136 
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Figure 21 : structures chimiques du BOP,  PyBOP et du PyBroP 

 

 

Figure 22 : Formation d’une liaison peptidique avec du PyBOP 

 

Les sels d’uronium, également appelés sels d’aminium, présentent de par leur 

structure une réactivité proche des sels de phosphonium. Parmi les nombreux composés 

représentant cette famille, l’hexafluorophosphate de 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-

tetramethyluronium (HBTU) est généralement le plus accessible commercialement, et a été 

largement utilisé durant les travaux décrits ici.137 Ce composé forme un ester activé en 

présence d’une base de la même manière qu’avec le PyBOP (Figure 23). 

 

Figure 23 : formation d’une liaison peptidique avec du HBTU 
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 Lors d’un couplage en SPPS automatisée, l’activation de l’acide carboxylique se fait très 

souvent en présence de l’amine N-terminale de la chaîne en cours d’élongation. Celle-ci peut 

réagir avec les sels d’uronium de la même manière que l’acide carboxylique, menant à la 

formation d’une guanidine substituée.138 La formation de ce groupe empêche ainsi le couplage 

du prochain acide aminé. Afin d’éviter cette réaction secondaire, un léger défaut de sel 

d’uronium est introduit lors du couplage. Si ceci n’est généralement pas un problème en SPPS 

où un large excès d’acide aminé est utilisé, cela empêche l’utilisation du HBTU et de ses 

analogues pour le couplage de composé coûteux que l’on ne souhaite pas introduire en excès, 

ou pour la condensation de fragments peptidiques, généralement introduits en quantités 

équimolaires. Dans ces cas-là, l’utilisation de sels de phosphonium sera préférée. 

 D’autres réactions secondaires propres à la SPPS en stratégie Fmoc sont décrites. Afin 

d’obtenir des synthèses peptidiques de qualité et avec de bons rendements, il est important 

de les prendre en considération et de les limiter autant que possible. Plusieurs optimisations 

peuvent également être apportées lors de l’automatisation de la SPPS. 

 

2. Optimisations de la SPPS en stratégie Fmoc 

Grâce à l’automatisation de la SPPS à l’aide de synthétiseurs de peptides, plusieurs 

optimisations, qui seraient laborieuses lors d’une synthèse réalisée manuellement, peuvent 

être apportées au procédé. Parmi elles, la répétition du couplage d’un acide aminé difficile à 

coupler permet d’augmenter le rendement final et d’éviter la formation d’un peptide 

présentant une délétion. Dans le cas où l’acide aminé n’est pas totalement couplé même après 

plusieurs répétitions, une étape dite de capping peut être réalisée avec de l’anhydride 

acétique. Cela permet de bloquer les chaînes n’ayant pas réagi avec l’acide aminé en acétylant 

l’amine N-terminale. De cette manière, la formation de peptides délétés est évitée au profit 

de la formation de peptides tronqués, facilitant la purification par HPLC après synthèse. 

Lorsque le rendement de couplage de plusieurs acides aminés successifs dans la chaîne 

peptidique désirée est faible, même après répétition des couplages, on parle alors de 

séquence difficile à synthétiser.139 Ce cas de figure est souvent lié à la formation de structures 

secondaires au sein du peptide en croissance, généralement des feuillets β, provoquant 

l’agrégation de la chaîne sur elle-même ou de plusieurs chaînes entre elles. Cela rend les 

amines N-terminales des chaînes en cours d’élongation faiblement accessibles pour les résidus 

suivants, et diminue ainsi fortement les rendements de couplage. Ce phénomène, principale 

cause d’échec de synthèse, est favorisé par plusieurs facteurs. Parmi eux, un taux de 

substitution de la résine trop important et l’utilisation d’un solvant non adéquat pour la 

solvater sont deux causes externes courantes. La multitude de supports solides disponibles 

commercialement peut cependant assez facilement résoudre cette problématique. 

Le paramètre intrinsèque le plus déterminant est la séquence peptidique en elle-

même. En effet, l’agrégation des chaînes peptidiques est principalement causée par une 

combinaison d’acides aminés et de groupements protecteurs favorables à ce 

phénomène.140,141 De nos jours, plusieurs outils informatiques permettent la prédiction du 

potentiel d’agrégation des séquences peptidiques, le premier en date et certainement le plus 
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utilisé étant Peptide Companion.142 A partir de ce programme, ou après analyse par 

spectrométrie de masse des peptides tronqués provenant d’une synthèse non satisfaisante, il 

est possible d’identifier les zones difficiles d’une séquence donnée. Une des méthodes de 

choix pour améliorer le couplage des acides aminés impliqués consiste à introduire en amont 

de la zone difficile un dipeptide sous forme de pseudoproline.143 Cette structure chimique 

imite la capacité qu’a la proline à casser les feuillets β en introduisant un coude dans la chaîne 

peptidique. Les pseudoprolines s’inspirent ainsi du caractère cyclique de la proline pour 

imposer cette contrainte. De plus, la suppression du proton porté par l’azote formant la liaison 

amide empêche également la formation de ces feuillets β. Ces dipeptides sont constitués d’un 

acide aminé quelconque protégé par un Fmoc en N-terminal et d’une sérine, thréonine ou 

cystéine comme résidu C-terminal. La chaîne latérale de ce dernier est cyclisée avec l’azote du 

lien amide sous la forme d’une oxazolidine ou d’une thiazolidine, le plus souvent diméthylée 

(Fmoc-AA-AAx(ψMe,Mepro)-OH, avec AAx une sérine, thréonine ou cystéine, Figure 24). Ce 

dipeptide est introduit comme un acide aminé standard en SPPS, et la présence de TFA permet 

de rompre le cycle et de récupérer la structure naturelle du peptide. L’efficacité de cette 

stratégie a été prouvée à maintes reprises et est largement utilisée au sein du laboratoire pour 

améliorer les rendements de synthèses peptidiques.144  

 

Figure 24 : structure chimique générale d’une pseudoproline diméthylée 

 

Outre la présence de zones difficiles au sein d’une séquence, plusieurs réactions 

secondaires peuvent diminuer drastiquement les rendements de synthèse si les précautions 

pour les limiter ne sont pas prises. L’avènement des synthétiseurs de peptides couplés à un 

mode de chauffage du réacteur, généralement par micro-ondes ou infra-rouge, a notamment 

fait ressurgir certaines de ces réactions auparavant contrôlées.145 L’une de ces réactions 

indésirables est la racémisation des acides aminés. La stéréochimie des résidus dans un 

peptide a en effet une importance capitale pour obtenir l’activité biologique recherchée. Pour 

cela, la racémisation doit être limitée au maximum lors du couplage des acides aminés. Celle-

ci peut se produire sur l’acide aminé activé selon deux mécanismes.131 Le premier est une 

énolisation directe de l’acide aminé via l’abstraction du proton en α par la base utilisée pour 

le couplage (Figure 25).  
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Figure 25 : racémisation d’un acide aminé durant son couplage via la formation d’un énolate 

Afin de limiter ce mécanisme de racémisation, l’usage d’une base encombrée est 

recommandé en SPPS, d’où l’utilisation classique de la DIPEA pour les couplages peptidiques. 

Certains acides aminés sont plus sensibles à la racémisation que d’autres. C’est le cas de 

l’histidine, dont l’amine non protégée de la chaîne latérale joue le rôle de base pour former 

l’énolate par un mécanisme intramoléculaire.146 La cystéine est également très sensible à la 

racémisation par le mécanisme décrit dans la Figure 25.147 Pour les acides aminés dont la 

racémisation est détectée, et pour la cystéine en particulier, l’usage d’une base plus 

encombrée et plus faible du type 2,4,6-collidine ou N-méthylmorpholine est généralement 

recommandée.148 

Le second mécanisme bien connu de racémisation passe par la formation d’une 

oxazolone catalysée par la base présente lors du couplage, comme représenté Figure 26.149 

Ce mécanisme est possible lorsque l’amine de l’acide aminé est acylée, donc en particulier lors 

du couplage de fragments peptidiques.  

 

Figure 26 : racémisation d’un acide aminé durant son couplage via la formation d’une oxazolone 

 

La protection de l’amine par un carbamate, comme c’est le cas avec le Fmoc, permet 

de limiter la formation de l’oxazolone.131 L’activateur utilisé doit également être choisi avec 

soin pour prévenir la racémisation du résidu. En effet, un agent de couplage activant 

fortement l’acide carboxylique en ester permettra un couplage rapide, et diminuera donc la 

proportion de racémisation durant l’étape d’activation. Cependant, une activation excessive 

risque également d’augmenter la formation d’oxazolone en formant un très bon groupe 

partant, menant à une racémisation plus importante. Ainsi, dans le cas de couplages réalisés 

avec un carbodiimide, il est vivement conseillé d’utiliser un additif de la famille des 

hydroxybenzotriazoles, connus pour diminuer la racémisation en convertissant l’O-acylisourée 
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en un ester activé de cet additif.131 Celui-ci évite également la formation du N-acylurée 

correspondant, espèce non réactive pouvant diminuer les rendements de couplage. C’est pour 

cette même raison que les agents de couplage les plus utilisés (PyBOP, HBTU, …) ont été 

conçus pour contenir un dérivé d’hydroxybenzotriazole, qui participe activement aux 

mécanismes de couplage. 

Une autre réaction secondaire prépondérante durant la SPPS est la formation 

d’aspartimide. Celle-ci est particulièrement problématique puisqu’elle peut être à la fois 

catalysée par une base ou un acide, et se met en place aussi bien sur support solide qu’en 

solution.150 Cette réaction indésirable est possible dès lors qu’un acide aspartique est introduit 

dans une séquence peptidique, et peut également se faire dans une moindre mesure avec 

l’asparagine et l’acide glutamique (on parlera alors de formation de glutarimide). L’acide 

aspartique est généralement introduit en SPPS protégé sous forme d’un ester. Celui-ci est un 

bon groupe partant lors de l’attaque nucléophile de l’azote impliqué dans la liaison amide avec 

le résidu présent côté C-terminal, menant ainsi à la formation de l’aminosuccinimide 

correspondant (Figure 27). A cette étape, le proton de l’aspartimide correspondant au Hα de 

l’acide aspartique précurseur est relativement plus acide, ce qui mène à la racémisation 

accélérée de l’aspartimide.151 Le cycle peut ensuite être réouvert par une attaque nucléophile 

sur l’un des deux carbonyles de l’aminosuccinimide. Lorsque l’eau joue le rôle de nucléophile, 

cela mène à la formation du peptide avec le résidu Asp racémisé, ou à l’isopeptide 

correspondant. Ce cas de figure est particulièrement problématique puisque ces sous-

produits possèdent la même masse moléculaire que le peptide désiré et ne peuvent être 

détectés en spectrométrie de masse, et sont généralement difficilement séparables par 

purification en phase inverse. Dans le cas où la pipéridine, utilisée pour la déprotection du 

Fmoc, joue le rôle de nucléophile dans ce mécanisme, deux sous-produits correspondants au 

pipéridinyl-peptide et pipéridinyl-isopeptide sont obtenus. Ceux-ci peuvent être détectés par 

spectrométrie de masse et correspondent à un adduit +67 Da par rapport à la masse voulue. 

Ces quatre sous-produits, ainsi que l’aspartimide lui-même, peuvent tous être obtenus à 

l’issue de la synthèse d’un peptide contenant un acide aspartique.  

 

Figure 27 : formation d’aspartimide et des sous-produits correspondants 
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Au vu du mécanisme, la formation de l’aspartimide est fortement dépendante du 

résidu présent en C-terminal de l’acide aspartique. Ainsi, le motif Asp-Gly formé avec une 

glycine, faiblement encombrée, sera le cas de figure le plus favorable à sa formation.152 Un 

des moyens pour supprimer totalement la formation d’aspartimide durant la SPPS consiste à 

protéger l’azote de la liaison amide impliquée. Le groupement le plus efficace pour cela est le 

diméthoxybenzyle (Dmb).152 Le motif Fmoc-Asp(OtBu)-N(Dmb)Gly-OH, disponible 

commercialement, peut directement être introduit lors de l’élongation de la chaîne de la 

même manière qu’un acide aminé classique. Cela évite le couplage difficile de l’acide 

aspartique sur l’amine secondaire de la glycine protégée par le Dmb. Ce groupement 

protecteur, sensible aux acides, sera déprotégé lors du traitement final au TFA. Cependant, la 

formation d’aspartimide sera susceptible de se produire en solution, et une attention 

particulière devra être portée à la manipulation de tels peptides. 

De très nombreuses autres réactions secondaires peuvent se produire lors de la SPPS, 

comme en témoigne les 376 pages du livre « Side Reactions in Peptide Synthesis ».153 Celles-

ci sont cependant moins généralisables et doivent être étudiées au cas par cas. Bien que la 

connaissance des différents mécanismes régissant la SPPS et les réactions indésirables 

associées permettent de synthétiser une grande diversité de peptides avec quelques 

optimisations, certaines séquences restent tout de même inaccessibles. C’est le cas des 

peptides longs, c’est-à-dire contenant plus d’une cinquantaine d’acides aminés. Au-delà de 

cette limite théorique, fortement influencée par la séquence peptidique, les synthèses sont 

bien souvent inexploitables. Cela est dû à l’accumulation de sous-produits issus de 

l’agrégation des chaînes peptidiques, rendant incomplets les couplages et les déprotections 

des Fmoc. De même, la succession d’acides aminés encombrés mène bien souvent à des 

couplages partiels de ces résidus. Ainsi, la pureté du peptide voulu diminue inexorablement 

avec l’augmentation du nombre de résidus, si bien que celui-ci se trouvera uniquement à l’état 

de traces à la fin de la SPPS. Pour pouvoir accéder à des peptides plus longs voire des 

protéines, différentes méthodes de ligations chimiques ont été mises au point, dont la 

désormais bien connue Native Chemical Ligation (NCL). 

 

B. Native Chemical Ligation 

Afin d’accéder à des peptides de tailles relativement importantes, différentes 

méthodes de ligations de fragments peptidiques ont été développées. Une des premières 

approches avancées consiste en la condensation de deux fragments peptidiques protégés sur 

support solide ou en solution.154 Bien que cette méthode ait prouvé son efficacité par le 

passé,9 celle-ci souffre de plusieurs inconvénients. Parmi eux, la solubilisation parfois difficile 

de fragments protégés141 et la racémisation de l’acide aminé activé pour la condensation sont 

deux problèmes majeurs.155 Les points de condensation possibles sont également limités 

puisqu’il faut prendre en considération l’encombrement des résidus impliqués. Pour ces 

raisons, le développement d’une méthode généralisée de ligation impliquant des fragments 

non protégés, et donc chimiosélective, était nécessaire. La NCL a ainsi été mise au point en 
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1994 par Dawson et Kent.156 Cette réaction est la première décrite pour donner une liaison 

peptidique, dite native, entre deux fragments déprotégés, contrairement aux autres ligations 

chimiques existantes. 

 

1. Mécanisme et extensions de la NCL 

La NCL permet la ligation d’un fragment portant une fonction thioester à son extrémité 

C-terminale avec un second fragment présentant une cystéine à son extrémité N-terminale. 

La ligation s’effectue ainsi sélectivement aux extrémités de chaque fragment grâce à un 

mécanisme en deux étapes (Figure 28): (i) un équilibre de trans-thioestérification via une 

attaque de la fonction thiol de la chaîne latérale de la cystéine en N-terminal sur la fonction 

thioester de l’autre fragment et (ii) un transfert intramoléculaire irréversible de la fonction 

carbonyle du S vers l’amine de la cystéine.156 Cette deuxième étape, appelée S-to-N acyl shift, 

est favorisée par un arrangement géométrique formant un cycle à cinq atomes, formant 

rapidement le composé voulu. Dans le cas où des cystéines intrachaînes sont présentes, la 

trans-thioestérification peut également être réalisée avec les chaînes latérales de celles-ci. 

Cependant, le réarrangement intramoléculaire S-to-N acyl shift n’est pas possible puisque 

l’azote de la cystéine correspondante est impliqué dans une liaison amide. Cette espèce reste 

cependant disponible pour réaliser une autre trans-thioestérification, qui mènera in fine au 

lien amide voulu de manière irréversible. 

 

Figure 28 : mécanisme en deux étapes de la NCL 

 

Une stratégie de synthèse par NCL d’un peptide long consiste donc à tirer profit d’une 

ou plusieurs cystéines judicieusement placées pour s’en servir de point de ligation. Ces 

cystéines seront généralement sélectionnées pour découper le peptide long en plusieurs 

fragments de taille équivalente. Dans le cas d’une séquence difficile à synthétiser, les points 

de ligations permettront de segmenter la zone posant problème. Pour un schéma réactionnel 

impliquant trois fragments, le fragment médian portera durant la NCL à la fois une cystéine à 

son extrémité N-terminale et le thioester activé à son extrémité C-terminale. Pour éviter la 

cyclisation intramoléculaire ou la polymérisation de ce fragment dans les conditions de NCL, 

sa cystéine N-terminale est généralement protégée sous forme de thiazolidine (Thz).157 La 

synthèse du peptide voulu se fait alors de l’extrémité C-terminale vers l’extrémité N-terminale 

via deux ligations successives, avec une déprotection de la Thz intermédiaire. Selon le mode 

d’obtention du thioester activé, il est également possible de réaliser les ligations dans l’ordre 

inverse sans la nécessité de protéger la cystéine du fragment médian (voir partie III.B.2). 

Cette réaction efficace en condition équimolaire se déroule en milieu aqueux, sous 

atmosphère inerte et à pH proche du neutre. Le pH neutre permet une transthioestérification 

rapide tout en maintenant l’hydrolyse du thioester à un niveau raisonnable. Un pH supérieur 
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à 8 conduit généralement à une hydrolyse trop importante et diminue considérablement les 

rendements de ligation.158 A pH acide, la cinétique de la réaction devient excessivement lente, 

si bien que l’hydrolyse du thioester est ici encore susceptible d’être la réaction la plus 

rapide.156 Le tampon classiquement utilisé pour réaliser une NCL inclut également un 

dénaturant à haute concentration, généralement la guanidine, pour casser les structures 

secondaires éventuellement présentes afin de maintenir une bonne accessibilité des 

extrémités mises en jeu pendant la réaction. Cela permet également la solubilisation des 

fragments à fortes concentrations, condition nécessaire à une réaction rapide. Parfois, du 

TCEP est également ajouté afin d’éviter l’oxydation des thiols, et en particulier des cystéines 

du peptide. 

Lors de la réaction de NCL, le point de ligation a une forte influence sur la cinétique de 

la réaction.159 En effet, bien que la NCL puisse être en théorie réalisée à n’importe quel point 

de ligation, la vitesse de réaction sera dépendante de l’encombrement du résidu portant la 

fonction thioester. Ainsi, les acides aminés encombrés tels que la proline ou les résidus 

isoleucine et valine, branchés en position β auront des cinétiques de ligation particulièrement 

lentes, menant à des réactions pouvant durer plus de 24h. A l’inverse, des résidus peu 

encombrés tels que la glycine ou l’alanine auront les cinétiques de réaction les plus rapides. 

De plus, les points de ligation impliquant un résidu Asn, Asp, Gln ou Glu peuvent poser des 

problèmes de réaction secondaires.160 En effet, dans certaines conditions, une formation 

importante de sous-produits correspondant à la ligation du fragment C-terminal en position β 

ou γ de l’acide aspartique ou glutamique a été observée.161 Ceci est dû à la formation d’un 

anhydride intramoléculaire avec la chaîne latérale de ces résidus rendue possible par 

l’activation sous forme de thioester de l’extrémité C-terminal du peptide. Cet anhydride est 

ensuite ouvert par une attaque du thiol, pouvant conduire à la formation du thioester sur la 

chaîne latérale, comme illustré Figure 29 dans le cas de l’acide aspartique. L’anhydride peut 

également réagir avec l’eau et conduit alors à l’obtention de l’acide carboxylique 

correspondant, non réactif dans les conditions de NCL. L’activation d’une lysine sous forme de 

thioester peut également poser problème, puisque la chaîne latérale de ce résidu peut réaliser 

une lactamisation intramoléculaire durant la NCL.162 

 

Figure 29 : migration de la fonction thioester sur la chaîne latérale de l’acide aspartique 

 

Un autre critère déterminant pour la cinétique de la NCL est le thioester utilisé.163 En 

effet, le groupe SR du thioester COSR doit former un bon groupement partant pour favoriser 

l’étape limitante de transthioestérification. La plupart du temps, ce thioester réactif sera 

formé in situ dans le milieu réactionnel de NCL via diverses méthodes (voir partie III.B.2) pour 

éviter son hydrolyse durant sa manipulation. Cela implique l’introduction d’un thiol externe 
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dans le milieu réactionnel pour mener à la formation du thioester correspondant. Ce thiol, en 

plus d’activer le fragment thioester, sert également à maintenir les cystéines sous leur forme 

réduite. De plus, dans le cas de la formation indésirée de thioesters avec les cystéines 

intrachaînes, ce thiol, ajouté en large excès, permet de redonner un thioester pouvant réagir 

avec la cystéine N-terminale du fragment cystéinyle. Il est donc généralement introduit en 

large excès dans le milieu réactionnel, généralement entre 50 et 100 équivalents par rapport 

au fragment à activer. Au cours d’une étude,164 Johnson et Kent ont identifié l’acide 

mercaptophénylacétique (mercaptophenylacetic acid, MPAA), soluble dans l’eau, comme 

étant le thiol donnant les meilleurs résultats, si bien que celui-ci est désormais largement 

utilisé pour les réactions de NCL. En effet, cette espèce combine à la fois une formation rapide 

du thioester réactif à l’extrémité C-terminale du fragment, et une transthioestérification 

favorisée par son caractère de bon groupe partant. De plus, l’utilisation du MPAA permet dans 

certaines conditions d’exploiter les points de ligation impliquant les résidus Asn, Gln et Glu, 

bien que le résidu Asp reste problématique.160 

Avec une telle activation de l’extrémité C-terminale du peptide thioester, une 

racémisation prononcée du résidu thioester via la formation d’une oxazolone pourrait être 

crainte. Avant la généralisation du MPAA en tant qu’additif, des études ont montré que la 

racémisation est négligeable lorsque le thioester est formé avec du phénylméthanethiol. En 

particulier, la ligation impliquant une histidine, résidu particulièrement sensible à 

l’épimérisation, ne montre que des traces de racémisation.159 De même, la NCL au point de 

ligation Leu-Cys, dont la cinétique particulièrement lente pourrait laisser place à 

l’épimérisation de la leucine, ne montre aucune trace de ce type de réaction indésirable.165 

Dans le cas de thioesters de MPAA, très peu de cas de racémisation ont été rapportés à ce 

jour, à l’exception de la sérine.166 

L’un des inconvénients majeurs de cette méthode est sa limitation aux points de 

ligation contenant une cystéine. En effet, ce résidu est plutôt rare, avec une fréquence 

d’apparition de seulement 1.3% dans les peptides naturels.167 Ainsi, de nombreux peptides 

longs ne contenant pas de cystéine ne peuvent être obtenus par le biais de la NCL, de même 

que les peptides ayant une cystéine qui n’offre pas un point de ligation judicieux. De nombreux 

efforts ont ainsi été faits afin d’étendre la NCL à d’autres point de ligation. Dans ce but, Yan et 

Dawson ont montré pour la première fois en 2001 l’utilité de la désulfurisation combinée à la 

NCL.168 Cette stratégie consiste à muter une alanine bien placée dans le peptide en cystéine 

afin de s’en servir comme point de ligation. Après la NCL, la réaction de désulfurisation est 

mise en œuvre afin de récupérer l’alanine native de la séquence (Figure 30). Dans le cas d’un 

peptide contenant des cystéines natives mal positionnées pour servir de point de ligation, 

celles-ci devront être protégées pour éviter leur désulfurisation. 

 

Figure 30 : stratégie de ligation-désulfurisation 
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Initialement, la désulfurisation était décrite avec des réactifs à base de métaux de 

types palladium ou nickel de Raney. Cependant, ces espèces impliquent également 

l’apparition de réactions indésirables telles que la déméthylthiolation des méthionines, et sont 

associées à des rendements relativement faibles causés par l’agrégation des peptides en 

présence du métal.168,167 Des méthodes de désulfurisation sans métaux ont donc été décrites 

par la suite, basées sur un mécanisme radicalaire. Parmi elles, la plus aboutie a été décrite par 

Wan et Danishefsky en 2007.169 Celle-ci utilise la tris(2-carboxyéthyl)phosphine (TCEP) en tant 

que réducteur et le 2,2’-azobis[2-(2-imidazolin-2-yl)propane]dihydrochloride (VA-044) en tant 

qu’initiateur radicalaire, tous deux solubles en milieu aqueux. Le mécanisme proposé est 

illustré sur la Figure 31. Pour accélérer la réaction, du 2-méthyl-2-propanethiol et de 

l’éthanethiol sont également ajoutés en tant que donneur d’hydrogène. 

 

Figure 31 : mécanisme radicalaire de la désulfurisation en présence de TCEP et de VA-044 

 

De manière intéressante, cette réaction peut se faire en présence des 20 résidus 

naturels, et en particulier la méthionine, sans réaction secondaire. Celle-ci est de plus 

compatible avec les groupements protecteurs de la cystéine communément employés, que ce 

soit l’acétamidométhyle (Acm) utilisé pour protéger les cystéines natives de la désulfurisation, 

ou la thiazolidine utilisée pour la protection des cystéines N-terminales. Ainsi, la stratégie de 

ligation-désulfurisation a permis de largement étendre le spectre des peptides longs pouvant 

être obtenus par NCL. Afin d’optimiser davantage cette réaction, il a également été montré la 

possibilité de réaliser les réactions de ligation et de désulfurisation en one-pot, supprimant 

ainsi la purification intermédiaire pour optimiser les rendements.170 

Pour aller plus loin, cette réaction de désulfurisation a par la suite été employée à 

d’autres points de ligation. Ainsi, plusieurs groupes ont démontré l’utilité de cette réaction 

pour réaliser la NCL au niveau des résidus Arg,171 Asn,172 Asp,173 Gln,174 Glu,175 Ile,176 Leu,177,178 

Lys,179 Phe,180 Pro,181 Thr,182 Trp,183 ou encore Val184 en utilisant des acides aminés non 

naturels thiolés en β ou en γ. L’inconvénient de la plupart de ces points de ligation est qu’ils 

nécessitent la synthèse organique multi-étapes des précurseurs thiolés. Malgré tout, ceux 

utilisant la proline ou la valine sont particulièrement intéressants puisqu’ils impliquent 

l’utilisation d’équivalents non-naturels commerciaux de ces résidus, respectivement la 

(2S,4R)-Mpt et la pénicillamine. De même, le point de ligation au niveau du tryptophane ne 

requiert pas la synthèse d’un précurseur puisque celui-ci peut être thiolé sélectivement au 

cours de la SPPS, ou après déprotection en solution. Sa désulfurisation ne peut cependant être 

réalisée qu’avec du palladium. 
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Comme nous l’avons vu, un des points clés de la NCL est l’utilisation d’un thioester. 

Alors que celui-ci peut être obtenu directement par SPPS en stratégie Boc,159 la déprotection 

répétée du groupement protecteur de l’amine avec de la pipéridine, en stratégie Fmoc, n’est 

pas compatible avec la fonction thioester utilisée pour accrocher le peptide à la résine. Assez 

rapidement après l’apparition de la NCL, plusieurs groupes de recherche ont ainsi cherché des 

alternatives pour l’obtention de thioesters en stratégie Fmoc.  

 

2. Obtention de précurseurs de thioesters en stratégie Fmoc 

Alors que les premières études se sont focalisées sur la synthèse du thioester voulu 

directement en fin de SPPS,185 les recherches plus récentes se sont rapidement tournées vers 

l’obtention de précurseurs. Ceux-ci sont généralement stables et peuvent facilement être 

manipulés, contrairement aux thioesters qui s’hydrolysent, interdisant souvent leur 

purification. Ils sont convertis dans un deuxième temps en thioesters dans des conditions 

particulières, généralement in situ dans le milieu réactionnel de ligation. On distingue ainsi 

plusieurs de ces méthodes, chacune ayant ses avantages et ses inconvénients, désormais 

largement généralisées pour l’obtention de thioesters lors de NCLs. 

 

a) Peptides N-acyl-benzimidazolinone 

La première utilisation d’un précurseur de thioester dans le cadre de la NCL a été 

décrite par Blanco-Canosa et Dawson en 2008.186 La synthèse par SPPS en stratégie Fmoc de 

ce précurseur, appelé peptide N-acyl-benzimidazolinone (Nbz), est réalisée à partir d’une 

résine fonctionnalisée via un lien amide par un acide 3,4-diaminobenzoïque (Dbz). 

L’élongation du peptide se fait alors sur une des deux amines pour donner à la fin de la SPPS 

le peptide o-aminoanilide correspondant attaché à la résine. De manière intéressante, le 

couplage du premier acide aminé sur une des amines rend la seconde moins réactive et 

encombrée, et cette dernière reste donc sous forme primaire tout au long de la synthèse. Le 

dernier acide aminé est introduit avec une protection Boc sur l’amine N-terminale. Cela 

permet l’acylation sélective de l’amine primaire de l’o-aminoanilide avec du para-

nitrophénylchloroformate. L‘extrémité C-terminale est alors activée par une cyclisation 

intramoléculaire en présence d’une base pour donner le peptide Nbz (Figure 32). Celui-ci est 

déprotégé et séparé de la résine par un traitement avec du TFA. Le thioester correspondant 

peut alors être obtenu en présence d’un thiol et isolé, ou directement généré in situ en 

présence de MPAA avant NCL. 
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Figure 32 : obtention d’un peptide thioester via un précurseur N-acyl-benzymidazolinone186 

Cette première méthode se montre ainsi efficace pour réaliser des réactions de 

ligations par NCL à partir de fragments synthétisés par SPPS en stratégie Fmoc. Son succès a 

même rendu la résine préchargée avec le groupement Dbz commerciale sous le nom de 

«Dawson Dbz AM resin ». En plus de donner l’accès aux peptides thioesters par Fmoc-SPPS, 

ce linker Dbz a l’avantage de pouvoir servir de support pour un tag solubilisant.187 En effet, Il 

est possible de coupler par SPPS un tel tag, par exemple (Arg)6, avant d’installer le groupement 

Dbz. Après élongation du peptide hydrophobe désiré et activation, le traitement au TFA 

donnera le peptide lié au tag solubilisant par le Nbz, sous la forme peptide-Nbz-(Arg)6. Celui-

ci aura une solubilité dans l’eau améliorée et pourra de ce fait être plus facilement manipulé, 

que ce soit pour la purification ou la réaction de ligation.  

Cette stratégie souffre cependant de plusieurs inconvénients. Le premier est 

l’obtention de deux isomères à l’issue de la SPPS, due à la présence de deux amines primaires 

réactives sur la résine fonctionnalisée en début de synthèse. Cela peut considérablement 

compliquer la purification après SPPS, en particulier dans le cas de synthèses difficiles où 

plusieurs peptides délétés peuvent être présents. De même, la présence d’une amine primaire 

sur le groupement o-aminoanilide du peptide en cours d’élongation peut être problématique. 

En effet, bien que l’amidation d’une des deux amines inactive la seconde par encombrement 

stérique, le couplage d’une glycine faiblement encombrée, au cours de la SPPS, risque d’acyler 

cette amine, en particulier avec les agents de couplage très performants.188 Cela mène donc 

à des sous-produits correspondant à des peptides branchés via le Dbz et empêche l’activation 

avec le para-nitrophénylchloroformate. Pour la même raison, l’utilisation d’anhydride 

acétique pour des étapes de capping est proscrite avec cette stratégie. Pour pallier ce 

problème, Mahto et coll. ont proposé une protection temporaire d’une des deux amines avec 

un groupement allyloxycarbonyle (Alloc).188 Bien que la protection Alloc sur une des deux 

amines inactive légèrement la seconde, le couplage du premier acide aminé reste possible et 

total pour la majorité des résidus. Cette protection supprime ainsi totalement les sous-
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produits décrits ci-dessus et permet les étapes de capping. Celle-ci implique cependant deux 

étapes supplémentaires : une pour l’installation et une pour la déprotection de l’Alloc. 

Plus récemment, Dawson et coll. ont proposé une seconde génération de cette 

technologie, où l’amine en position quatre est présente sous forme méthylée.189 Cette 

méthylation de l’amine résout les problèmes de sur-acylation par la glycine de la même 

manière que le groupement protecteur Alloc. De plus, le méthyle n’empêche pas l’activation 

du groupement Dbz avec le para-nitrophénylchloroformate. Pour cette même raison, il ne 

permet tout de même pas l’utilisation d’anhydride acétique pour les étapes de capping. Cette 

méthode a ainsi l’avantage de supprimer les étapes supplémentaires induites par l’utilisation 

de l’Alloc. De plus, en combinaison avec l’utilisation de MPAA, cette stratégie permet 

l’exploitation de tous les points de ligation à l’exception d’Asp-Cys, pour les raisons décrites 

précédemment.189 

L’obtention d’un peptide pré-activé à l’issue de la NCL demeure un inconvénient 

majeur de cette stratégie. En effet, comme indiqué par les auteurs de cette méthode, les 

peptides Nbz sont plus sensibles à l’hydrolyse que leurs équivalents thioesters.189 Bien que 

cela ne soit pas signalé comme un problème majeur, leur manipulation doit être limitée au 

minimum. Malgré cette précaution, l’hydrolyse des peptides Nbz reste inévitable et constitue 

le point faible principal de cette méthode. 

 

b) Peptides bis(2-sulfanyléthyl)amide 

Une autre méthode d’obtention de thioesters a été décrite en 2010 à partir de peptides 

bis(2-sulfanyléthyl)amide.190 Ces précurseurs sont synthétisés à partir d’une résine 

chlorotrityle fonctionnalisée par la bis(2-sulfanyléthyl)amine (Figure 33). De manière 

intéressante, la réaction de ce composé avec la résine en l’absence de base permet la 

formation sélective de liaisons avec les fonctions thiols plutôt qu’avec l’amine secondaire. 

Pour cela, la réactivité de l’amine est masquée par sa protonation grâce à un traitement 

préalable du composé avec du TFA. Cela donne ainsi un linker ponté lorsque le dithiol est 

introduit en défaut. Le couplage du premier acide aminé sur cette amine secondaire s’avère 

difficile et nécessite l’utilisation de l’agent de couplage PyBroP pour obtenir de bons 

rendements de couplage. Après SPPS, un traitement de la résine au TFA permet d’obtenir le 

peptide bis(2-sulfanyléthyl)amide portant deux fonctions thiols à son extrémité C-terminal. 

Les fonctions thiols étant libres, le peptide amide se retrouve en équilibre avec son équivalent 

thioester en solution. Afin de simplifier les purifications par HPLC, une oxydation des fonctions 

thiols pour former un pont disulfure permet de bloquer le peptide dans sa forme amide, 

appelée SEAoff. 
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Figure 33 : obtention d’un peptide bis(2-sulfanyléthyl)amide par SPPS 

 

Une fois dans les conditions de NCL, la présence de TCEP permet de réduire ce pont 

pour donner la forme réactive SEAon, et la présence de MPAA initie la formation du thioester 

réactif. La réaction de NCL, dans ce cas appelée ligation SEA, se déroule alors avec la présence 

d’un second fragment cystéinyle à 37°C. La racémisation au point de ligation n’est observée 

qu’à l’état de traces. Les cinétiques de ligation rapportées semblent plus longues que certaines 

méthodes décrites, avec des temps de réactions durant environ 24h, voir sept jours pour la 

ligation avec la valine, particulièrement encombrée. Cela est certainement dû à l’équilibre lent 

et non favorable entre la forme amide et la forme thioester du peptide.199 Cependant, ce point 

faible semble être compensé par une forte stabilité du fragment SEA, qui ne s’hydrolyse pas 

même lors d’une réaction prolongée. 

De manière intéressante, la forme SEAoff n’est pas réactive dans les conditions de NCL 

en l’absence de TCEP. En effet, la présence de MPAA ne permet pas de réduire le pont 

disulfure de la fonction SEAoff.191 Ainsi, un fragment médian portant une cystéine à l’extrémité 

N-terminale et la fonction SEAoff à l’extrémité C-terminale pourra être utilisé en combinaison 

avec un fragment portant une fonction thioester préformée pour réaliser une première 

ligation. A l’issue de cette première NCL, l’addition de TCEP et d’un second fragment cystéinyle 

permet de réaliser la ligation SEA dans le même milieu réactionnel pour une synthèse dans la 

direction N- vers C-terminale.191 Cette stratégie à l’avantage de pouvoir être réalisée en one-

pot, mais nécessite la formation préalable du premier fragment thioester et son isolation, avec 

les risques d’hydrolyse décrits précédemment. Cette méthode a cependant fait ses preuves 

avec la synthèse du domaine K1 de la protéine HGF,191 mais également son domaine N.192 

Plus tard, cette propriété de la fonction SEAoff a également été employée pour la 

synthèse de peptides longs par des ligations SEA successives sur support solide dans la 

direction N vers C.193 En effet, la synthèse par SPPS d’un fragment SEAoff fonctionnalisé à son 

extrémité N-terminale par un linker 2-[2-(2-azido-ethoxy)éthylsulfonyl]-2-ethoxycarbonyle 

(N3-Esoc)194 permet sa fixation via ce linker sur un support solide (Figure 34).  



 

Obtention de peptides et protéines 
 

57 
 

 

Figure 34 : peptide SEAoff fonctionnalisé à son extrémité N-terminale avec le linker N3-Esoc 

 

Afin d’être engagé dans des réactions de ligations, ce support doit être compatible avec 

une utilisation dans l’eau, d’où l’utilisation d’une résine polyéthylène glycol diméthyle 

acrylamide (PEGA). Un peptide SEAoff présentant le linker N3-Esoc peut alors être fixé sur ce 

support fonctionnalisé avec un alcyne grâce à une réaction de cycloaddition azoture/alcyne 

catalysée au cuivre I (CuI-catalyzed azide/alkyne cycloaddition, CuAAC), donnant un lien 

triazole stable.195 Une alternative consiste à utiliser une résine fonctionnalisée avec l’alcyne 

contraint bicyclononyne pour pouvoir réaliser la cycloaddition à pH acide et sans ajout de 

cuivre.196 Le linker Esoc forme à l’extrémité N-terminale du peptide SEAoff un groupement 

sulfonylethyloxycarbamate qui permet de libérer le peptide de son support solide par 

traitement basique, mais qui reste stable à pH acide ou neutre.194 Ainsi, la fonction SEAoff du 

peptide peut être activée en SEAon sur le support en présence de TCEP à pH acide. Un lavage 

intensif de la résine permet alors une première ligation sur le support avec un second 

fragment portant une cystéine et une fonction SEAoff à ses extrémités N- et C-terminales, 

respectivement. L’absence de TCEP évite ainsi l’activation de cette nouvelle fonction SEAoff, et 

donc la formation de sous-produits indésirables. Après lavages de la résine, la répétition des 

étapes d’activation et de ligation permet le couplage des fragments suivants. A l’issue de la 

synthèse, un traitement basique de la résine permet de relâcher le peptide en phase liquide. 

L’efficacité de cette méthode a été prouvée avec la synthèse d’un peptide de 94 résidus.193 De 

manière intéressante, un peptide long synthétisé avec cette méthode peut également être 

récupéré avec une fonction SEAoff intacte pour pouvoir réaliser dans un second temps une 

ligation en solution avec un fragment cystéinyle. Récemment, cette stratégie a été modifiée 

avec l’utilisation d’un nouveau linker afin d’éviter l’utilisation de conditions basiques fortes 

pour relâcher le peptide, pouvant mener à des réactions secondaires indésirables.197  

 

c) Peptide hydrazide 

Liu et coll. ont proposé en 2011 un nouveau précurseur de thioester fonctionnalisé à 

son extrémité C-terminale par une fonction hydrazide.198 Ce précurseur peut être simplement 

obtenu par SPPS à partir d’une résine préalablement fonctionnalisée avec un groupement 

hydrazine. Initialement, les études étaient menées sur une résine Wang fonctionnalisée avec 

un linker hydrazinecarboxylate. Sur la résine Wang, cette fonction est susceptible d’être 

suracylée par une glycine activée durant la SPPS, menant alors à des sous-produits 

branchés.199 Ce problème a été rapidement résolu en synthétisant les peptides hydrazides à 

partir d’une résine 2-chlorotritylchloride (2-CTC) préalablement traitée avec de l’hydrazine.200 

L’encombrement stérique du groupement trityle ne permet en effet pas une suracylation de 

l’hydrazine. Le peptide hydrazide obtenu après séparation de la résine est stable dans les 
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conditions standards de manipulation, et en particulier dans les conditions de NCL. Ce crypto-

thioester est activé pour réaliser la ligation in situ par oxydation en présence de NaNO2 à pH 

acide et basse température pour donner le peptide acylazoture correspondant. Comme 

précédemment, ces conditions permettent l’activation sélective de l’extrémité C-terminale du 

peptide sans réaction secondaire sur les chaînes latérales. En présence de MPAA, cette 

fonction est rapidement convertie en thioester après ajustement du pH à 7 et permet la 

réaction de NCL. 

 

Figure 35 : réaction de NCL via l’utilisation d’un peptide hydrazide 

 

Au vu de leur caractère de crypto-thioesters, de tels fragments peuvent être utilisés 

pour la synthèse de peptides impliquant trois fragments ou plus, puisque la fonction hydrazide 

est stable dans les conditions de NCL avant activation.201 En effet, après activation du fragment 

N-terminal par le NaNO2, l’excès de ce réactif est consommé par ajout de MPAA. Le fragment 

médian ajouté par la suite n’est donc pas activé et sa fonction hydrazide reste intacte et non 

réactive dans les conditions de NCL. Le peptide ainsi obtenu conserve ce groupement à son 

extrémité C-terminale et peut de nouveau être engagé dans une réaction de ligation après 

activation. Cet avantage compense ainsi le fait que cette méthode d’activation soit 

incompatible avec le groupement protecteur Thz communément utilisé pour la protection des 

cystéines N-terminales. De plus, les points de ligation impliquant les résidus Asp, Asn et Gln 

ne sont pas envisageables avec cette méthode.198 En effet, les chaînes latérales de ces résidus 

peuvent réaliser une cyclisation intramoléculaire avec la fonction hydrazide durant la SPPS. Ce 

problème à cependant récemment été résolu pour le résidu Asp, pour lequel la protection 

avec un groupement protecteur Allyle permet la synthèse du peptide thioester ainsi que la 

ligation sans réaction secondaire.202 Bien que l’efficacité de cette méthode ait été montrée 

avec la stratégie hydrazide, celle-ci est généralisable pour supprimer la cyclisation de 

l’extrémité C-terminale d’un peptide thioester sous forme d’anhydride dans les conditions de 

NCL. Cette méthode d’obtention de précurseurs de thioesters, étant robuste, peu coûteuse et 

désormais très bien décrite,203 semble s’être imposée comme une des stratégies 

prédominantes pour l’obtention de thioesters et a été largement utilisée lors des travaux 

décrits dans ce manuscrit. 

 

d) Peptides benzotriazole 

Afin de résoudre le problème récurrent de la manipulation délicate des peptides Nbz, 

le groupe de Liu a présenté une amélioration de la méthode de Dawson en 2015.204 En effet, 

les auteurs proposent de traiter la résine Dawson de première génération avec du TFA avant 

activation sous forme de Nbz pour ainsi récupérer en fin de SPPS le peptide o-aminoanilide, 

aussi appelé Dbz. Sous cette forme, L’extrémité C-terminale du peptide est stable et 
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l’hydrolyse du Dbz en acide carboxylique n’est pas observée. Cependant, le peptide ainsi 

obtenu est totalement déprotégé et l’activation par le para-nitrophénylchloroformate n’est 

pas envisageable puisque les chaînes latérales nucléophiles peuvent également réagir avec ce 

composé. L’activation du peptide Dbz se fait alors avec du nitrite de sodium NaNO2 à pH acide 

et à -10°C. Même à cette température, l’activation se fait rapidement et sélectivement sur le 

Dbz et donne le peptide benzotriazole correspondant. Après ajout de MPAA et élévation du 

pH autour de 7, le peptide est rapidement converti en thioester pour réaliser la ligation (Figure 

36). De manière intéressante, cette activation se fait in situ dans le milieu réactionnel et évite 

ainsi la manipulation du peptide benzotriazole. De plus aucune réaction secondaire avec les 

chaînes latérales des résidus naturels n’a été rapportée.  

 

Figure 36 : réaction de NCL via l’utilisation d’un peptide benzotriazole 

 

 Comme la méthode précédente, cette stratégie est compatible avec tous les points de 

ligation à l’exception de celui impliquant un acide aspartique. L’avantage supplémentaire de 

cette méthode réside dans le fait que le peptide Dbz précurseur est stable dans les conditions 

de NCL et ne se convertit en thioester qu’après activation, d’où son nom de crypto-thioester. 

Cette particularité permet ainsi la synthèse de peptides longs à partir de trois fragments ou 

plus, de l’extrémité N- vers C-terminale, sans introduction de groupement protecteur de la 

cystéine, de la même manière qu’avec les fragments hydrazides.204 Pour finir, les auteurs 

montrent que la fonction Dbz est également stable dans les conditions de désulfurisation, 

permettant des stratégies de synthèses complexes impliquant NCL et désulfurisation. 

e) Peptides N-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)cystéine 

Assez récemment, le groupe de Aucagne a développé un nouveau crypto-thioester 

avec l’introduction à l’extrémité C-terminale d’un groupement N-(2-hydroxy-5-

nitrobenzyl)cystéine, ou N-Hnb-Cys.205 Ce groupement peut facilement être introduit par SPPS 

automatisée en introduisant la cystéine par couplage peptidique classique puis en réalisant 

une amination réductrice pour installer le composé Hnb. Au début de l’étude, les auteurs ont 

constaté une dégradation rapide des peptides portant ce groupement, dû à son activation 

spontannée. Pour résoudre ce problème, la cystéine est alors introduite avec un groupe 

protecteur tert-butylethiol –StBu lié à la chaîne latérale de la cystéine via un pont disulfure. 

Celui-ci est stable dans les conditions de déprotection acide utilisées à la fin de la SPPS, et est 

rapidement supprimé dans les conditions réductrices de la NCL, notamment en présence de 

TCEP. Cependant, la présence d’une cystéine avec un tel groupement protecteur à l’extrémité 

C-terminale favorise la β-élimination du groupement thiol ainsi que la racémisation du 

résidu.206 L’incorporation d’une glycine en C-terminal avant la cystéine permet de résoudre 

simplement ce problème, sans conséquence sur la réactivité du groupement lors de la NCL. 

De manière intéressante, cela ouvre également la porte à l’introduction de tag solubilisant à 
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l’extrémité C-terminale, comme décrit précédemment avec la stratégie de Dawson, sous 

réserve que celui-ci n’impacte pas la réactivité. Comme montré par Alewood,207 la fonction 

alcool du Hnb assiste l’introduction du premier résidu de la séquence lors de la SPPS, via un 

mécanisme de O-to-N acyl shift intramoléculaire favorisé par la présence du groupement nitro 

en para de l’alcool (Figure 37). Cela facilite ainsi l’acylation de l’amine secondaire de la 

cystéine, sans quoi la difficulté de ce couplage serait un frein notable à cette méthode. Avec 

ce dispositif, la majorité des vingt acides aminés naturels se couplent avec de très bons 

rendements, bien que les résidus les plus encombrés nécessitent la répétition du couplage ou 

le chauffage du milieu réactionnel. Au contraire de la méthode hydrazide, aucun résidu ne 

cause de réaction secondaire détectable. 

 

Figure 37 : mécanisme du O-to-N acyl shift assisté par le groupement Hnb lors de la synthèse d’un peptide N-Hnb-Cys. 

 

A nouveau, l’alcool du N-Hnb-Cys représente la clé du mécanisme de formation du 

thioester dans le milieu de NCL. En effet, après déprotection de la Cys(StBu) par le TCEP, le 

groupement thiol se cyclise à pH neutre par une attaque sur le lien amide. Le pKa proche de 7 

de l’alcool permettrait alors de protoner l’azote impliqué pour finalement mener à un N-to-S 

acyl shift et ainsi former le thioester correspondant (Figure 38). Ce mécanisme a plus tard été 

confirmé par des études plus poussées.208 

 

 

Figure 38 : mécanisme de la formation du thioester avec le groupement N-Hnb-Cys 

 

 En présence de MPAA, cette stratégie permet d’obtenir des cinétiques de ligation 

similaires à celles observées lors de l’utilisation de thioesters préformés, confirmant un 

mécanisme de N-to-S acyl shift rapide. De plus, les produits secondaires correspondant à 

l’hydrolyse du thioester ou à la racémisation du résidu portant cette fonction ne sont observés 

qu’à l’état de traces. Son efficacité a ainsi été démontrée par le groupe avec la synthèse de 
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deux peptides longs,205 mais également pour la cyclisation de peptides riches en cystéines.209 

De plus, l’utilité de cette stratégie a été démontrée pour l’introduction d’une cystéine à 

l’extrémité C-terminale de peptides sans les réactions secondaires associées à la SPPS.210 Lors 

de l’exploitation de cette méthode, De Rosa et coll. ont montré que la fonction alcool du Hnb, 

non protégée durant la SPPS, était susceptible de réagir avec les résidus activés introduits lors 

de la SPPS.211 Malgré cela, l’utilisation généralisée de larges excès d’acides aminés permet tout 

de même le couplage du résidu à l’extrémité N-terminale sans réelle compétition de la 

fonction alcool. De plus, les traitements basiques répétés après chaque couplage hydrolysent 

les liens esters formés et permettent d’obtenir la fonction alcool désirée en fin de SPPS. Une 

attention particulière doit cependant être portée aux couplages impliquant des résidus 

coûteux, généralement couplés en faible excès.  

Cette méthode, de par son mécanisme, ne nécessite pas de réelle étape d’activation à 

l’inverse des méthodes décrites précédemment. Cette simplicité d’utilisation ainsi que son 

efficacité en font une nouvelle méthode de choix pour réaliser les réactions de NCL. Celle-ci 

nécessite cependant l’introduction de deux acides aminés supplémentaires en début de 

synthèse et l’installation du Hnb, ce qui implique un coût certainement plus élevé que la 

méthode hydrazide, par exemple. 

 

 Les stratégies décrites ci-dessus constituent les principales méthodes d’obtention de 

précurseurs de thioesters pouvant être engagés dans des réactions de NCL. Selon leur 

ancienneté, ces méthodes ont été plus ou moins largement appliquées pour la synthèse de 

peptides longs, et toutes présentent des avantages qui leurs sont propres. Ces méthodes 

s’avèrent complémentaires, si bien que le choix d’une méthode en particulier peut s’avérer 

judicieux pour un cas donné. Enfin, la combinaison de ces méthodes pour des synthèses à 

partir de trois fragments ou plus peut également mener à des résultats particulièrement 

intéressants, notamment dans le cas de stratégies convergentes.211  

 

La synthèse par NCL se prête particulièrement bien à l’obtention des toxines. En effet, 

celles-ci sont très riches en cystéines et offrent donc de nombreux points de ligation. Outre 

les toxines longues, les séquences de certaines d’entre-elles, bien que courtes, peuvent 

s’avérer difficiles à obtenir par SPPS. Opter pour la synthèse de plusieurs fragments ensuite 

liés par NCL peut ainsi être un choix judicieux. 84,212 Après obtention de la séquence linéaire 

d’une toxine, une étape importante d’oxydation des cystéines pour former les ponts disulfures 

doit être accomplie. 

 

C. Formation de ponts disulfures  

L’obtention de l’activité biologique recherchée d’une toxine synthétique dépend 

principalement de la reproduction de la structure tridimensionnelle naturelle de la toxine, 

elle-même étant impactée par la formation des ponts disulfures natifs.213 En effet, 
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l’appariement correct des cystéines permet de stabiliser la structure tridimensionnelle de la 

toxine dans sa conformation bioactive en induisant des restrictions conformationelles.214 De 

manière statistique, un peptide contenant quatre cystéines pourra former trois isomères 

oxydés différents, six cystéines donneront 15 appariement distincts, et huit cystéines pourront 

mener jusqu’à 105 isomères différents. L’étape de formation des ponts, cruciale dans la 

synthèse d’un peptide riche en cystéines, est donc bien souvent la plus complexe. Cette étape 

est appelée repliement oxydatif, et correspond au processus durant lequel un peptide réduit 

et non replié acquiert à la fois son appariement de cystéines natif et sa conformation correcte 

pour donner sa structure tridimensionnelle native. 215 Il existe ainsi un lien étroit entre la 

formation des ponts et le repliement de la chaîne peptidique, tous deux étant 

interdépendants durant ce processus. 

Pour mener à bien le repliement oxydatif d’un peptide riche en cystéines tel qu’une 

toxine, deux stratégies principales existent.214 La première, appelée repliement oxydatif 

direct, consiste en la formation simultanée des ponts disulfures à partir du peptide linéaire 

réduit dans lequel toutes les cystéines sont libres. La seconde, appelée formation dirigée de 

ponts disulfures, consiste à oxyder successivement les cystéines deux par deux de manière 

régiosélective grâce à des jeux de groupements protecteurs orthogonaux des cystéines. Au vu 

du caractère laborieux de ce dernier procédé, le repliement oxydatif direct est généralement 

préféré dans un premier temps. Celui-ci peut cependant mener à la formation de multiples 

isomères, dont un seul aura la bonne configuration de ponts. Le succès de cette méthode 

dépend de nombreux paramètres et les conditions d’oxydation doivent donc être 

judicieusement sélectionnées. Dans le cas où cette stratégie échoue, l’oxydation dirigée sera 

alors une alternative prometteuse. 

 

1. Repliement oxydatif direct 

Le repliement oxydatif direct consiste à replier un peptide linéaire riche en cystéines 

et à former les différents ponts disulfures de manière concomitante. Comme son nom 

l’indique, la formation d’un pont disulfure est une réaction d’oxydation impliquant deux 

cystéines. Cette réaction est généralement accomplie in vitro par deux mécanismes différents 

(Figure 39).214  

 

Figure 39 : mécanismes de formation d’un pont disulfure. Adapté de la référence 214 

Peptide linéaire 

Espèces intermédiaires 

Peptide natif 
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La première utilise des molécules organiques contenant un pont disulfure, par exemple 

le glutathion oxydé ou la cystine, en tant qu’agent oxydant. La formation du pont disulfure 

passe alors par un pont disulfure mixte entre le peptide et cet agent à partir de la forme 

thiolate d’une des cystéines, suivi d’un échange thiol-disulfure menant à un réarrangement 

de pont intramoléculaire par l’attaque nucléophile d’un second thiolate. La formation du 

composé mixte dépend principalement de la concentration en groupement thiolate, et donc 

du pH du milieu. L’échange thiol-disulfure est lui régi thermodynamiquement par la 

conformation de la chaîne peptidique. En effet, l’échange de pont disulfure est possible grâce 

à la proximité entre le thiolate et le pont disulfure, qui permet une délocalisation de la charge 

négative entre les trois atomes de soufre.215 Ainsi, l’efficacité de l’échange dépendra de cette 

proximité, et donc du repliement de la chaîne. La seconde voie fait appel à des agents 

électrophiles de type dioxygène ou diméthyle sulfoxide (DMSO).214 Dans le cas du dioxygène, 

le thiolate est d’abord oxydé en acide sulfénique. L’atome de soufre, alors rendu suffisamment 

électrophile, est ensuite attaqué par un deuxième thiolate intramoléculaire pour former le 

pont. Le cas le plus courant correspond généralement à un milieu contenant un additif 

disulfure en présence du dioxygène de l’air. Ces deux mécanismes coexistent alors, avec 

notamment la possibilité de former un pont disulfure mixte à partir de la cystéine sous forme 

d’acide sulfénique. 

Dans le cas d’un peptide contenant plusieurs ponts disulfures, ces mécanismes vont 

mener à la formation d’intermédiaires partiellement oxydés présentant des ponts natifs et 

non-natifs. Selon leur stabilité, ceux-ci pourront alors de nouveau être attaqués par un 

groupement thiolate intramoléculaire pour mener à la formation d’un nouveau pont, plus 

stable (scrambling). Le processus de repliement oxydatif se déroule alors par la formation de 

ponts disulfures, leur réduction et leur échange, tout en impliquant un changement de 

structure tridimensionnelle au fur et à mesure que les ponts se forment.216 Bien que de 

nombreux facteurs influencent le repliement oxydatif, quatre sont prédominants : la 

proximité, la réactivité et l’accessibilité des soufres au cours du processus, et la concentration 

en groupement thiolate.214,217 La proximité est déterminée par la capacité de la chaîne à se 

replier pour rapprocher les cystéines. La réactivité est principalement affectée par 

l’environnement électrostatique des fonctions thiols et disulfures. L’accessibilité des thiols et 

des ponts disulfures semble être le paramètre le plus déterminant, puisque l’échange thiol-

disulfure n’est possible que lorsque ces deux fonctions sont proches. Avec le paramètre de 

proximité, l’accessibilité est le facteur le plus impacté par la formation de structure tertiaire. 

Celles-ci vont en effet avoir tendance à exposer ou masquer les fonctions thiols et disulfures, 

permettant ou non l’échange thiol-disulfure. Ainsi, les intermédiaires non-natifs vont en 

général être peu structurés et donc permettre cet échange. A l’inverse, les intermédiaires 

natifs vont acquérir localement la structure compacte recherchée, et ainsi sécuriser les ponts 

natifs en les masquant.215  

Le processus de repliement peut donc être vu comme un entonnoir où le désordre, 

appelé entropie, d’un peptide réduit et non replié, mène progressivement à la conformation 

native, structurée et de faible énergie (Figure 40).217 Ce profil énergétique varie largement 

selon les intermédiaires formés. Cette diversité peut être représentée par deux peptides 

largement utilisés comme support lors d’études de repliement : la BPTI (bovine pancreatic 
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trypsin inhibitor),218 contenant 58 résidus et trois ponts disulfures, et l’huridine de 49 acides 

aminés et trois ponts disulfures. 219 Les intermédiaires à un et deux ponts formés lors du 

repliement oxydatif de la BPTI seront peu nombreux et présenteront majoritairement les 

ponts disulfures natifs, menant directement à la structure native finale (Figure 40a). A 

l’inverse, le repliement de l’huridine est caractérisé par la formation de nombreux isomères 

partiellement oxydés, menant à plusieurs structures natives et non-natives à trois ponts 

(Figure 40b). L’obtention de la structure native se fait alors par une étape dite de 

consolidation, où les intermédiaires non-natifs subissent réductions et réarrangements de 

ponts. 

 

Figure 40 : représentation schématique des profils énergétiques du repliement oxydatif.217 (a) correspond 
à la BPTI. L’appariement des cystéines des intermédiaires à un pont est écrit entre parenthèses. Le pont 
manquant dans les intermédiaires à deux ponts est signalé par des[X-X]. (b) correspond à l’huridine. Les 
intermédiaires à un, deux et trois ponts sont signalés par 1S, 2S et 3S, respectivement. 

 

 De par cette diversité de mécanismes, la généralisation de méthodes expérimentales 

de repliement oxydatif est impossible à l’heure actuelle. L’unique paramètre généralement 

invariant correspond à la forte dilution du peptide à replier, afin de favoriser des réactions de 

réarrangements thiols-disulfures intramoléculaires et non intermoléculaires.214 D’après les 

facteurs physico-chimiques influençant le repliement, plusieurs paramètres expérimentaux 

vont impacter le bon déroulement du repliement in vitro.220 Le premier paramètre est le choix 

de l’agent oxydant. En effet, la nature de celui-ci et sa concentration vont avoir un impact 

direct sur la formation de ponts disulfures mixtes et les réarrangements thiols-disulfures. Il est 

ainsi possible de tester différents agents oxydants (glutathion, cystéine, etc…), mais 

également différents ratios du couple oxydo-réducteur correspondant. Le second et le 

troisième paramètre sont interdépendants et correspondent au pH et à la durée de 

repliement. Le pH va avoir une influence directe sur le rapport thiol/thiolate : au-dessus du 

pKa du thiol (8,7), la concentration locale en thiolate sera élevée et permettra une oxydation 

rapide des cystéines.221 A l’inverse, diminuer le pH permettra de réduire la vitesse de réaction 

pour favoriser les produits thermodynamiques. En fonction du pH, la durée de réaction devra 

être adaptée. Une réaction suffisamment longue laissera le temps aux réarrangements des 

différents intermédiaires, processus relativement lent, de se produire. Cependant, une 
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réaction trop longue peut également mener à la précipitation des intermédiaires 

partiellement oxydés plus rapidement qu’à la formation de la conformation native.220 La 

température, la force ionique et le choix de l’espèce tamponnant le milieu vont également 

avoir une forte influence sur le bon déroulement du repliement. Enfin, la présence d’additifs 

tels que des détergents, des agents dénaturants ou des co-solvants organiques va avoir une 

importance. Le bénéfice de leur présence peut être testé à concentration fixe dans un premier 

temps, puis la concentration des espèces les plus utiles au repliement pourra être ajustée plus 

finement. En particulier, le chlorure de guanidinium (Gn.HCl) va stabiliser ou déstabiliser les 

structures tridimensionnelles à faible ou forte concentration, respectivement.222 Celle-ci peut 

donc être employée lors du repliement oxydatif à différentes concentrations pour 

radicalement changer le cours du repliement oxydatif. 

Ainsi, chaque peptide riche en cystéines, et en particulier chaque toxine, devra faire 

l’objet d’un screening de ces paramètres pour déterminer les conditions optimales de 

repliement.220 L’impact de certains de ces paramètres est largement visible avec l’exemple du 

repliement oxydatif de l’hirudine (Figure 41). 

 

Figure 41 : repliement oxydatif de l’hirudine dans différentes conditions expérimentales. Sur les chromatogrammes, R 
représente l’huridine réduite non repliée, N l’huridine native. Tris correspond au tris(hydroxyméthyl)aminométhane, 
GSH au glutathion réduit et GSSH au gluthation oxydé, et PDI à la protéine disulfure isomérase.219,217 

 

 Dans certains cas, même un screening rigoureux des conditions de repliement ne 

permettra pas l’obtention majoritaire de la configuration native. C’est le cas lorsque certains 

intermédiaires se retrouvent piégés dans une configuration stable ou précipite, ne permettant 

pas de réarrangement. Dans ce cas de figure, suivre une stratégie de formation dirigée de 

ponts disulfures peut s’avérer être une alternative productive. 
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2. Formation dirigée de ponts disulfures 

La formation dirigée de ponts disulfures, ou repliement régiosélectif, est généralement 

employée lorsque la stratégie de repliement oxydatif direct ne donne pas de résultats 

satisfaisants. Cette méthode a en effet l’avantage d’imposer un appariement de cystéines 

donné ainsi que l’ordre dans lequel sont formés les ponts, donnant généralement in fine la 

conformation voulue. L’inconvénient principal de cette méthode est son caractère laborieux. 

En effet, le nombre d’étapes nécessaires à sa mise en place est démultiplié par le nombre de 

ponts à former. De plus, l’ordre d’enchaînement des ponts va avoir une importance capitale 

sur le rendement total de la stratégie.223 Pour un peptide à trois ponts dans une configuration 

donnée, six enchaînements différents sont par exemple possibles. Il peut ainsi être nécessaire 

de tester plusieurs enchaînements avant d’obtenir des résultats corrects. 

 

a) Principe 

Le repliement dirigé consiste à former les ponts disulfures un par un grâce à des paires de 

groupements protecteurs orthogonaux de la cystéine.224 Le peptide voulu est synthétisé par 

SPPS avec les cystéines destinées à être appariées protégées avec un même groupement. Il 

faudra ainsi autant de types de groupements protecteurs orthogonaux que de ponts à former. 

Par la suite, chaque paire de cystéines sera successivement déprotégée et oxydée pour former 

les ponts disulfures de manière régiosélective, comme illustré sur la Figure 42 pour un peptide 

contenant trois ponts disulfures.  

 

 

 En général, les cas les plus fréquents dans lesquels une telle stratégie est adoptée sont 

les peptides à deux et trois ponts disulfures. En effet, la mise en place d’une telle stratégie 

pour un peptide à deux ponts ne requiert que peu d’étapes supplémentaires pour un bénéfice 

certain. Le repliement oxydatif des peptides à trois ponts est le cas où le plus d’échecs sont 

constatés et où le repliement dirigé s’impose. Pour les peptides à quatre ponts en revanche, 

le repliement dirigé s’avère complexe pour un bénéfice souvent négligeable par rapport au 

repliement oxydatif classique. En effet, il a été observé qu’avec un nombre croissant de ponts 

disulfures, le repliement oxydatif direct donne généralement des résultats satisfaisants.224 

Enfin, le repliement régiosélectif se fait très communément en solution,225 bien que certaines 

Figure 42 : stratégie générale de la formation dirigée de ponts disulfures dans le cas d’un peptide 
à trois ponts. P1, P2 et P3 représentent trois groupes protecteurs orthogonaux de la cystéine. 
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stratégies dans lesquelles le ou les premiers ponts sont formés sur résine aient été 

décrites.226,227 

Au cours du repliement régiosélectif, l’échange thiol-disulfure doit être réduit au 

minimum pour éviter le scrambling, conduisant à la formation d’isomères non désirés. Cela 

passe par des conditions expérimentales judicieusement choisies aussitôt qu’une paire de 

cystéines est déprotégée en présence d’un premier pont disulfure. Ainsi, l’addition de thiols 

externes, l’exposition à un pH basique et des temps de réactions longs sont autant de facteurs 

à éviter pour réduire le scrambling.78 Lorsque deux cystéines libres doivent être appariées en 

présence d’un ou plusieurs ponts disulfures, l’oxydation au DMSO, efficace et rapide à pH 

acide,228 sera par exemple préférée par rapport à l’oxydation avec du dioxygène. Le DMSO 

joue de plus le rôle de co-solvant organique et permet de maintenir les peptides hydrophobes 

solubles en empêchant la formation d’agrégats.224 De même, certains groupements 

protecteurs permettront simultanément la déprotection et l’oxydation des cystéines de 

manière régiosélective. 

Lors de l’élaboration d’une stratégie de repliement dirigé, deux facteurs sont d’une 

grande importance pour obtenir des résultats satisfaisants : le choix des groupements 

protecteurs de la cystéine et leur position. Le choix des groupements protecteurs va être 

orienté par leur orthogonalité, mais également par leur facilité de déprotection. En particulier, 

les conditions de déprotection devront être suffisamment douces pour ne pas causer de 

scrambling ou de réactions secondaires sur l’ensemble des résidus présents sur la chaîne. Pour 

cette même raison, la position des groupements protecteurs va avoir une forte influence sur 

les rendements finaux, puisque certains groupes pourront causer des réactions indésirables 

lorsqu’ils sont adjacents à des résidus sensibles. De plus, un groupement protecteur donné 

peut être stable aux conditions de déprotection d’un second, sans que l’inverse soit vrai. La 

position relative de chaque paire de groupements protecteurs va donc souvent déterminer 

l’ordre de formation des ponts. Vu le nombre important de groupements protecteurs de la 

cystéine existants, ceux-ci doivent donc être minutieusement examinés pour élaborer une 

stratégie de repliement dirigé efficace. 

 

b) Groupements protecteurs de la cystéine 

Au vu des dizaines de groupements protecteurs de la cystéine existants,229,230 seules 

les cystéines protégées disponibles commercialement les plus utilisées et adaptées à la 

stratégie Fmoc seront abordées ici. Par ailleurs, de nombreux groupements protecteurs sont 

sensibles aux acides plus ou moins forts, faisant de la SPPS en stratégie Fmoc une méthode de 

choix pour la synthèse de peptides protégés orthogonalement sur les cystéines.224 Parmi cette 

sélection, on retrouve principalement les groupements protecteurs trityle (Trt), Acm, 

méthoxybenzyle (Mob), tert-butyle (tBu), StBu et certains de leurs dérivés respectifs, et plus 

récemment le 4,4′-diméthylsulfinylbenzhydryle Msbh (Figure 43).  
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Figure 43 : groupements protecteurs de la cystéine employés pour la formation dirigée de ponts disulfures 

 

Avant même d’évaluer la pertinence de ces groupements pour le repliement 

régiosélectif, plusieurs paramètres généraux doivent être considérés. Le premier concerne la 

racémisation de la cystéine durant la SPPS. En effet, comme nous l’avons vu précédemment, 

la cystéine est un des résidus les plus susceptibles de s’épimériser au cours de la synthèse sur 

support solide.147 Le groupement protecteur de la cystéine est alors un paramètre qui 

détermine la propension à racémiser. Pour les groupements les plus courants, la facilité de 

racémisation est StBu > Trt > Acm > Mob > tBu.229 Les conditions de couplages doivent ainsi 

être adaptées pour minimiser autant que possible la racémisation des cystéines portant les 

groupes les plus sensibles.148 Une autre réaction secondaire à prendre en compte est la 

formation d’aspartimide quand la cystéine est précédée par un acide aspartique ou une 

asparagine dans la séquence. Bien que cette réaction indésirable soit minimisée avec une 

Cys(Trt), celle-ci peut être favorisée par d’autres groupements protecteurs tels que l’Acm.231 

Si possible, il faudra ainsi éviter de placer une Cys(Acm) adjacente à l’acide aspartique. En 

particulier, cela peut s’avérer particulièrement problématique lorsqu’une étude systématique 

sur l’ordre d’enchaînement des ponts est entreprise. Une dernière réaction secondaire à 

prendre en compte est la β-élimination du groupement thiol, catalysée en SPPS en stratégie 

Fmoc par la pipéridine et menant à la formation d’une pipéridinyle alanine (Figure 44). Cette 

réaction est particulièrement prépondérante lorsqu’une cystéine est présente à l’extrémité C-

terminale et protégée par les groupements Acm ou StBu.206,229 Ici encore, il faudra éviter de 

placer ces groupements protecteurs à l’extrémité C-terminale, au profit des groupements 

protecteurs Trt ou Mob par exemple. 

 

Figure 44 : β-élimination du groupement thiol protégé de la cystéine 
en présence de pipéridine. GP représente un groupement protecteur. 

 

Le Trt est le groupement protecteur de la cystéine classiquement utilisée pour la SPPS 

en stratégie Fmoc. Celui-ci est éliminé par 25% de TFA en même temps que le décrochage du 
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peptide de la résine.225 A partir d’une paire de Cys(Trt), un pont peut ainsi être formé dans un 

tampon oxydant de la même manière que le repliement classique, en présence de dioxygène 

ou de DMSO par exemple. Malgré tout, cette étape peut prendre plusieurs heures.228 Dans ces 

cas-là, l’addition de certains réactifs permet la formation du pont disulfure en quelques 

minutes seulement, à l’image du 2,2’- ou 4,4’-dithiodipyridine (DTP)232 ou plus récemment du 

N-chlorosuccinimide (ce dernier étant cependant incompatible avec les peptides contenant 

des méthionines déprotégées lorsqu’il est utilisé en excès).233 Dans le cas de la synthèse des 

α-conotoxin CIA et CIB, la formation du premier pont disulfure est réalisée en cinq minutes en 

présence de 2,2’-dithiodipyridine, contre 24 heures lors d’une oxydation à l’air, pour des taux 

de conversion similaires.234 Ces réactifs étant efficaces à pH acide, ils peuvent de plus être 

employés en présence de ponts disulfures tout en minimisant le scrambling.224 Etonnamment, 

leur usage ne reste cependant qu’anecdotique. 

La cystéine portant le groupement protecteur StBu, également commerciale, se 

déprotège en conditions réductrices. Bien que cela empêche son utilisation en présence 

d’autres ponts disulfures, celle-ci peut être déprotégée sur résine pour former un premier 

pont disulfure avant décrochage du peptide.235 Avec une résine adaptée, un dérivé du Trt, le 

4-méthoxytrityle (Mmt), peut également être employé pour la formation d’un pont sur résine. 

236 En effet, ce groupement se déprotège à 1% de TFA, pourcentage auquel le peptide reste 

accroché sur certains types de support. Cela le rend également orthogonal au 

diphénylméthyle par exemple, qui se déprotège à des concentrations plus élevées en TFA. Le 

pont peut alors être formé sur résine avec du DMSO. Cette méthode tire parti du phénomène 

dit de pseudo-dilution, où le support solide va se comporter localement comme une solution 

diluée par rapport aux chaînes peptidiques.237 Cela permet donc, en fonction du taux de 

chargement de la résine, la formation de ponts disulfures intramoléculaires plutôt 

qu’intermoléculaires. 

La Cys(Acm) est également largement employée pour la formation dirigée de ponts 

disulfures.225 Ce groupement protecteur est en effet stable aux conditions de la SPPS en 

stratégie Fmoc ainsi qu’au TFA. Cependant, le succès de la synthèse de peptides contenant 

des Acm par SPPS dépend fortement de leurs positions, et une permutation des paires de 

Cys(Acm) et Cys(Trt), par exemple, peut largement faire varier les rendements de synthèse.225 

Bien que les conditions de déprotections initialement décrites utilisent des réactifs à base de 

métaux,238 les méthodes de déprotection largement employées aujourd’hui exploitent le 

diiode.224,239,240 Ces conditions permettent la déprotection et l’oxydation simultanées et 

rapides d’une paire de cystéine portant ce groupement, évitant ainsi une étape d’isolation 

intermédiaire. Le scrambling est de plus limité pourvu que les temps de réactions restent 

courts.239 Ce mécanisme en deux étapes passe par la formation d’un intermédiaire iodure de 

sulfényle RSI qui pourra réaliser une attaque électrophile sur une seconde cystéine, protégée 

par un Acm ou sous forme d’iodure de sulfényle.239  

Cependant, outre la formation d’aspartimide favorisée avec la Cys(Acm), plusieurs 

autres réactions secondaires ont été décrites lors de la déprotection par l’utilisation du diiode. 

Tout d’abord, des adduits d’iode sur les Tyr, His et Trp peuvent être observés dans certaines 

conditions, de même que l’oxydation du cycle indole du Trp. Cela dépend notamment du 
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solvant utilisé.239 L’addition de tryptophane libre dans le milieu réactionnel en tant que 

scavenger peut permettre d’éviter de telles réactions secondaires sur ce résidu.241 De plus, un 

intermédiaire iodure de sulfényle peut également réagir avec le cycle indole de ce résidu pour 

former un thioindole stable, comme constaté lors de la synthèse de la relaxin-3 par 

exemple.242 Comme l’ont montré les auteurs de cette étude, cette réaction secondaire dépend 

principalement de l’accessibilité et de la proximité spatiale du cycle indole et de la cystéine, 

et donc par extension de la séquence peptidique et de sa flexibilité.243,240 L’oxydation des 

chaînes latérales des résidus Met est également une réaction secondaire envisageable, qui 

n’est cependant pas observée dans des conditions suffisamment douces.239 Par ailleurs, il a 

été constaté une migration du groupement Acm sur les chaînes latérales des résidus Ser et 

Thr,244 Asn et Gln durant sa déprotection,245 et sur le résidu Tyr lors du décrochage du peptide 

de la résine en milieu acide.246 L’addition de scavengers lors de la déprotection à l’iode tels 

que le glycérol et la glutamine libre permet de réduire la formation de tels adduits sur les 

chaînes latérales alcools et amides, respectivement. Pour la tyrosine en revanche, cet adduit 

se forme sur le cycle aromatique durant le traitement de la résine au TFA. Il faudra ainsi éviter 

de placer une Cys(Acm) adjacente à une tyrosine. De manière générale, des temps de 

réactions courts ainsi qu’une titration au diiode plutôt qu’un excès de réactif permettent de 

minimiser voire de supprimer la quasi-totalité de ces réactions indésirables, de même que le 

scrambling en présence d’autres ponts disulfures.225,239 Le solvant utilisé et le pH sont 

également deux facteurs importants, et un pH acide sera généralement préféré.224 Le 

phénomène de scrambling peut tout de même être occasionnellement observé, d’autant plus 

lorsque la configuration non-native d’un peptide est recherchée.240  

Le Mob est un autre groupement protecteur largement employé pour les stratégies de 

repliement dirigé.225 Ce groupe est stable au TFA et dans une moindre mesure au diiode.229 

Plus labile en milieu acide que son homologue 4-méthylbenzyle (Meb), il est classiquement 

déprotégé avec 10 % d’acide trifluorométhanesulfonique (TFMSA) dans le TFA en présence 

d’un scavenger, généralement le p-crésol ou le phénol, pour donner la cystéine libre sous sa 

forme réduite.247 De plus, conduite à 0°C, cette réaction ne provoque pas la formation de sous-

produits majeurs. Ces conditions acides ont l’avantage de minimiser le scrambling lors de la 

mise en place de stratégie de formation dirigée de ponts disulfures. Après déprotection des 

groupements Mob, la formation d’un pont disulfure peut alors se faire à pH acide en présence 

de DMSO par exemple. De plus, il a été montré qu’une paire de Cys(Mob) peut être 

déprotégée de manière oxydative dans un mélange DMSO/TFA pour donner le pont disulfure 

correspondant à température ambiante.248 Il en va de même pour le Meb à une température 

plus élevée,249 pouvant cependant provoquer des réactions secondaires sur les résidus Trp et 

Met.248 Plus récemment, il a également été montré que le 2,2’-DTP et le 2,2′-dithiobis(5-

nitropyridine) (DTNP) peuvent également déprotéger les Cys(Mob) dans le TFA en présence 

de thioanisole.250 Cette méthode permet notamment d’éviter la sur-oxydation des cystéines 

et l’oxydation des méthionines par le DMSO. Avec un large excès, ces réactifs peuvent 

également déprotéger et oxyder une paire de Cys(Acm).  

La Cys(tBu) est employée comme une alternative au Mob.225 A l’image de ce dernier, 

le tBu se déprotège dans un mélange DMSO/TFA à température ambiante tout en formant le 

pont disulfure correspondant.249 Le succès de cette méthode de déprotection dépend 
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cependant de plusieurs paramètres, tels que la concentration en peptide, le nombre 

d’équivalents de DMSO, le temps de réaction et la température, comme le montrent Schulz 

et coll.251 Ainsi, des temps de réactions courts à haute température pourront être préférés 

pour éviter la suroxydation des cystéines, tandis que dans d’autres cas une température 

excessive pourra provoquer une hydrolyse du lien Asp-Pro lorsqu’il est présent dans la chaîne 

peptidique. 

Plus récemment, un nouveau groupement protecteur de la cystéine, le Msbh, a été 

introduit.252 Ce groupement protecteur est basé sur le principe appelé safety-catch, c’est-à-

dire qu’il sera stable dans certaines conditions voulues tant qu’il n’est pas modifié 

chimiquement.253 La forme initiale oxydée du Msbh contient des groupements 

électroattracteurs sulfoxide qui le rend stable aux acides forts tels que le TFA et le TFMSA. 

Une fois réduits, ces groupements deviennent électrodonneurs et rendent le Msbh sensible 

aux acides. Ainsi, des conditions réductrices acides provoquent la modification et la 

déprotection du Msbh de manière concomitante. Cela est possible avec un mélange 

NH4I/diméthylsulfure (DMS)/TFA, conditions précédemment employées pour la réduction des 

méthionines oxydées sous forme de sulfoxide.254 L’iodure d’ammonium et le DMS jouent ici 

le rôle de réducteurs. De manière intéressante, le diiode et les intermédiaires iodosulfonium 

générés durant cette réaction permettent l’oxydation consécutive d’une paire de cystéines 

portant ce groupement protecteur. Cette méthode n’est cependant pas compatible avec les 

peptides contenant des résidus Trp, puisqu’elle provoque, entre autres, la dimérisation des 

peptides via les cycles indoles. De plus, sa stabilité lorsque du diiode est utilisé pour la 

déprotection des Acm a également été montrée.252 En revanche, la compatibilité avec les 

conditions DMSO/TFA employées pour la déprotection oxydative des Mob n’ont pas été 

éprouvées. 

 

c) Stratégies de repliement oxydatif dirigé 

Cette diversité de groupements protecteurs et de conditions de déprotection a permis 

l’élaboration de nombreuses stratégies différentes de formation dirigée de ponts disulfures. 

Pour commencer, le premier pont disulfure est généralement formé à partir d’une paire de 

cystéines protégées avec un groupement protecteur sensible à un pourcentage d’acide 

relativement faible. En effet, le traitement au TFA après SPPS donnera directement ces 

cystéines libres prêtes à être oxydées, tandis que d’autres groupements orthogonaux 

resteront présents sur les autres cystéines. Pour cela, la Cys(Trt) est le groupement protecteur 

le plus classiquement utilisée pour la formation du premier pont disulfure.225 Elle est alors 

réalisée avec une des conditions oxydatives décrites précédemment, généralement en 

présence de DMSO ou de dioxygène. Puisqu’une seule paire de cystéines est déprotégée à 

cette étape, la réaction d’oxydation peut être réalisée à pH basique sans risque de scrambling. 

Bien que cette méthode de formation du premier pont en solution à partir de deux Cys(Trt) 

soit largement répandue, il existe une alternative où le premier pont est formé sur support 

solide. Cela est par exemple possible avec les groupements protecteurs StBu et Mmt, qui se 

déprotègent sur résine en conditions réductrices ou faiblement acide, respectivement. Le 

pont disulfure est alors formé en présence de DMSO avant libération du peptide.  
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La formation du second pont disulfure fait appel à un groupement protecteur 

orthogonal au Trt pour les stratégies en solution. La stratégie la plus commune est alors une 

combinaison du Trt avec l’Acm.225 En effet, les Trt peuvent être déprotégés en conditions 

acides sans modifications des Cys(Acm), et les cystéines correspondantes oxydées en présence 

de DMSO. En présence de ce premier pont, la paire de Cys(Acm) peut par la suite être 

déprotégée et oxydée par le diiode en conditions acides pour éviter le scrambling.  L’efficacité 

de cette combinaison Trt/Acm pour les peptides à deux ponts disulfures a désormais été 

largement prouvée, avec par exemple la synthèse de plusieurs conotoxines.255 Une 

amélioration notable de cette stratégie utilise le DTP pour accélérer la formation du premier 

pont, comme cela a été fait pour les α-conotoxines CIA et CIB.234 Par ailleurs, comme l’on 

montré les auteurs de la déprotection de l’Acm au diiode, la vitesse de déprotection et 

d’oxydation des Cys(Acm) est largement dépendante du solvant utilisé.239 De plus, le diiode 

permet aussi l’oxydation de cystéines libres ou protégées avec des Trt, également de manière 

solvant-dépendant. Cette observation a été mise à profit pour effectuer la formation des deux 

ponts disulfures successivement en one-pot256 : un premier pont disulfure à partir de deux 

cystéines libres est formé dans l’acide acétique glacial, solvant dans lequel la déprotection des 

Acm est très lente par rapport à l’oxydation des cystéines libres.239 Après quelques minutes, 

une dilution du milieu réactionnel avec de l’eau accélère considérablement la déprotection 

oxydative des Cys(Acm) et permet de former le deuxième pont en conditions acides tout en 

évitant le scrambling.  

De manière alternative, l’Acm peut être utilisé pour former un second pont sur résine 

en combinaison avec le StBu, le Mmt ou d’autres groupements très sensibles aux acides. La 

faisabilité de cette méthode a par exemple été montrée avec la synthèse des différents 

isomères de l’α-conotoxine SI,257 avec cependant des rendements peu satisfaisants dus à 

l’encombrement des groupements protecteurs et au scrambling important des ponts 

disulfures. 

En combinaison avec le Trt et l’Acm, la stratégie de repliement dirigé de peptides à 

trois ponts disulfures emploie généralement le groupement protecteur Mob.225 Après 

formation des deux premiers ponts dans les conditions décrites précédemment, une paire de 

Cys(Mob) peut être déprotégée en présence de TFMSA pour donner les cystéines libres. Le 

pont disulfure est alors formé en conditions oxydantes acides. Cette stratégie employant la 

combinaison Trt/Acm/Mob a par exemple été appliquée à la synthèse de l’α-conotoxin 

MVIIA.78 Alternativement, un pont disulfure peut directement être formé à partir d’une paire 

de Cys(Mob) en les déprotégeant de manière oxydative dans le mélange DMSO/TFA ou 

DTP/TFA/thioanisole. De manière intéressante, dans ces conditions, l’absence de thioanisole 

empêche la déprotection de se réaliser.250 Ainsi, le DTP peut être utilisé dans un premier 

temps seul dans un tampon basique pour former rapidement un premier pont disulfure sur 

des cystéines libres en présence de Cys(Mob),232 puis dans les conditions décrites ci-dessus 

pour former un autre pont à partir de ces Cys(Mob).258 Une seconde stratégie assez répandue 

pour former un troisième pont disulfure consiste à substituer les Mob par des tBu pour une 

stratégie Trt/Acm/tBu.225 Le troisième pont disulfure est alors formé à partir d’une paire de 

Cys(tBu) dans des conditions acides et oxydatives. L’efficacité de cette méthode a par exemple 

été montrée avec la synthèse d’isomères de conotoxin PIIIA.213 



 

Obtention de peptides et protéines 
 

73 
 

Une autre stratégie pour la formation régiosélective de trois ponts disulfures exploite 

la différence de réactivité en fonction de la température des Cys(tBu) et Cys(Meb) dans un 

mélange DMSO/TFA. Ceci permet une stratégie Trt/tBu/Meb où les deux derniers ponts sont 

formés en one-pot.259 La formation de deux ponts en one–pot par cette méthode a 

initialement été éprouvée sur l’α-conotoxine SI protégé par une combinaison tBu/Meb.249 Le 

premier pont est ainsi formé par déprotection oxydative des Cys(tBu) à température 

ambiante, puis une augmentation de température dans le même milieu réactionnel permet la 

déprotection successive des Cys(Meb) et leur oxydation. Combinée avec le Trt, cette méthode 

peut donc être appliquée après isolation de l’intermédiaire contenant un premier pont 

disulfure, comme cela a été fait avec un fragment d’enterotoxine ST.259 

Cette méthode a ensuite été adaptée pour la formation régiosélective des quatre 

ponts disulfures d’un dimère de conotoxine en combinaison avec l’Acm.260 Les deux premiers 

ponts sont alors formés en deux étapes à partir des Cys(Trt) et Cys(Acm), et dans une troisième 

étape un saut de température permet la formation successive des ponts correspondant aux 

Cys(tBu) puis Cys(Meb). En combinaison avec le Trt, l’Acm et le Meb ou Mob, le Msbh a 

également permis la formation dirigée de quatre ponts disulfures, avec par exemple la 

synthèse de l’hepcidine humaine,252 et plus tard de la φ-conotoxin MiXXVIIA.261 Une autre 

stratégie à quatre ponts exploite la combinaison StBu/Trt/Acm/Meb pour la synthèse de 

l’hepcidine humaine.262 L’utilisation des groupements StBu et Trt implique normalement la 

formation du premier pont à partir des Cys(StBu) sur résine. Cette méthode n’étant cependant 

pas efficace, les auteurs font le choix de séparer le peptide de la résine pour l’obtenir avec une 

paire de cystéines libres et les groupements StBu, Acm et Meb toujours en place. Une réaction 

de tritylation sélective des cystéines est alors employée pour protéger de nouveau la paire de 

cystéines libres, et ainsi former le premier pont à partir des Cys(StBu). Les ponts suivants sont 

alors formés dans l’ordre à partir des groupements Trt, Meb puis Acm. 

 

 Ces différentes stratégies montrent le large éventail de combinaisons possibles pour la 

formation de plusieurs ponts disulfures de manière régiosélective. Bien que certaines 

stratégies exposées ici soient considérées comme des méthodes de références, de 

nombreuses autres combinaisons sont évidemment possibles, de même que des ordres de 

déprotection différents. Comme en témoignent les différents exemples cités ici, outre leur 

orthogonalité, le critère de choix des groupements utilisés est principalement leur 

compatibilité relative en fonction de leurs conditions de déprotection et par rapport à une 

séquence donnée. De plus, l’ordre de formation des ponts va avoir une forte influence sur le 

bon déroulement du repliement dirigé.223,263,264 Il est cependant très difficile de trouver une 

règle générale concernant ce point, et l’élaboration d’une stratégie pour un peptide donné 

reposera bien souvent sur le principe « essai-erreur ». 
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IV. Objectifs et contexte des travaux 
 

 Le but des travaux de recherche exposés dans ce manuscrit est la mise au point et le 

développement à l’échelle industrielle de la synthèse de peptides et toxines complexes. 

L’intérêt de ces recherches est né des difficultés à reproduire chimiquement certaines toxines 

en vue de leur commercialisation. En effet, deux problématiques majeures sont apparues au 

cours du développement de l’entreprise Smartox Biotechnology : la synthèse de séquences 

peptidiques longues ou difficiles à obtenir par SPPS, et le repliement dans leur configuration 

native de certaines toxines. Nos efforts se sont concentrés sur le développement de méthodes 

de synthèse adaptées à chaque peptide difficile à produire, tout en prenant en compte, autant 

que possible, les critères importants de temps et de coût. Les toxines étant des peptides riches 

en cystéines, les outils décrits précédemment, la NCL et le repliement dirigé, se sont avérés 

être des réponses pertinentes à nos problématiques. De manière plus générale, la maîtrise 

avancée de ces outils a pour but de développer un savoir-faire bénéfique tant pour le 

laboratoire du Département de Chimie Moléculaire de Grenoble que pour l’entreprise. 

Dans ce contexte, un premier axe de développement s’est focalisé sur la thématique 

de la NCL et correspond à la partie I des résultats et discussions. Deux toxines ont servi de 

support à ces recherches : l’AmmTx3 et l’α-Bungarotoxine. L’AmmTx3 a permis d’initier les 

travaux sur la NCL avec une séquence relativement courte mais difficile à obtenir par SPPS 

dans nos mains. L’α-Bungarotoxine est quant à elle une séquence relativement longue et 

idéale pour une stratégie de synthèse à trois fragments peptidiques. Par la suite, les 

connaissances acquises au cours de ces travaux se sont avérées bénéfiques pour la mise au 

point d’une méthode de production de deux toxines peptidiques : la Notexine et l’U1-

Cyrtautoxine-As1c. Enfin, je décrirai l’obtention grâce à la NCL de deux peptides longs : la 

Progastrine et un fragment d’Immunoglobuline E. L’obtention de ces deux molécules a 

nécessité la mise au point d’une stratégie combinant la NCL avec la réaction de désulfurisation. 

Le deuxième axe de développement concerne la formation dirigée de pont disulfure et 

correspond à la partie II des résultats et discussions. Dans un premier temps, l’optimisation 

d’une stratégie à deux ponts disulfures a été réalisée sur l’exemple d’un analogue de 

conotoxine, la NMB-1. Par la suite, cette stratégie a été adaptée pour la formation sélective 

des trois ponts disulfures de la Phlotoxine et de la SGTx-1. Une fois ces méthodes mises au 

point, celles-ci ont pu être appliquées à la production de différentes toxines, contenant deux 

ou trois ponts disulfures, et ne pouvant être obtenues dans la bonne configuration par 

repliement oxydatif direct. Un total de quatre toxines supplémentaires a ainsi pu être obtenu. 

Au vu de certaines difficultés rencontrées avec les groupements protecteurs de la cystéine 

utilisés, l’utilisation d’un schéma de protection alternatif nous a semblé nécessaire. Nous 

avons ainsi développé une nouvelle stratégie de repliement dirigé avec un groupement 

protecteur encore jamais utilisé dans ce but. Son utilité a été prouvée sur l’exemple de la 

NMB1 et de la SGTx-1, et son orthogonalité vis-à-vis des groupements protecteurs les plus 

classiques a été explorée. 

 Par ailleurs, les travaux effectués au cours de cette thèse ne se sont pas limités aux 

recherches et développements décrits dans ce manuscrit. En effet, le travail en entreprise m’a 
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amené à travailler sur un grand nombre de projets différents. Parmi les travaux effectués, la 

synthèse de peptides ou toxines marqués par réaction de CuAAC, le couplage de peptides sur 

des protéines porteuses, la synthèse de peptides cycliques et bi-cycliques grâce à des linkers 

bi-fonctionnels, ou la synthèse de nombreuses toxines et mutants sont quelques exemples 

notables. L’ensemble de ces projets ont largement participé à l’acquisition des connaissances 

d’un chimiste peptidiste. Au final, près de 500 peptides et toxines ont été produits au cours 

de cette thèse, allant de quelques acides aminés à plus de 110, linéaires ou contenant jusqu’à 

cinq ponts disulfures. Cependant, n’étant pas le cœur du sujet de la thèse et dans un souci de 

concision, seuls les projets en lien avec la NCL ou le repliement régiosélectif seront décrits ici. 
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I. Native Chemical Ligation 
 

Un des premiers objectifs de cette thèse était le développement de la synthèse totale 

de toxines et de peptides grâce à des méthodes de ligations par NCL, à des fins de production. 

Ceci impose certaines contraintes telles qu’une échelle de production suffisamment 

importante pour alimenter un catalogue, une pureté du composé final élevée, et une certaine 

efficacité des réactions mises en œuvre, tout en se limitant à un coût raisonnable. Nous avons 

ainsi cherché dans nos données bibliographiques les meilleures stratégies envisageables pour 

répondre à ces contraintes. Les travaux concernant ce point ont donc débuté avec l’AmmTx3, 

toxine de longueur raisonnable mais difficile à synthétiser par SPPS. Les recherches ont ensuite 

été poursuivies avec les synthèses par ligations de deux toxines de longueur plus conséquente 

afin d’étudier leurs activités biologiques respectives. Une fois bien maitrisée, cette technique 

a été appliquée à plusieurs toxines et peptides dans un but de production. 

 

A. NCL à deux fragments : cas de l’AmmTx3 

 

L’AmmTx3  a été isolée en 2002 à partir du 

venin de scorpion Androctonus mauretanicus.265 

Cette toxine de 37 acides aminés contient trois 

ponts disulfures entre les cystéines C1-C4, C2-C5 

et C3-C684 et a la particularité de présenter une 

extrémité N-terminale cyclisée sous forme 

d’acide pyroglutamique (Figure 45). Cette toxine 

est un bloqueur spécifique des canaux 

potassiques voltage-dépendants 4. 

 

 

  

 

Une première synthèse de la séquence peptidique entière de l’AmmTx3 linéaire 1 

(Figure 46) a été réalisée par SPPS en stratégie Fmoc sur une résine polystyrène 2-CTC. La 

qualité du brut obtenue lors de cette synthèse s’est avérée médiocre, avec l’observation de 

nombreux peptides tronqués acétylés. La masse moléculaire recherchée étant tout de même 

présente, le repliement oxydatif a été réalisé sur la toxine brute. Cependant, la qualité de la 

synthèse a considérablement compliqué la purification de la toxine oxydée, puisque malgré 

une modification du temps de rétention, celle-ci co-éluait avec des peptides tronqués. 

L’AmmTx3 repliée 2 a tout de même été obtenue, mais en quantités trop faibles pour les 

A) 

B) 

Figure 45 : Toxine AmmTx3. A) Androctonus mauretanicus (source : www.latoxan.net) ; B) Séquence de l’Ammtx3 



 

Native Chemical Ligation 
 

80 
 

analyses structurales et biologiques recherchées. Au vu des difficultés de synthèses et de sa 

séquence riche en cystéines, cette toxine s’avérait ainsi être un candidat idéal pour une 

stratégie de synthèse par NCL. 

 La mise au point de la stratégie de ligation commence par la sélection des fragments 

peptidiques. Pour cela, l’AmmTx3 présente une cystéine en position 17 idéalement 

positionnée pour réaliser la NCL à partir de deux fragments de tailles équilibrées (Figure 46). 

Cependant, cette cystéine impose un point de ligation Val-Cys connu pour mener à des 

cinétiques très lentes. Le point de ligation Ser12-Cys13 s’avérait ainsi être un meilleur choix. 

Ensuite, la méthode d’obtention du thioester a dû être choisie. La séquence du fragment N-

terminal contenant deux glycines consécutives proches de l’extrémité C-terminale, la stratégie 

utilisant la résine Dawson de première génération, décrite dans la partie III.B.2.a), a été 

écartée. Ces glycines risquaient en effet d’acétyler la seconde amine du linker Dawson. La 

stratégie développée par Liu utilisant une fonction hydrazide comme précurseur de thioester, 

simple, robuste et économique, s’est ainsi avérée être un choix judicieux. Le fragment 

hydrazide AmmTx3(1-12) 3 de 12 acides aminés et le fragment cystéinyle AmmTx3(13-37) 4 

de 25 résidus (Figure 46) ont donc été synthétisés par SPPS automatisée sur résine 2-CTC en 

suivant les protocoles généraux décrits dans la partie expérimentale, et purifiés par HPLC en 

phase inverse. Le premier a été obtenu pur à plus de 90 % avec un rendement remarquable 

de 87%. Le second a été obtenu avec un rendement modéré de 33% après purification, dû à 

la présence de certains peptides tronqués dans le brut déjà observés lors de la synthèse de 

l’AmmTx3 entière. L’introduction de pseudoprolines dans le but d’améliorer la qualité de la 

synthèse était cependant impossible au vu de la séquence peptidique. Il aurait éventuellement 

pu être bénéfique de changer de résine au profit d’un support connu pour donner de meilleurs 

rendements de synthèse, de type Tentagel ou ChemMatrix par exemple. Cependant, les 

quantités obtenues étaient suffisantes pour la suite des manipulations, et une nouvelle 

synthèse de ce fragment n’a donc pas été nécessaire. 

 Avec ces deux fragments en main, la réaction de NCL pouvait être entreprise (Figure 

46). Le fragment AmmTx3(13-37) ayant été obtenu avec le rendement le moins bon, celui-ci a 

été engagé en tant que réactif limitant dans la réaction de NCL. De plus, le temps de rétention 

du produit de ligation est généralement plus proche du fragment le plus hydrophobe, ici 

AmmTx3(13-37). L’introduire en défaut était donc un choix judicieux pour simplifier la 

purification du milieu réactionnel en évitant sa co-élution avec l’AmmTx3 entière. Après 

activation du fragment hydrazide par le NaNO2 à -15°C et à pH3, la réaction de NCL a été 

amorcée par une élévation du pH à 6.8 après ajout de MPAA et du second fragment. Après 

une nuit à température ambiante, la réaction a été traitée avec un large excès de TCEP pour 

réduire les éventuels ponts disulfures intramoléculaires et intermoléculaires avec le MPAA. Le 

milieu réactionnel a ensuite été lavé au diéthyle éther afin de supprimer l’excès de MPAA. En 

effet, cette espèce est bien retenue sur les colonnes utilisées en phase inverse, et le large 

excès introduit en début de réaction risque de masquer le produit de ligation en co-éluant 

avec celui-ci. Une analyse par HPLC du milieu réactionnel a permis d’observer la formation 

d’un unique produit majoritaire de manière très efficace, comme en témoigne la 

consommation quasi-totale des fragments de départs (Figure 47A). Après purification, 

l’AmmTx3 linéaire entière a été obtenue avec un rendement isolé de 46% (Figure 47B). 
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Figure 46 : Synthèse de l’AmmTx3 par NCL à 
partir de deux fragments. a) Activation du 
fragment AmmTx3(1-12) : 0,2 M NaH2PO4, 
6 M Gn.HCl, pH3, -15°C, 10 éq. NaNO2, 20 
min ; b) Ligation : 100 éq. MPAA, 0,77 éq. 
AmmTx3(13-37), pH 6,5, température 
ambiante, une nuit ; c) repliement oxydatif : 
0,2 M Tris, pH 8,2, 48 h. Analyse RP-HPLC de 
l’AmmTx3 repliée : tR = 7,0 min (λ = 214 nm, 
colonne AdvanceBio Peptide) ; Analyse LC-
MS de l’AmmTx3 repliée : masse théorique 
3819,87 Da, masse observée 3819,77 Da. 

  

 

 

 

 

 

Le repliement oxydatif de la toxine a ensuite été réalisé dans un tampon basique en 

présence du dioxygène de l’air. Pour cette étape, des conditions de forte dilution (0,2 mg/mL) 

ont été appliquées afin de favoriser les ponts intramoléculaires par rapport aux ponts 

intermoléculaires. Un suivi par HPLC et LC-MS a permis d’observer la formation de l’AmmTx3 

repliée, qui présente un décalage de temps de rétention correspondant à la formation d’une 

Figure 47 : A) Analyse RP-HPLC (colonne Chromolith, 214 nm, 5-60 % B en 15 min) du milieu 
réactionnel de la NCL après 18h ; B) Analyse HRMS de l’AmmTx3 linéaire obtenue par NCL. Zoom 
sur l’amas isotopique [M+2H]2+ : Mmono calculée : 3825,91 Da, Mmono observée : 3825,84 Da 
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espèce plus hydrophile (Figure 48C), et une modification de la masse moléculaire de -6 Da 

typique de la formation de trois ponts disulfures. Après 24 h, la formation de la toxine repliée 

n’était que partielle, et l’AmmTx3 linéaire ainsi que les intermédiaires partiellement oxydés 

étaient observables (Figure 48A). Après 48 h, aucune trace d’AmmTx3 linéaire n’était 

présente, et un unique produit majoritaire oxydé était formé (Figure 48B). Ainsi, après 

acidification et purification du milieu réactionnel, les analyses par HPLC et LC-HRMS ont 

confirmé l’obtention de l’AmmTx3 repliée avec un rendement de 48%, soit un rendement total 

de 22% sur les étapes de NCL et de repliement (Figure 46). 

 

Figure 48 : Suivi du repliement oxydatif de l’AmmTx3. A) Analyse RP-HPLC (colonne 
Chromolith, 214 nm, 5-60 % B en 15 min) du milieu réactionnel à 24 h ; B) même analyse 
à 48h. B) comparaison des temps de rétention de l’AmmTx3 linéaire (en vert) et repliée 
(en bleu) pures par analyses RP-HPLC (λ = 214 nm, colonne AdvanceBio Peptide). 

 

 Afin d’écarter un possible impact de la ligation sur la structure de l’AmmTx3 repliée, 

des analyses structurales par RMN des toxines obtenues par SPPS classique et par ligation ont 

été entreprises grâce à une collaboration avec Céline Landon et Hervé Meudal du Centre de 

Biophysique Moléculaire d’Orléans. Des analyses de très bonnes qualités ont pu être réalisées, 

malgré la faible quantité d’AmmTx3 obtenue par SPPS disponible. Ainsi, les toxines obtenues 

par les deux méthodes se sont avérées être rigoureusement identiques, avec notamment 

aucune racémisation de la sérine au point de ligation. La détermination des ponts disulfures 

présents a également pu être faite, de même que l’identification du motif CS-αβ typique de 

ces toxines de scorpions (Figure 49). De plus, l’activité biologique de l’AmmTx3 obtenue par 

NCL a été confirmée par l’équipe de Michel De Waard à l’Institut du Thorax de Nantes. 

L’ensemble de ces résultats ont ainsi pu faire l’objet d’un article dans le journal Bioorganic & 

Medicinal Chemistry en 2019.84 
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Figure 49 : Représentation schématique du motif CS- αβ de l’AmmTx3. Les ponts disulfures sont représentés en jaune. 

 

B. NCL successives à trois fragments 

 

Afin d’étendre le champ d’application de la NCL, notre intérêt s’est ensuite porté sur 

des toxines de longueurs plus importantes. En effet, outre la synthèse de peptides ayant une 

séquence difficile à obtenir par SPPS, la NCL est principalement destinée à la synthèse de 

peptides longs. Pour cela, l’α-Bungarotoxine (α-BgTx) a servi de support à nos études 

afin d’initier la mise au point d’une stratégie à trois fragments peptidiques. 

Comme nous l’avons vu précédemment, cette toxine de serpent a été isolée du venin 

de Bungarus multicinctus en 1963.90 Cette toxine de 74 acides aminés contient cinq ponts 

disulfures entre les cystéines C1-C3, C2-C6, C4-C5, C7-C8 et C9-C10 et appartient ainsi à la 

famille des 3FTxs à chaînes longues (Figure 50).91 Elle est largement utilisée depuis en tant 

qu’outil pharmacologique pour la caractérisation de certains sous-types de nAChRs.88 Outre 

les exemples cités précédemment, l’α-BgTx est régulièrement utilisée avec différents 

marqueurs fluorescents afin de déterminer la localisation des récepteurs associés.266 Elle était 

d’ailleurs pionnière dans la réalisation de ce type d’expériences sur les nAChRs.267 Cette toxine 

est proposée commercialement sous sa forme purifiée à partir du venin, et plus récemment 

produite par expression recombinante, avec cependant deux acides aminés supplémentaires 

à son extrémité N-terminale.268 Ces modes de production ne permettent pas de modifications 

chimiques aisées de la molécule. Les marquages fluorescents sont ainsi réalisés de manière 

non sélective sur l’ensemble de la chaîne peptidique, pouvant avoir un impact important sur 

l’activité biologique de la toxine.267 
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Figure 50 : α-Bungarotoxin. A) Bungarus multicinctus (source : www.latoxan.net) ; B) structure tridimensionnelle de l’α-BgTx 
(PDB : 1IDI) les ponts disulfures sont représentés en jaune ; C) Séquence peptidique de l’α-BgTx (source : www.latoxan.net) 

 

Pour cette raison, nous nous sommes intéressés à la synthèse de cette toxine par voie 

chimique. En effet, cette méthode de synthèse permet une modification aisée de la chaîne 

peptidique pour pouvoir y introduire un linker non naturel pouvant servir à la modification 

régiosélective de la toxine. En plaçant une unique modification à un endroit judicieusement 

choisi, le risque d’interférence dans l’interaction avec sa cible peut ainsi être réduit. 

La longueur de l’α-BgTx est trop conséquente pour pouvoir synthétiser sa séquence 

peptidique entière par SPPS. Nous avons ainsi dû opter pour une stratégie de synthèse par 

NCL. Considérant le nombre d’acides aminés composant la toxine, découper la chaîne 

peptidique en trois fragments d’environ 25 résidus nous a semblé être une bonne stratégie 

pour obtenir de bons rendements de synthèses par SPPS (Figure 51). Le premier fragment 

ainsi défini, correspondant à l’extrémité N-terminale de la toxine, est le fragment α-BgTx(1-

28) 5, offrant un point de ligation Trp-Cys. Un fragment α-BgTx(1-22) aurait également pu être 

envisagé, mais celui-ci impliquait un point de ligation Leu-Cys moins favorable. De même pour 

la partie médiane, un fragment court α-BgTx(29-43) 6 donnant un point de ligation Gly-Cys 

idéal a été préféré au fragment α-BgTx(29-47), légèrement plus long et plus équilibré en terme 

de taille. Le fragment restant est ainsi α-BgTx(44-74) 7. Pour cette stratégie de synthèse, la 

méthode employant des fragments hydrazide a également été employée. Celle-ci permet en 

effet la ligation des fragments du N-terminal vers le C-terminal sans recourir à des protections 

orthogonales temporaires des cystéines, comme c’est le cas avec la méthode de Dawson par 

exemple. La méthode utilisant des fragments benzotriazoles aurait également pu être 

employée, mais le fragment α-BgTx(29-43) impliquait de coupler une glycine comme premier 

acide aminé sur la résine Dawson, réaction pouvant facilement acyler les deux fonctions 
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amines de cette résine. La synthèse de ces trois fragments a ainsi été réalisée par SPPS 

automatisée sur résine 2-CTC préalablement fonctionnalisée par de l’hydrazine. De plus, en 

vue de réaliser le marquage régiosélectif par CuAAC de la toxine, un acide pentynoïque a été 

introduit à l’extrémité N-terminale du fragment α-BgTx(1-28). Comme attendu, la qualité des 

synthèses était bonne, chaque fragment brut présentant un pic majoritaire en analyse RP-

HPLC de masse moléculaire attendue en analyse HRMS. Les fragments α-BgTx(1-28), α-

BgTx(29-43) et α-BgTx(44-74) ont ainsi été obtenus après purification avec des rendements de 

26 %, 57 % et 44 %, respectivement. 

 

Figure 51 : Stratégies de synthèse de l’α-BgTx par NCL. A) première étape de la stratégie de synthèse du N-terminal 
vers le C-terminal. a)  NCL : 0,2 M NaH2PO4, 6 M Gn.HCl, pH 3, -15°C, 10 éq. NaNO2, 20 min, puis 100 éq. MPAA, pH 
6,5, température ambiante, une nuit. B) Stratégie de synthèse du C-terminal vers le N-terminal. b) déprotection de 
l’Acm : 0,2 M NaH2PO4, 6 M Gn.HCl, pH 7, 10 éq. PdCl2, 10 min, puis 100 éq. DTT. c) Repliement oxydatif : 0,1 M Tris 
pH 8,2, 5 mM GSH, 0,5 mM GSSG, 48 h. C) Superposition des analyses RP-HPLC des produits 11 (tR = 6,5 min), 12 (tR 
= 7,2 min) et 13 (tR = 9,1 min) purifiés (colonne AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

La première réaction de NCL a ainsi été réalisée à partir des fragments α-BgTx(1-28) et 

α-BgTx(29-43), le second ayant été introduit en excès (Figure 51A). Dans le cas d’une stratégie 

à deux fragments, les deux précurseurs peuvent être introduits ensemble dans le milieu 

réactionnel avant activation du fragment hydrazide avec NaNO2. Dans le cas présent, nous 

avons pris soin de n’introduire que le fragment N-terminal α-BgTx(1-28) pour l’étape 

d’activation afin d’éviter la conversion non désirée de la fonction hydrazide du fragment α-

BgTx(29-43) en thioester. A la fin de la réaction d’activation, l’ajout de MPAA avant le second 

fragment a neutralisé l’excès de NaNO2 présent. Après une nuit, la purification du milieu 

réactionnel a permis d’obtenir le produit de ligation α-BgTx(1-43) 8 désiré. Cependant, 

plusieurs autres produits secondaires étaient également présents en quantités importantes 

dans le milieu. Des analyses par HRMS de ces produits ont permis d’identifier des peptides 
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correspondants à l’hydrolyse des liens amides un et deux résidus autour du point de ligation : 

~~RKMʃWCDʃAʃFCS~~ (« ʃ » représente les sites de coupures). Afin de déterminer la cause de ces 

réactions secondaires, la stabilité des fragments α-BgTx(1-28) et α-BgTx(29-43) a été évaluée 

séparément dans le tampon de NCL à pH 3 et 6,5. Après une nuit à température ambiante, la 

seule modification observable était la formation d’un pont disulfure à pH 6,5 dans chacun des 

cas. Ainsi, chaque fragment pris séparément ne se dégrade pas dans les conditions de NCL. A 

l‘inverse, lorsque le produit de ligation α-BgTx(1-43) précédemment isolé a été maintenu en 

solution dans le tampon de NCL durant une nuit, sa dégradation a été de nouveau observée. 

Pour aller plus loin, la ligation du fragment α-BgTx(1-28) avec le fragment C-terminal α-

BgTx(44-74) a été réalisée pour déterminer si cette réaction secondaire était spécifique à la 

séquence du produit de ligation. Après une nuit de réaction dans des conditions similaires, le 

produit de ligation α-BgTx(1-28,44-74) 9 a été obtenu sans trace de produits d’hydrolyse. 

Ainsi, il semblerait que le mécanisme de ces réactions secondaires soit propre à la séquence 

peptidique du produit de ligation α-BgTx(1-43). En partant du principe qu’aucune dégradation 

de ce type n’a été rapportée pour l’α-BgTx entière, réaliser une stratégie de synthèse du C-

terminal vers le N-terminal pour éviter la formation de l’intermédiaire α-BgTx(1-43) nous a 

semblé pertinent (Figure 51B). 

Pour cela, le fragment Acm-α-BgTx(29-43) 10 a été synthétisé, avec cette fois-ci une 

protection Acm sur la cystéine N-terminale. Cette protection permettra ainsi d’éviter la 

cyclisation ou la polymérisation du fragment dans les conditions de NCL une fois sa fonction 

hydrazide convertie en thioester. Le choix de ce groupement protecteur a été fait pour tester 

de nouvelles conditions de déprotection de la Cys(Acm), comme nous le verront plus tard. La 

réaction de NCL a ainsi été réalisée entre les fragments Acm-α-BgTx(29-43) et α-BgTx(44-74) 

en présence de MPAA durant une nuit. Après purification, le produit de ligation Acm-α-

BgTx(29-74) 11 a été obtenu avec un rendement de 60 % (Figure 52). De plus, aucun de produit 

de dégradation n’a été observé à cette étape. 
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Figure 52 : Analyses RP-HPLC et HRMS de l’Acm-α-BgTx(29-74) 11. A) Analyse RP-HPLC (colonne Chromolith, 214 nm, 5-60 
% B en 15 min) du milieu réactionnel de NCL après une nuit. B) Analyse RP-HPLC (tR = 6,5 min, colonne AdvanceBio Peptide 
C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) de 11 purifié. C) Analyse HRMS de 11 purifié. Le nombre indiqué en dessous du m/z 
correspond à l’état de charge. D) Zoom sur l’état de charge 6+. Mmono calculée : 5000,26 Da ; observée : 5000,29 Da 

Par la suite, la déprotection du groupement Acm de la cystéine N-terminale a été 

réalisée. La formation d’un pont disulfure n’étant pas recherchée ici, l’utilisation de diiode n’a 

pas été jugée judicieuse. Par ailleurs, une méthode de déprotection de l’Acm utilisant du 

palladium et du dithiothréitol (DTT) avait été récemment décrite par le groupe de Brik.269 Cette 

méthode a été développée dans le but d’être appliquée à la déprotection de la cystéine N-

terminale d’un intermédiaire de ligation, comme dans notre cas, mais également pour la 

déprotection de cystéines natives intra-chaînes après désulfurisation d’une alanine mutée en 

cystéine. De manière intéressante, les réactions de ligation, désulfurisation et déprotection 

des Acm peuvent être réalisées en one-pot à partir d’un fragment thioester préformé. Cette 

méthode a ainsi été évaluée dans notre cas, en réalisant cependant les réactions de manière 

séquentielles pour éviter la manipulation d’un fragment thioester. Le fragment Acm-α-

BgTx(29-74) a été solubilisé dans du tampon de NCL à pH neutre, et 10 éq. de PdCl2 ont été 

ajoutés. Après 10 minutes à 37°C, 100 éq. de DTT ont été ajoutés au milieu réactionnel pour 

complexer l’excès de palladium, qui peut ensuite être éliminé par centrifugation avant 

purification par RP-HPLC. Le fragment α-BgTx(29-74) 12 a ainsi été obtenu pur avec un 
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rendement de 53 % (Figure 53). Malgré la purification par RP-HPLC, le produit récupéré après 

lyophilisation était jaune. Cette couleur est caractéristique de la présence de traces de 

complexe palladium-DTT, comme observé également par les auteurs de cette méthode de 

déprotection.270 Bien que d’après les auteurs, ces traces de réactifs peuvent être éliminées 

aux étapes suivantes, l’utilisation d’un autre groupement protecteur telle que la Thz aurait pu 

être plus judicieuse pour éviter toute contamination possible du produit final. 

 

Figure 53 : Analyses RP-HPLC et HRMS de l’-α-BgTx(29-74) 12. A) Analyse RP-HPLC (tR = 7,2 min, colonne AdvanceBio Peptide 
C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) de 12 purifié. B) Analyse HRMS de 12 purifié. Le nombre indiqué en dessous du m/z 
correspond à l’état de charge. C) Zoom sur l’état de charge 6+. Mmono calculée : 4929,23 Da ; observée : 4929,16 Da 

 

Malgré tout, la synthèse de l’α-BgTx a été poursuivie avec la seconde ligation. Pour 

cela, le fragment hydrazide α-BgTx(1-28) a été activé par oxydation avec du NaNO2 et mis en 

présence de MPAA et du fragment α-BgTx(29-74) précédemment obtenu et introduit en 

défaut dans cette réaction. Après purification et lyophilisation, l’α-BgTx linéaire 13 a été 

obtenue avec un rendement de 42 % (Figure 54). Plusieurs constatations positives ont pu être 

faites. Tout d’abord, les traces de complexe palladium-DTT n’ont pas eu d’impact sur le bon 

déroulement de la réaction de ligation, et le produit obtenu après purification et lyophilisation 

était blanc, comme attendu. De plus, la réaction de ligation s’est déroulée correctement et 

sans la formation de produits secondaires notables. Aucune hydrolyse non désirée de la 

chaîne peptidique ne s’est produite durant la réaction. 
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Figure 54 : Analyses RP-HPLC et HRMS de l’α-BgTx linéaire 13. A) Analyse RP-HPLC (colonne Chromolith, 214 
nm, 5-60 % B en 15 min) du milieu réactionnel de NCL après une nuit. L’excès de 5 est présent sous forme 
hydrolysée. B) Analyse RP-HPLC (tR = 9,1 min, colonne AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 
12 min) de 13 purifié. C) Analyse HRMS de 13 purifié. Le nombre indiqué en dessous du m/z correspond à 
l’état de charge. D) Zoom sur l’état de charge 8+. Mmono calculée : 8068,70 Da ; observée : 8068,68 Da 

 

Avec l’α-BgTx linéaire en main, nous avons par la suite dû procéder au repliement 

oxydatif de la toxine. Parmi les différentes conditions de repliement testées, celles étant 

composées du couple oxydo-réducteur GSH/GSSG à respectivement 5 mM et 0,5 mM dans un 

tampon Tris à 0,1 M et pH 8,2, ont donné les meilleurs résultats, avec un pic majoritaire 

observable par analyse RP-HPLC. Après 48 heures dans ces conditions et purification, l’α-BgTx 

repliée 14 a été obtenue avec un rendement de 23 % (Figure 55). La réaction ayant été réalisée 

à petite échelle (3mg d’α-BgTx linéaire), la quantité de toxine obtenue n’a pu être déterminée 

par pesée. La quantification de l’α-BgTx repliée a alors été réalisée par mesure de l’absorbance 

à 280 nm de la toxine en solution. L 'α-BgTx a ainsi été synthétisée avec un rendement total 

de 3 % sur quatre étapes.  



 

Native Chemical Ligation 
 

90 
 

 

Figure 55 : Analyses RP-HPLC et HRMS de l’α-BgTx repliée 14. A) Analyse RP-HPLC (tR = 21,1 min, colonne AdvanceBio 
Peptide C18 25 cm, 214 nm, 15-65 % B en 25 min) de 14 purifié. B) Analyse HRMS de 14 purifié. Le nombre indiqué 
en dessous du m/z correspond à l’état de charge. Mmono calculée : 8058,62 Da ; observée : 8058,60 Da C) 
Superposition des analyses HRMS déconvoluées de l’α-BgTx repliée 14 (en rouge) et de l’α-BgTx linéaire 13 (en vert). 

 

De manière intéressante, alors que cette toxine forme un pic symétrique par RP-HPLC 

sur une colonne AdvanceBio C18 25cm, son profil sur colonne Waters XSelect Peptide CSH C18 

XP, utilisée en routine pour les analyses qualité des produits finaux produit au sein de la 

companie, laisse apparaitre deux pics supplémentaires (Figure 56) pouvant laisser penser à un 

défaut de pureté. Ayant la toxine naturelle extraite du venin à disposition, celle-ci a été 

analysée sur ces deux mêmes colonnes pour établir une comparaison, en supposant que 

l’acide pentynoïque ajouté à la toxine synthétique aurait un impact mineur sur son profil RP-

HPLC global. Nous avons été satisfaits de constater que la toxine naturelle avait un 

comportement similaire à l’α-BgTx synthétique sur ces deux colonnes analytiques. Cela peut 

s’expliquer par le fait que la phase stationnaire de la colonne CSH est un « mixed-mode » 

alliant séparation en phase inverse et par échange d’ions. Ainsi, des molécules contenant un 

nombre important de résidus basiques, comme c’est le cas pour l’α-BgTx (charge nette +4), 

peuvent avoir un profil particulier sur cette colonne. Cela a par ailleurs été constaté avec 

plusieurs autres peptides ayant également une charge nette positive importante. Bien qu’une 

comparaison des temps de rétention ne soit pas appropriée à cause de l’acide pentynoïque, 

cette constatation laisse penser que la structure native de la toxine a bien été formée. 



 

Native Chemical Ligation 
 

91 
 

 

Figure 56 : profils RP-HPLC de l’α-BgTx synthétique 14 (fonctionnalisée à l’extrémité N-terminale 
par un acide pentynoïque, en bleu) et de l’α-BgTx naturelle (en vert) pures sur la colonne CSH 

 

Afin de vérifier la faisabilité de la réaction de CuAAC sur l’α-BgTx synthétique repliée, 

nous avons choisi de la marquer sélectivement avec de la cyanine 5 (Cy5). Après solubilisation 

de la toxine dans un tampon adapté, environ 10 éq. de Cy5-N3, 10 éq. de complexe 

CuBr.(CH3)2S et 5 éq. de tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amine (THPTA) ont été ajoutés. 

Après une nuit à température ambiante et sous atmosphère inerte, la purification du milieu 

réactionnel a permis d’isoler la Cy5-α-BgTx repliée 15 avec un rendement de 21 % calculé à 

partir du dosage à 646 nm de la Cy5. L’excès de Cy5-N3 a également été récupéré lors de la 

purification. Malgré un rendement plutôt faible pour une réaction dite de « click », cela 

montre la possibilité de marquer régiosélectivement l’α-BgTx repliée sur son extrémité N-

terminale grâce à cette méthode de synthèse. De plus, les conditions de réactions peuvent 

certainement être améliorées, en modifiant le nombre d’équivalents de complexe de CuBr et 

de THPTA et la température de la réaction, par exemple. 

Nous avons ainsi montré la possibilité de synthétiser l’α-BgTx par voie chimique à partir 

de trois fragments peptidiques. De plus, en modifiant son extrémité N-terminale, nous avons 

montré qu’il était possible de marquer régiosélectivement cette toxine par réaction de CuAAC. 

Les études sur son activité biologique sont en cours en collaboration avec l’équipe de Michel 

De Waard à l’Institut du Thorax de Nantes. Pour finir, les résultats de ces recherches font 

l’objet d’un article en préparation. Il est également à noter qu’une synthèse analogue de l’α-

BgTx par une stratégie de NCL à partir de deux fragments a été publiée durant notre étude.271 

Globalement, la méthode de ligation à partir de fragments hydrazides semble répondre à nos 

attentes et pouvoir être généralisée dans le cadre de la production de toxines. La déprotection 

des cystéines protégées avec des groupements Acm avec du palladium reste a être optimisée 

et testée sur de nouvelles toxines, pour évaluer si cette protection est judicieuse ou doit être 

remplacer par un autre groupement protecteur. 
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C. Applications aux projets de Smartox Biotechnology 

 

Grâce à l’expérience acquise au cours des synthèses de l’AmmTx3 et de l’α-

Bungarotoxin, plusieurs autres peptides ont pu être synthétisés par cette méthode. Parmi ces 

molécules, nous nous sommes intéressés à la synthèse de deux toxines, la Notexin et l’U1-

cyrtautoxin-As1c, afin d’enrichir le catalogue de toxines de Smartox Biotechnology. De plus, 

certaines demandes de clients de l’entreprise nous ont amené à étudier la synthèse de 

peptides longs. La NCL ne se limitant pas qu’à la synthèse de toxines, nous avons donc 

appliqué nos connaissances à ces cas-là, et en particulier à deux mini-protéines : la progastrine 

et un fragment d’immunoglobuline E. 

 

1. Notexine 

 

La Notexine (NTX) a été isolée du venin du serpent tigre australien Notechis Scutatus 

Scutatus pour la première fois en 1972,272 et sa séquence peptidique exacte déterminée trois 

ans plus tard.273 Cette toxine est composée de 119 acides aminés et sept ponts disulfures entre 

les cystéines C1-C8, C2-C14, C3-C5, C4-C13, C6-C12, C7-C10, et C9-C11 (Figure 57).274 La NTX 

inhibe la transmission neuromusculaire en bloquant au sein du système cholinergique 

l’excrétion d’acétylcholine. A notre connaissance, cette toxine est proposée 

commercialement uniquement à partir de venin purifié. Afin de proposer une alternative à 

cette source, nous nous sommes intéressés à sa synthèse par voie chimique. Une fois la 

stratégie de synthèse mise au point, cela permettrait, à l’image de l’α-Bungarotoxine, de 

pouvoir proposer cette toxine marquée régiosélectivement, ou encore de pouvoir fournir des 

mutants de NTX. 
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Figure 57 : Notexine. A) Notechis Scutatus Scutatus (source : www.latoxan.net) ; B) structure tridimensionnelle de la Notexine 
(PDB : 4E4C) les ponts disulfures sont représentés en jaune ; C) Séquence peptidique de la Notexine (source : www.latoxan.net) 

 

Au vu de la longueur de la NTX, nous avons envisagé une stratégie de synthèse par NCL 

à trois fragments d’une quarantaine d’acides aminés chacun. Le premier fragment ainsi défini, 

correspondant à l’extrémité N-terminale de la NTX, est le peptide hydrazide NTX(1-43) 16 

donnant un point de ligation Arg-Cys. Le fragment médian suivant a été choisi comme le 

peptide cystéinyle hydrazide NTX(44-84) 17, pour donner un point de ligation Lys-Cys avec le 

fragment cystéinyle NTX(85-119) 18 correspondant à l’extrémité C-terminale de la NTX. Afin 

de ne pas ajouter d’étape supplémentaire de déprotection d’une cystéine, les ligations ont été 

envisagées séquentiellement de l’extrémité N-terminale vers C-terminale, avec la méthode 

hydrazide de Liu (Figure 58A). 
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Figure 58 : Stratégies de synthèse de la Notexin par NCL. A) Première stratégie utilisant le fragment 
NTX(44-84) et menant à la formation d’un lactame. a) NCL : 0,2 M NaH2PO4, 6 M Gn.HCl, pH 3, -15°C, 10 
éq. NaNO2, 20 min, puis 100 éq. MPAA, pH 6,5, température ambiante, une nuit. B) Seconde stratégie avec 
les fragments NTX(1-43), NTX(44-77) et NTX(78-119) pour éviter la formation du lactame indésiré 

 

Les trois fragments ainsi définis ont été synthétisés par SPPS automatisée sur résine 2-

CTC. Lors de la première synthèse du fragment NTX(1-43), la présence de plusieurs peptides 

tronqués a été constatée. La synthèse a ainsi été optimisée en augmentant le nombre de 

couplages des acides aminés manquants en vue d’améliorer la qualité de la synthèse. Après 

purification, ce fragment a été obtenu avec un rendement faible de 12%. Le fragment NTX(44-

84) a quant à lui été isolé avec un rendement de 9%. Bien que ce rendement soit faible, celui-

ci a été obtenu en quantité suffisante pour la suite des manipulations, si bien qu’une nouvelle 

synthèse avec optimisation n’a pas été nécessaire. Le fragment C-terminal s’est révélé être 

particulièrement difficile à purifier, si bien que celui-ci a simplement été dessalé par RP-HPLC 

avant d’être engagé dans les réactions de NCL. En effet, l’analyse HRMS du composé montrait 

que le produit désiré était majoritairement présent, de même qu’un pic majoritaire se 

dégageait de l’analyse par RP-HPLC. De plus, les impuretés peptidiques présentes 

correspondaient à des peptides tronqués, et ne possédaient donc pas la cystéine N-terminale 

nécessaire à la réaction de ligation. Lors de la NCL, les impuretés ne devraient donc pas 

interférer dans la réaction, et le produit de ligation, en ayant des propriétés physico-chimiques 

différentes, pourra être purifié plus facilement que le fragment seul. 

La ligation des fragments NTX(1-43) et NTX(44-84) a tout d’abord été entreprise, avec 

un excès théorique du second fragment qui présentait un défaut de pureté. Après une nuit à 

température ambiante, le produit de ligation NTX(1-84) 19 a été isolé avec un rendement de 

33 % (Figure 59). Le fragment NTX(1-84) ayant une fonction hydrazide à son extrémité C-

terminale, il a par la suite été engagé dans une seconde réaction de ligation avec le fragment 

NTX(85-119). Après une nuit à température ambiante, un produit minoritaire correspondant 

à la NTX linéaire 20 a pu être isolé avec un rendement décevant de 12 %. Deux produits 

majoritaires ont par ailleurs été isolés. Après analyses par HRMS, ceux-ci correspondent très 



 

Native Chemical Ligation 
 

95 
 

probablement au produit d’hydrolyse du thioester du fragment NTX(1-84) d’une part (avec 

l’extrémité C-terminale carboxylé, différence de masse de -14 Da par rapport à la masse du 

peptide hydrazide NTX(1-84)) et d’autre part au produit decyclisation sous forme de lactame 

de la chaine latérale de la lysine C-terminale (différence de masse de -32 Da par rapport à la 

masse du peptide hydrazide NTX(1-84)). La première espèce indique une réaction de ligation 

trop lente favorisant l’hydrolyse du fragment hydrazide activé sous forme d’acyle azoture ou 

de thioester. La seconde espèce portant la fonction lactame indique une attaque nucléophile 

de l’amine en ε de la lysine K84 sur l’extrémité C-terminale activée du fragment, comme cela 

a déjà pu être observé.162 La formation de ce produit secondaire au point de ligation Lys-Cys 

n’est cependant pas systématique, et sa propension semble être dépendante de plusieurs 

facteurs, dont la séquence peptidique et le mode d’obtention du thioester.162 Au vu du 

mécanisme de cette réaction indésirable, un moyen de la supprimer pourrait être de protéger 

la lysine impliquée par un groupement protecteur orthogonal qui serait déprotégé après 

ligation. Afin de s’épargner une étape supplémentaire de déprotection, nous avons plutôt 

opté pour un changement du point de ligation, puisque la NTX offre de nombreuses 

combinaisons de fragments différentes. 

 

 

Figure 59 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la NTX(1-84) 19. A) Analyse RP-HPLC (tR = 8,5 min, colonne AdvanceBio Peptide 
C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) de 19 purifié. B) Analyse HRMS de 19 purifié. Le nombre indiqué au-dessus du 
m/z correspond à l’état de charge. C) Zoom sur l’état de charge 13+. Mmono calculée : 9615,28 Da ; observée : 9615,19 Da 
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Afin de ne pas avoir à synthétiser de nouveau le fragment NTX(1-43), seul le second 

point de ligation a été décalé. Nous avons ainsi défini les fragments NTX(44-77) 21 et NTX(78-

119) 22 avec un point de ligation Tyr-Cys (Figure 58B). De plus, nous avons évalué la pertinence 

de cette stratégie avec un outil en libre accès nouvellement développé par le groupe de Kay : 

Aligator.275 Ce logiciel permet de simuler toutes les stratégies de ligation envisageables à partir 

d’une séquence donnée et d’une longueur maximale de fragment. Ces stratégies sont ensuite 

classées selon un système de scores attribués en fonction de cinq critères : les points de 

ligation favorables ou non, la solubilité estimée des fragments, l’équilibre entre les longueurs 

de chaque fragment, l’implication d’une ou plusieurs désulfurisations, et le nombre de 

ligation. De manière satisfaisante, notre nouvelle stratégie s’est avérée être la première du 

classement selon ce logiciel. 

Les nouveaux fragments NTX(44-77) 21 et NTX(78-119) 22 ont ainsi été synthétisés sur 

support solide avec des rendements respectifs de 16 % et 19 %. Bien que le fragment NTX(44-

77) n’ait pas pu être obtenu pur après une première purification, celui-ci a été utilisé sans 

purification supplémentaire, puisque le peptide tronqué présent en mélange ne possède pas 

la cystéine N-terminale nécessaire à la réaction de ligation. Les peptides NTX(1-43) 16 et 

NTX(44-77) 21 ont ainsi été engagés dans une réaction de ligation pendant une nuit, avec le 

second fragment en excès. Après purification, le fragment NTX(1-77) 23 désiré a été obtenu 

avec un rendement de 22 % calculé à partir du fragment N-terminal en défaut (Figure 60). 

Cependant, la disparition totale du fragment NTX(44-77) 21 et la coélution du produit de 

ligation avec NTX(1-43) hydrolysé tend à montrer que la faible pureté du fragment NTX(44-

77) a faussé le nombre d’équivalents réellement introduits dans le milieu réactionnel. Ainsi, le 

fragment médian NTX(44-77) semble avoir été le réactif limitant de cette réaction, et un excès 

encore plus important aurait dû être introduit.  

 

Figure 60 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la NTX(1-77) 23. A) Analyse RP-HPLC (tR = 9,0 min, colonne 
AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) de 23 purifié. 16 est présent sous forme 
hydrolysé. B) Analyse HRMS déconvoluée de 23 purifié. Mmono calculée : 8744,75 Da ; observée : 
8746,78 Da. L’intensité de la masse monoisotopique est trop faible pour être observée ici. 
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Malgré tout, le fragment NTX(1-77) 23 a été engagé dans une réaction de NCL avec un 

excès de peptide NTX(78-119) 22. Après une nuit de réaction et purification, la NTX linéaire 20 

a été obtenue avec un rendement de 35 %, nettement supérieur au rendement 

précédemment obtenu (Figure 61). Malgré les deux purifications suivant les réactions de NCL, 

des traces de NTX(1-43) hydrolysé sont toujours présentes. Celles-ci devraient 

vraisemblablement pouvoir être facilement éliminées après le repliement oxydatif de la NTX, 

puisqu’un changement plus important de temps de rétention est attendu pour la toxine 

entière que pour le fragment après formation des ponts disulfures. 

 

Figure 61 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la NTX linéaire 20. A) Analyse RP-HPLC (tR = 9,3 min, colonne 
AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) de 20 purifié. 16 est présent sous forme hydrolysé 
et avec un pont disulfure avec du MPAA. B) Analyse HRMS de 20 purifié. Le nombre indiqué en-dessous du m/z 
correspond à l’état de charge. C) Déconvolution de l’analyse HRMS B. Mmono calculée : 13639,08 Da ; observée 
: 13640,11 Da. L’intensité de la masse monoisotopique est trop faible pour être observée ici. 

 

La séquence linéaire de 119 acides aminés de la Notexine a ainsi pu être obtenue grâce 

à deux NCLs successives à partir de trois fragments judicieusement définis. Les synthèses 

peptidiques sur support solide de chaque fragment, qui semblent être le paramètre le plus 

limitant de cette stratégie, sont en cours d’amélioration. De même, les conditions de 

repliement les plus adaptées à la NTX doivent être déterminées. En effet, les conditions les 

plus couramment utilisées n’ont mené qu’à la formation d’agrégats insolubles, ce qui tend à 

montrer que la NTX nécessite des conditions particulières pour être correctement repliée. 

L’utilisation de sels chaotropiques tels que la guanidine ou l’urée, ainsi que l’ajout de co-

solvants organiques, seront certainement nécessaires. 
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2. U1-Cyrtautoxine-As1c 

 

L’U1-Cyrtautoxine-As1c (U1-CUTX-Asc1c, raccourci en CUTX ici) est une toxine 

initialement isolée du venin d’araignée Aptostichus schlingeri.276,277 Elle est composée de 76 

résidus et contient quatre ponts disulfures indéterminés à ce jour (Figure 62). Bien que 

relativement peu étudiée, cette toxine semble présenter un intérêt particulier en tant 

qu’insecticide. Une fois de plus, dû à sa taille, ce peptide est proposé commercialement 

principalement à partir d’une production avec des organismes recombinants. En 

conséquence, celle-ci est vendue avec au minimum une modification de l’extrémité N-

terminale pour permettre sa purification. Ceci nous a poussé à proposer une solution 

alternative de production en établissant une stratégie de synthèse par ligation.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 63 : Stratégies de synthèse de l’U1-Cyrtautoxine-As1c par NCL. A) Première stratégie à partir 
de deux fragments. Le fragment 25 est insoluble dans les conditions de NCL et mène à une réaction 
incomplète. a)  NCL : 0,2 M NaH2PO4, 6 M Gn.HCl, pH 3, -15°C, 10 éq. NaNO2, 20 min, puis 100 éq. 
MPAA, pH 6,5, température ambiante, une nuit. B) Seconde stratégie à partir de trois fragments. 

 Pour ce faire, la CUTX a été découpée en deux fragments de tailles équivalentes, 

CUTX(1-36) 24 correspondant au fragment N-terminal et fonctionnalisé avec un hydrazide, et 

CUTX(37-76) 25 correspondant au fragment C-terminal (Figure 63). Le point de ligation ainsi 

défini est Cys-Cys. Les deux fragments ont été synthétisés sur résine 2-CTC avec des 

rendements après purification de 23 % et 4 % respectivement. Le faible rendement du second 

B)  H‐EIPQNLGSGIPHDKIKLPNGQWCKTPGDLCSSSSECCK 
AKHSNSVTYASFCSRQWSGQQALFINQCRTCNVESSMC‐OH 

Figure 62 : U1-Cyrtautoxine-As1c. A) Aptostichus schlingeri 
femelle.277 B) Séquence peptidique de l’U1-Cyrtautoxin-As1c. 

A) 
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fragment est dû à une solubilité très limitée du fragment CUTX(37-76) avant purification. Une 

partie du peptide brut a ainsi été perdue par filtration avant purification. Une quantité 

suffisante a malgré tout pu être isolée pour pouvoir réaliser une réaction de ligation avec le 

fragment complémentaire en excès. Cependant, sa solubilité dans le tampon de NCL a ici 

encore posé problème. Malgré l’ajout de co-solvants organiques améliorant légèrement sa 

solubilisation, ce fragment était partiellement insoluble durant la réaction de ligation. Ainsi, à 

l’issue de la réaction, la CUTX linéaire 26 n’a pu être purifiée que sous forme de mélange avec 

CUTX(37-76), pourtant introduit en défaut. La part en suspension de ce fragment n’a 

vraisemblablement pas réagi avec le fragment CUTX(1-36), conduisant à une consommation 

incomplète de ce réactif. 

 

Figure 64 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la CUTX linéaire 26 obtenu par la stratégie à deux 
fragments. A) Analyse RP-HPLC (tR = 8,1 min et 8,4 min, colonne AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 
nm, 5-65 % B en 12 min) de 26. 25 n’a pu être séparé par purification RP-HPLC préparative. B) Analyse 
HRMS de 26. Zoom sur l’état de charge 6+. Mmono calculée : 8321,79 Da ; observée : 8321,76 Da. 

 

Plusieurs solutions existent pour pallier les problèmes de solubilisation d’un fragment, 

la plupart utilisant l’ajout d’un tag solubilisant temporaire à la séquence peptidique. Ceci est 

par exemple possible avec la résine Dawson, comme décrit précédemment.187 Cependant, le 

fragment concerné ici correspond au fragment cystéinyle de la CUTX, et n’est donc pas 

fonctionnalisé à son extrémité C-terminale. Une autre méthode assez élégante a été 

développée assez récemment et exploite la chaîne latérale d’une lysine.278 Cette méthode 

consiste à synthétiser le peptide hydrophobe avec une des lysines natives protégée avec un 

groupement protecteur 1-(4,4-diméthyl-2,6-dioxocyclohéxylidène)éthyle (Dde). A la fin de 

l’élongation de la chaîne peptidique, le groupement Dde est alors retiré sur résine par 

traitement avec de l’hydrazine. La lysine libre ainsi obtenue peut alors être fonctionnalisée sur 

sa chaîne latérale avec un groupement N‐Fmoc‐1‐(4,4‐diméthyl-2,6‐dioxocyclo‐hexylidène)-3‐

[2‐(2‐aminoéthoxy)éthoxy]‐propan‐1‐ol (Fmoc-Ddae-OH, Figure 65) qui réagit spontanément 

en présence de l’amine. Ce groupement est dérivé du Dde et possède la même réactivité que 

celui-ci par rapport à l’hydrazine. Il présente de plus un linker PEG terminé par une amine 

protégée, qui permet la fixation d’un tag solubilisant. Une fois le Fmoc-Ddae-OH installé sur la 

lysine, le Fmoc peut alors être déprotégé et le tag Lys6, par exemple, synthétisé par SPPS 
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classique sur la chaîne latérale. Afin d’éviter une élongation de la séquence peptidique 

principale, le dernier acide aminé aura préalablement été introduit avec une protection Boc à 

l’extrémité N-terminale. Après séparation de la résine et déprotection, le peptide est ainsi 

obtenu avec le tag solubilisant accroché sur la chaîne latérale de la lysine via le linker Ddae. 

Ce fragment peut alors être engagé dans une réaction de ligation grâce aux propriétés 

hydrophiles du tag. Une fois la ligation achevée, le tag est enlevé par traitement du peptide 

avec de l’hydrazine. 

 
Figure 65 : Fmoc-Ddae-OH 

 Bien que cette solution ait été envisagée, une autre option a été préalablement testée, 

plus facile à mettre en œuvre car nécessitant moins d’étapes de synthèse. Celle-ci consistait à 

segmenter de nouveau le fragment CUTX(37-76) en deux précurseurs plus courts et 

potentiellement plus solubles. Pour cela, le fragment cystéinyle hydrazide CUTX(37-50) 27 et 

le fragment cystéinyle CUTX(51-76) 28 ont été synthétisés par SPPS avec des rendements 

respectifs après purification de 90 % (certainement surestimé par le caractère hygroscopique 

du produit) et 18%. La première réaction de NCL au point de ligation Phe-Cys entre les peptides 

hydrazide CUTX(1-36) et cystéinyle hydrazide CUTX(37-50) a permis d’obtenir l’intermédiaire 

CUTX(1-50) 29 avec un rendement de 46% (Figure 66).  

 

Figure 66 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la CUTX(1-50) 29. A) Analyse RP-HPLC (tR = 7,7 min, colonne AdvanceBio 
Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) de 29 purifié. B) Analyse HRMS de 29 purifié. Le nombre indiqué 
au-dessus du m/z correspond à l’état de charge. La masse indiquée par * correspond à la masse d’un composé 
non identifié. C) Zoom sur l’état de charge 5+. Mmono calculée : 5375,56 Da ; observée : 5375,52 Da 
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 La seconde ligation a ensuite été entreprise avec le fragment CUTX(37-50). De manière 

satisfaisante, ce dernier était soluble à une concentration de 5mM dans le tampon de NCL, 

bien que celui-ci nécessite tout de même un temps de sonication prolongé. La réaction de 

ligation a ainsi été menée pendant une nuit à 37°C, pour donner après purification la séquence 

peptidique de la CUTX linéaire 26 avec un rendement de 28 % (Figure 67). De manière 

intéressante, la toxine linéaire semble peu stable en solution, à en juger par les produits de 

dégradation apparaissant lors de l’analyse par RP-HPLC du peptide purifié (Figure 67A, tR = 5,5 

min). De plus, un décalage de temps de rétention important entre le précurseur CUTX(1-50) 

(tR = 7,7 min) et la CUTX linéaire (tR = 8,4 min) peut être observé. Le fragment ajouté lors de la 

dernière ligation possède pourtant un temps de rétention proche du précurseur CUTX(1-50) 

(7,5 min). Cela indique certainement la formation d’une structure tridimensionnelle exposant 

des résidus hydrophobes à sa surface lorsque la séquence entière est obtenue. Cet exemple 

montre qu’un produit de ligation n’a pas toujours un temps de rétention compris entre ceux 

de ses précurseurs, bien que cela soit souvent le cas. 

 

Figure 67 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la CUTX linéaire 26 obtenu par la stratégie à trois fragments. 
A) Analyse RP-HPLC (tR = 8,4 min, colonne AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 
de 26 purifié. B) Analyse HRMS de 26 purifié. Le nombre indiqué au-dessus du m/z correspond à l’état 
de charge. C) Zoom sur l’état de charge 7+. Mmono calculée : 8321,79 Da ; observée : 8321,81 Da. 

 

 Par la suite, la formation des quatre ponts disulfures et le repliement de la toxine ont 

dû être réalisés. Pour cela, une dizaine de conditions différentes de repliement a été testée, 

en faisant varier l’espèce chimique tampon, le couple oxydo-réducteur ou l’oxydant utilisé, et 

la présence de différents co-solvants ou sels chaotropiques. Un suivi par analyse RP-HPLC de 

ces tests pendant 72 heures a permis de déterminer que la toxine se repliait le plus 
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efficacement dans un tampon Tris en présence du couple oxydo-réducteur cystéine/cystine 

pendant au moins 48 heures. De manière intéressante, alors que la plupart des tests donnait 

la même conformation plus ou moins majoritairement, une des conditions semblait orienter 

le repliement de la toxine vers une autre structure, à en juger par un temps de rétention 

différent. Cette condition employait en particulier de la guanidine à une concentration 1 M. 

Comme nous l’avons vu, un tel dénaturant peut largement modifier le déroulement du 

repliement en perturbant la tendance naturelle d’un peptide à se replier. Puisque l’ensemble 

des autres conditions donnait une conformation identique, ces conditions ont donc été 

écartées au profit de celles décrites ci-dessus, laissant les structures secondaires orienter la 

formation des ponts disulfures. Avec une montée en échelle, la réaction de repliement de la 

CUTX linéaire a permis d’obtenir la CUTX repliée 30 avec un rendement de 37 % tout à fait 

convenable pour ce genre de réactions (Figure 68). Ainsi, l’U1-Cyrtautoxine-As1c a été 

obtenue avec un rendement total de 5 % sur deux ligations successives et le repliement 

oxydatif. 

 

 

Figure 68 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la CUTX repliée 30. A) Superposition des analyses RP-HPLC de 30 purifié (tR = 8,0 
min, colonne AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) et  de 26 purifié (tR = 8,4 min, colonne AdvanceBio 
Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min). B) Analyse HRMS de 30 purifié. Le nombre indiqué au-dessus du m/z 
correspond à l’état de charge. C) Zoom sur l’état de charge 7+. Mmono calculée : 8313,73 Da ; observée : 8313,69 Da. 
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3. Progastrine 

 

La synthèse de macromolécules peptidiques par NCL ne se limitant pas aux toxines, 

nous avons pu appliquer cette méthode à la synthèse de peptides longs ne provenant pas de 

venins. Une des applications où nous avons pu montrer l’utilité de cette réaction de ligation 

concerne la préparation de la progastrine humaine (Figure 69). La progastrine (ProG) est un 

peptide de 80 résidus précurseur de plusieurs gastrines, plus courtes, impliquées dans les 

mécanismes de digestion via une voie de signalisation impliquant des GPCRs.279,280
  

 

La synthèse par une stratégie de ligation de la ProG nécessite ici encore de définir les 

fragments peptidiques. Cependant, aucune cystéine native ne compose la séquence de cette 

mini-protéine. En revanche, plusieurs alanines sont présentes dans la chaîne peptidique, si 

bien que nous avons décidé d’en tirer profit pour les utiliser comme points de ligation. Pour 

cela, celles-ci seront temporairement mutées en cystéines lors de la synthèse des fragments 

sur support solide. Après les différentes ligations, les cystéines pourront être désulfurisées 

pour donner les alanines natives de la séquence de la ProG, comme décrit précédemment. Le 

résidu A32 a une position quasi centrale et pourrait faire office de point de ligation dans notre 

cas. Cependant, celui-ci implique une ligation avec une proline connue pour être très 

défavorable. Ainsi, le résidu A49 constitue une alternative légèrement plus favorable en 

donnant un point de ligation avec une valine. Une première synthèse par SPPS du fragment 

ProG(1-48) n’a pas permis d’obtenir la séquence désirée, avec de nombreux arrêts entre les 

acides aminés W25 et R36. Une nouvelle synthèse a donc été réalisée jusqu’au résidu N18 en 

augmentant le nombre de couplage de cette zone difficile. Bien qu’envisageable, 

l’introduction de la pseudoproline AS n’était ici pas judicieuse puisque la proline adjacente 

induit déjà un coude dans la chaîne peptidique. Les analyses réalisées sur un échantillon de 

résine en cours de synthèse ont révélé une légère amélioration de la qualité de la synthèse, 

cependant pas suffisante pour espérer obtenir le fragment entier avec de bons rendements. 

Ainsi, la synthèse a été terminée par l’ajout d’une cystéine pour donner le fragment médian 

ProG*(17-48) 31 (avec * signalant la mutation de l’alanine N-terminale en cystéine). La 

séquence correspondant à l’extrémité N-terminale de la ProG a donc été synthétisée 

séparément pour former le fragment ProG(1-16) 32, ce qui offre un point de ligation Gly-Cys 

particulièrement favorable. Pour finir, le peptide cystéinyle ProG*(49-80) 33 a également été 

synthétisé pour pouvoir compléter par ligation la séquence de la mini-protéine recherchée. 

Après purification, les fragments ProG(1-16), ProG*(17-48) et ProG*(49-80) ont ainsi été 

obtenus avec des rendements de 40 %, 7 % et 15 %. 

H-SWKPRSQQPDAPLGTGANRDLELPWLEQQGPASHHRRQLG 

PQGPPHLVADPSKKQGPWLEEEEEAYGWMDFGRRSAEDEN-OH 

Figure 69 : Séquence de la Progastrine humaine 
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Figure 70 : Stratégie de synthèse de la Progastrine par NCL. a)  NCL : 0,2 M NaH2PO4,H2O, 6 M Gn.HCl, pH 3, -
15°C, 10 éq. NaNO2, 20 min, puis 100 éq. MPAA, pH 6,8, température ambiante, une nuit. b) désulfurisation : 
0,2 M NaH2PO4, 6 M Gn.HCl, pH 6,8, 100 éq. TCEP, 20µL tBuSH, 50 éq. VA-044, atmosphère inerte, 37°C, 4 h. 

 

La première ligation entre les fragments ProG(1-16) et ProG(17-48) a par la suite été 

entreprise (Figure 70). Le second fragment ayant été le plus difficile à obtenir, celui-ci a été 

introduit en défaut. De plus, celui-ci a un temps de rétention plus important que ProG(1-16), 

et a donc plus de chance de co-éluer avec le produit de ligation s’il est introduit en excès. 

Après une nuit de réaction à température ambiante, une analyse ESI-HRMS du milieu 

réactionnel a permis de constater la consommation totale du fragment en défaut et la 

formation du produit de ligation désiré. Ainsi, le peptide ProG*(1-48) 34 a été isolé par 

purification RP-HPLC avec un rendement de 50 % (Figure 71).  
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Figure 71 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la ProG*(1-48) 34. A) Analyse RP-HPLC (tR = 13,6 min, colonne Waters XSelect Peptide 
CSH C18 XP, 214 nm, 5-60 % B en 20 min) de 34 purifié.B) Analyse HRMS de 34 purifié. Le nombre indiqué en-dessous du m/z 
correspond à l’état de charge. C) Déconvolution de l’analyse HRMS B. Mmono calculée : 5384,74 Da ; observée : 5384,75 Da. 

 

Par la suite, une nouvelle ligation de ce peptide avec son fragment cystéinyle 

complémentaire ProG*(49-80) a été réalisée. Avec satisfaction, la formation de la ProG* 

linéaire 35 contenant deux cystéines non-natives a été constatée après une nuit de réaction. 

Celle-ci a ainsi pu être isolée avec un rendement de 52 % après purification (Figure 72). La 

ligation entre la valine et la cystéine, particulièrement lente, n’a ainsi pas posé de problème 

ici en prolongeant suffisamment la réaction. De manière intéressante, l’hydrolyse du fragment 

ProG*(1-48), qui aurait pu entrer en compétition avec la réaction de ligation, n’a pas été 

constatée dans notre cas à pH 6,8. 
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Figure 72 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la ProG* linéaire 35. A) Analyse RP-HPLC (tR = 14,6 
min, colonne Waters XSelect Peptide CSH C18 XP, 214 nm, 5-60 % B en 20 min) de 35 purifié.B) 
Analyse HRMS de 35 purifié. Le nombre indiqué en-dessous du m/z correspond à l’état de charge. 
C) Déconvolution de l’analyse HRMS B. Mmono calculée 9140,31 Da ; observée : 9140,28 Da. 

 

Afin de récupérer la séquence native de la ProG, la désulfurisation des cystéines en 

position 17 et 49 a ensuite dû être réalisée. Pour cela, le protocole de désulfurisation 

radicalaire de Wan et Danishefsky utilisant du VA-044 en tant qu’initiateur radicalaire a été 

appliqué.169 La ProG* linéaire a ainsi été mise en présence de cet initiateur radicalaire avec du 

TCEP et du tBuSH sous atmosphère inerte, et la réaction a été suivie par analyses ESI-HRMS. 

Après 4 heures de réaction, la disparition totale du composé de départ et la formation d’un 

produit ayant une masse inférieure de 64 Da par rapport à la ProG* linéaire ont confirmé la 

conversion des deux cystéines en alanines. Cependant, la formation de deux autres produits 

ayant des différences de masse de -17 Da et +1 Da avec le produit désiré a également été 

constatée. Ces différences de masse sont typiques de la formation d’aspartimide ou de 

glutaramide à partir des acides aminés Asn ou Gln, suivie de la réouverture du cycle par l’eau. 

La présence dans la séquence de la ProG de trois motifs QG, particulièrement sensible à cette 

réaction secondaire, tend à confirmer cette hypothèse. Malgré tout, la purification du milieu 

réactionnel a permis d’obtenir la ProG linéaire 36 native avec un rendement de 35 % (Figure 

73). Ainsi, la progastrine a été synthétisée en trois étapes avec un rendement total de 9 %. 
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Figure 73 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la ProG linéaire 36. A) Analyse RP-HPLC (tR = 14,7 min, 
colonne Waters XSelect Peptide CSH C18 XP, 214 nm, 5-60 % B en 20 min) de 36 purifié. B) 
Analyse HRMS de 36 purifié. Le nombre indiqué en-dessous du m/z correspond à l’état de charge. 
C) Déconvolution de l’analyse HRMS B. Mmono calculée 9076,37 Da ; observée : 9076,41 Da. 

 

4. Dimère d’un fragment d’immunoglobuline E 

 

Avec les outils de ligation et de désulfurisation en main, un projet particulièrement 

complexe a été abordé pour satisfaire une demande de client de Smartox Biotechnology. Ce 

projet consistait en la synthèse d’un dimère d’une mini-protéine correspondant à un fragment 

d’immunoglobuline E (IgE, Figure 74).  

 

Figure 74 : dimère du fragment d’IgE. Z représente une 4-azido-L-homoalanine (Aha) 
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Le cahier des charges de ce projet imposait de multiples difficultés. Tout d’abord, le 

monomère est une mini-protéine de 115 résidus contenant trois cystéines. Un pont disulfure 

entre les cystéines C30 et C90 devait être formé sélectivement tout en gardant la cystéine C7 

libre. Un résidu Aha devait également être introduit à l’extrémité C-terminale de la séquence, 

pour pouvoir par la suite réaliser une réaction de CuAAC. Pour finir, ce peptide devait être 

obtenu sous forme de monomère, mais également de dimère en formant un pont disulfure 

entre les cystéines C7 libres de deux chaînes peptidiques. Une stratégie de synthèse par 

ligation a donc dû être établie en prenant en compte ces différents paramètres. Tout d’abord, 

la formation sélective du pont C30-C90 impliquait d’être en présence de la cystéine C7 

protégée. De plus, les seules cystéines natives présentes dans la séquence et pouvant être 

exploitées comme point de ligation sont les cystéines C30 et C90. Se servir de ces seules 

cystéines pour la synthèse du peptide imposait ainsi la synthèse d’un fragment médian de 60 

acides aminés, estimé trop long pour être obtenu avec des rendements corrects par SPPS. En 

considérant cela, au moins une alanine serait mutée en cystéine pour créer un nouveau point 

de ligation et par la suite être désulfurisée. Afin de conserver les cystéines natives C30 et C90, 

celles-ci devaient donc être également protégées. De plus, pour former le pont C30-C90 

sélectivement, le groupement protecteur utilisé, commun aux deux cystéines, devait être 

orthogonal à celui de la cystéine C7. Ainsi, les différentes ligations envisagées s’appuieraient 

uniquement sur des alanines mutées en cystéine. Pour cela, trois alanines judicieusement 

positionnées ont été sélectionnées pour servir de points de ligation : A36, A49 et A100. Cela 

définit ainsi les fragments IgE(1-35) 37, IgE*(36-48) 38, IgE*(49-99) 39 et IgE*(100-115) 40 

(Figure 75). En ce qui concerne les cystéines, la stratégie de formation sélective du pont C30-

C90 a été envisagée en protégeant ces deux cystéines avec des groupements Acm pour 

pouvoir les déprotéger et former le pont de manière concomitante avec du diiode. La C7 sera 

quant à elle protégée avec un groupement protecteur Mob, insensible au diiode, qui pourra 

être déprotégé avec du TFMSA une fois le pont formé. La dimérisation du peptide sera alors 

réalisée à partir de cette cystéine libre.  

Le fragment hydrazide IgE(1-35) contenant C7(Mob) et C30(Acm) a donc été synthétisé 

par SPPS et isolé avec un rendement de 29 %. Les courts fragments IgE*(36-48) et IgE*(100-

115), ce dernier contenant le Aha à son extrémité C-terminale, ont été obtenus sans difficulté 

avec des rendements de 64 % et 53 %, respectivement. Cependant, la synthèse du fragment 

cystéinyle hydrazide IgE*(49-99), contenant la cystéine C90(Acm), a nécessité certaines 

optimisations. En effet, une première synthèse réalisée dans des conditions classiques n’a pas 

permis d’obtenir la séquence désirée majoritairement. Ce fragment étant particulièrement 

long, nous avons alors introduit les pseudoprolines ST et ET en positions 25-26 et 38-39 du 

fragment, respectivement. Cela nous a ainsi permis d’obtenir ce fragment avec un rendement 

de 21% après purification. 
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Figure 75 : Stratégie de synthèse d’un fragment d’IgE par NCL. a)  NCL : 0,2 M NaH2PO4,H2O, 6 M Gn.HCl, 
pH 3, -15°C, 10 éq. NaNO2, 20 min, puis 100 éq. MPAA, pH 6,8, température ambiante, une nuit. b) 
désulfurisation : 0,2 M NaH2PO4,H2O, 6 M Gn.HCl, pH 6,8, 100 éq. TCEP, 20µL tBuSH, 50 éq. VA-044, 
atmosphère inerte, 37°C, 4 h. c) déprotection des Acm et formation du pont disulfure : 0,1 M acide citrique, 
2 M Gn.HCl, pH2, 4 x 1 éq. I2, 20 min. d) Déprotection du Mob : TFA/phénol/TFMSA 8:1:1, 0°C, 10 min. 

 

Par la suite, les ligations ont été entreprises dans la direction N-terminal vers C-

terminal. Pour cela, les fragments hydrazide IgE(1-35) et cystéinyle hydrazide IgE*(36-48) ont 

été engagés dans une réaction de ligation pendant une nuit. La solubilité du premier fragment 

était cependant limitée, si bien qu’il a dû être dissous à une concentration relativement faible 

(2,8 mM) en présence de NMP. Malgré tout, le peptide IgE*(1-48) 41 a été obtenu avec un 

rendement de 31% après purification. Celui-ci a donc été utilisé pour une seconde ligation 

avec le fragment IgE*(49-99). Cependant, la solubilisation du fragment IgE*(1-48) a également 

posé problème ici. Constatant que celui-ci était soluble à l’issue de la ligation précédente à pH 

6,8, sa solubilisation a donc été entreprise à pH neutre avant de diminuer le pH à 3 pour son 

activation avec NaNO2. Ceci a permis d’améliorer sensiblement sa solubilisation. Le peptide 

IgE*(1-99) 42 a ainsi pu être obtenu avec un rendement modéré de 25 % après une nuit de 

réaction et purification (Figure 76).  
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Figure 76 : Analyses RP-HPLC et HRMS de l’IgE*(1-99) 42. A) Analyse RP-HPLC (tR = 9,6 min, pic large, AdvanceBio Peptide 
C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min)) de 42 purifié. B) Analyse HRMS de 42 purifié. Le nombre indiqué au-dessus du m/z 
correspond à l’état de charge. C) Zoom sur l’état de charge 10+. Mmono calculée : 11366,79 Da ; observée : 11366,63 Da. 

Pour finir, la séquence entière du fragment d’IgE recherché a été complétée avec une 

dernière ligation avec le fragment cystéinyle IgE*(100-115). Après une nuit de réaction, un pic 

a pu être isolé par purification RP-HPLC (Figure 77). Cependant, d’après les analyses ESI-HRMS, 

il semblerait que ce pic corresponde en réalité à plusieurs produits ayant le même temps de 

rétention. Tout d’abord, le produit de ligation entier IgE*(Mob, Acm) linéaire 43, contenant 

une cystéine Mob et deux cystéines Acm, est observable, bien que sa masse monoisotopique 

exacte ne puisse être déterminée avec précision. En effet, un amas isotopique proche masque 

le pic monoisotopique du produit de ligation. Cet amas correspond à un produit ayant environ 

26 Da de moins que le produit recherché. Cette masse est cohérente avec la réduction de la 

fonction azoture portée par le Aha en amine. Cette réaction secondaire a auparavant été 

observée à plusieurs reprises au laboratoire lors du repliement oxydatif de toxines modifiées 

avec un azoture. Dans notre cas, la présence de plusieurs cystéines et du thiol MPAA, qui 

peuvent former des ponts disulfures intra- et intermoléculaires, semble réduire l’azoture en 

amine lors de l’oxydation des thiols en ponts disulfures. De plus, une autre espèce ayant une 

masse inférieure d’environ 18 Da à la masse du produit secondaire précédent est également 

visible. Cette masse serait ici cohérente avec une cyclisation de l’extrémité C-terminale en 

lactame, favorisée par la formation d’un cycle à 5. 
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Figure 77 : Analyses RP-HPLC et HRMS de l’IgE*(Mob, Acm) linéaire 43. A) Analyse RP-HPLC (tR = 9,5 min, 
pic large, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min)) de 43 purifié. B) Analyse HRMS 
de 43 purifié. Le nombre indiqué au-dessus du m/z correspond à l’état de charge. C) Zoom sur l’état de 
charge 10+. Mmono calculée : 13039,60 Da ; observée : 13042,53 Da ; 13016,46 Da ; 12999,43 Da. 

 

Les difficultés d’analyses par RP-HPLC et LC-MS constatées ici pointent du doigt les 

limites de ces différentes techniques. En effet, dans le cas de peptides ayant des masses 

moléculaires conséquentes (environ 13 kDa), des modifications aussi infimes à l’échelle du 

peptide entier que celles observées ci-dessus ne modifient que très peu les paramètres 

physico-chimiques globaux du produit. Ainsi, les temps de rétention des produits secondaires 

ne changent pas, ou de manière si infime que leur séparation du produit désiré s’avère très 

difficile par RP-HPLC, aussi bien pour les analyses que pour purifier le produit. De plus, les 

analyses par ESI-HRMS sont également complexifiées par les tailles relativement élevées des 

composés. En particulier, l’observation d’amas isotopique correspondant à des états de 

charge élevés implique que le pic monoisotopique de chaque amas possède une très faible 

intensité, et n’est bien souvent pas observable. La présence de plusieurs produits de masses 

moléculaires proches complique d’autant plus les analyses, si bien que seules les masses 

moyennes approximatives peuvent être déterminées.  

Ainsi, l’obtention de la séquence entière du fragment d’IgE pur nécessite de supprimer 

autant que possible les réactions secondaires constatées afin de simplifier la purification 
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suivant la réaction de ligation. Pour cela, plusieurs études ont été réalisées pour essayer de 

limiter ces réactions. Dans le but de simplifier les analyses, ces différents tests ont été faits sur 

le fragment IgE*(100-115) contenant l’azoture. Afin de vérifier l’espèce chimique responsable 

de ces réactions indésirables, le fragment a été solubilisé dans du tampon de NCL à pH 6,5 en 

présence de 100 éq. de MPAA et agité durant une nuit sous atmosphère inerte pour 

reproduire les conditions de NCL. Par la suite, le fragment a été traité avec 100 éq. de TCEP 

pendant 30 min. Les analyses par ESI-HRMS ont révélé que l’azoture présent à l’extrémité C-

terminal était déjà majoritairement réduit avant le traitement au TCEP. L’azoture semble donc 

instable en présence de MPAA. Afin d’évaluer la rapidité de cette réaction, le fragment 

IgE*(100-115) a de nouveau été traité avec 100 éq. de MPAA dans du tampon de NCL, avec 

cette fois-ci un suivi par ESI-HRMS toutes les 30 minutes pendant 4 heures. Après 1h30, la 

quantité estimée d‘azoture réduit était environ la même que celle d’azoture intact. Après 2 h, 

l’azoture était minoritaire par rapport à l’amine correspondante. Cela implique que dans ces 

conditions, la réaction de ligation devrait durer au maximum 1 heure pour récupérer 

majoritairement le produit de ligation contenant l’azoture voulu. Pour finir, l’impact du 

nombre d’équivalents de MPAA a également été évalué. Pour cela, le fragment contenant 

l’azoture a été mis en présence de 15, 20, 30, 40 et 50 éq. de MPAA dans les même conditions 

que précédemment. Les analyses ESI-HRMS de ces différents milieux après 2 heures ont 

montré que l’azoture intact était toujours majoritaire avec 50 éq. de MPAA, contrairement au 

test précédent avec 100 éq. Cependant, la réduction de l’azoture est toujours visible, et 

réduire davantage le nombre d’équivalents de MPAA ne semble pas avoir d’impact sur les 

proportions d’azoture intact et d’azoture réduit. Ainsi, pour obtenir majoritairement le 

produit de ligation avec l’azoture désiré, la réaction de NCL devrait durer moins d’1h30 avec 

au maximum 50éq. de MPAA. Ces limitations semblent cependant trop contraignantes pour 

espérer avoir une réaction de ligation totale, au vu des cinétiques de ligation généralement 

observées. 

Afin d’évaluer la pertinence de la suite de la voie de synthèse du produit recherché, les 

étapes suivantes ont d’abord été entreprises sur le mélange de produits de ligation 

précédemment obtenu. Tout d’abord, la désulfurisation des trois cystéines non natives a été 

réalisée en présence de VA-044, de TCEP et de tBuSH. Après une nuit de réaction et 

purification, les produits désulfurisés ont été obtenus, avec des masses inférieures d’environ 

96 Da correspondant bien à la désulfurisation de trois cystéines. Ici encore, les techniques de 

séparation utilisées n’ont pas permis d’isoler le produit IgE(Mob, Acm) linéaire 44 des produits 

secondaires non désirés contenant l’azoture réduit. De plus, le tBuSH utilisé à cette étape 

semble avoir le même impact que le MPAA sur l’azoture lors de la réaction précédente, 

puisque la proportion d’azoture réduit semble avoir augmentée par rapport au produit désiré. 

Par la suite, ce mélange de composés a été traité avec plusieurs ajouts d’1 éq. de diiode toutes 

les 5 minutes pour déprotéger les cystéines Acm et former le pont disulfure. Après quatre 

ajouts, la purification du milieu réactionnel a permis d’obtenir IgE(Mob, S-S) 45 sans les Acm, 

toujours avec les co-produits non désirés également déprotégés. Bien que la masse 

monoisotopique des composés ne puisse être déterminée avec précision, le pont disulfure est 

supposé formé puisque le mécanisme de déprotection des Acm et de formation du pont est 

concomitant. Pour finir, le groupement protection Mob a été déprotégé dans un mélange 



 

Native Chemical Ligation 
 

113 
 

TFMSA/phénol/TFA 1:1:8 pendant 10 minutes à 0°C. Après précipitation avec du diéthyl éther, 

une analyse par ESI-HRMS a permis de constater la formation du produit IgE(S-S) 46 sans le 

groupement Mob, correspondant à une masse inférieure de 120 Da. 

Par la suite, la dimérisation du produit par un pont disulfure entre deux cystéines C7 a 

été entreprise. Cependant, l’oxydation de ces cystéines en pont disulfure n’a pu être réalisée, 

que ce soit en présence de DMSO, de diiode ou de DTNP, malgré une concentration élevée en 

peptide. Nous avons alors supposé que la cystéine était trop encombrée pour pouvoir réagir 

avec son homologue d’une autre chaîne peptidique, possiblement à cause de la structuration 

du peptide. L’ajout de fortes concentrations d’urée ou de guanidine, sensées casser les 

structures secondaires grâce à leurs propriétés dénaturantes, n’a cependant toujours pas 

permis de former le dimère recherché. Nous avons alors estimé que deux molécules IgE(S-S) 

étaient trop volumineuses pour pouvoir rapprocher suffisamment leurs cystéines respectives 

et ainsi former le pont. Une alternative envisagée consistait alors à utiliser un linker homo-

bifonctionnel afin de compenser l’éloignement des cystéines.281,282 Pour cela, l’IgE(S-S) a été 

traité avec du bismaléimidoéthane (BMOE) pendant 2 heures et purifié pour éliminer l’excès 

de BMOE et obtenir IgE(BMOE, S-S) 47. La formation de ce produit indique que la cystéine 

n’est pas trop encombrée pour réagir avec une petite molécule telle que le BMOE, et que le 

volume global de la molécule semble bien être la source du problème. Par la suite, IgE(BMOE, 

S-S) a été mis en présence de IgE(S-S) ayant toujours sa cystéine C7 libre. Malheureusement, 

aucune formation de dimère n’a pu être constatée après 24 heures d’agitation. Supposant 

que le linker utilisé pourrait être trop court, ce processus a été répété avec du 1,11-

bismaléimido-triéthylèneglycol (BM(PEG)3). Ici encore, seule la formation du monomère 

fonctionnalisé avec le linker a été observée. 

Au vu des difficultés rencontrées, tant en ce qui concerne la réduction du Aha que la 

formation du dimère, ce projet n’a malheureusement pu aboutir dans les délais impartis. En 

particulier, l’absence de la fonction azoture à la fin de la voie de synthèse a été rédhibitoire.  

De plus, cette étude avait pour but d’évaluer la faisabilité de la synthèse pour pouvoir par la 

suite effectuer une montée en échelle et produire plus de 50 mg de monomère et de dimère. 

Les différentes étapes problématiques de la voie de synthèse envisagée ont ainsi été un frein 

important à ce projet. Malgré tout, le développement de cette stratégie multi-étapes montre 

qu’il est possible d’obtenir le fragment d’IgE sans l’azoture en trois réactions de NCL, une 

réaction de désulfurisation et un repliement oxydatif dirigé pour obtenir finalement un 

peptide d’environ 13 kDa cyclisé par un pont disulfure avec une cystéine libre. Cependant, les 

réactions se doivent d’être totales et propres afin d’éviter des purifications complexes et 

laborieuses. De plus, avec de tels composés, l’abondance des espèces monoisotopiques 

devient si infime que la masse exacte des produits formés devient difficilement observable. 

On touche ainsi ici la limite entre la chimie des peptides et celle des protéines, avec les 

contraintes techniques que cela implique. 
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II. Formation dirigée de ponts disulfures 
 

Le second axe de recherche de cette thèse concerne le repliement oxydatif 

régiosélectif de toxines. Notre intérêt pour cette thématique est né de notre incapacité à 

replier correctement certaines toxines au cours de leur production. En effet, le repliement 

oxydatif direct de certaines toxines menait à la formation de différentes configurations de 

ponts disulfures, donnant des rendements trop faibles pour pouvoir produire ces toxines en 

quantités suffisantes. Pour d’autres toxines, ce type de repliement ne permettait tout 

simplement pas l’obtention des configurations natives recherchées. L’utilisation de la 

formation dirigée de ponts disulfures semblait donc être une réponse adaptée à cette 

problématique. Les travaux ont ainsi commencé par la mise au point et l’optimisation d’une 

stratégie dans le cas simple d’une toxine à deux ponts disulfures. Par la suite, deux toxines à 

trois ponts disulfures ont servi de support à l’extension de cette stratégie. Une fois ces 

stratégies à deux et trois ponts maitrisées, la production de trois toxines difficiles à obtenir 

par repliement oxydatif direct a pu être réalisée pour dévelloper le catalogue de Smartox 

Biotechnology. Au cours de ces travaux, plusieurs difficultés ont été rencontrées concernant 

la déprotection des groupements protecteurs. Nous nous sommes ainsi intéressés à 

l’utilisation d’un nouveau groupement protecteur non-commercial de la cystéine, le Hmboff/on
, 

pour l’élaboration de stratégies de repliements régiosélectifs alternatives. Ce groupement 

protecteur a l’avantage d’être dans un premier temps insensible au TFA lors de la séparation 

d’un peptide de la résine. Par la suite, un réarrangement spontannée en milieu neutre ou 

basique le rend labile en conditions acides, et permet ainsi de l’ôter de la cystéine par 

traitement avec du TFA dans les conditions classiquement utilisées lors de synthèses par SPPS 

en stratégie Fmoc. Ces conditions étant bien connues et largement utilisées, ceci permet de 

limiter au maximum les réactions secondaires comparé à l’utilisation de diiode dans le cas des 

groupements Acm par exemple. 

 

A. Stratégie à deux ponts disulfures 
 

La mise au point d’une stratégie de repliement dirigé adaptée aux toxines à deux ponts 

disulfures a été réalisée à partir de l’analogue d’une conotoxine, la NMB-1. Cette analogue 

inhibe des sous-familles de canaux ioniques activés mécaniquement et sert ainsi d’outil de 

caractérisation de ces canaux.283 La NMB-1 est un peptide de 19 acides aminés amidé à son 

extrémité C-terminal et contenant quatre cystéines formant les ponts C1-C4 et C2-C3 (Figure 

78). 

 

Figure 78 : NMB-1283 

Afin d’évaluer différents groupements protecteurs, deux stratégies de protection ont 

été utilisées. La première consistait à employer une combinaison des groupements Trt et Acm 
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pour la protection orthogonale des paires de cystéines. La NMB-1 comporte une cystéine en 

position C-terminale. Afin d’éviter la β-élimination du thiol de cette cystéine durant la SPPS, 

favorisée lorsque le groupement Acm est utilisé pour sa protection, celle-ci devait être 

protégée avec un trityle. Cela a ainsi défini le schéma de protection de la NMB-1 pour cette 

stratégie Trt/Acm, avec les cystéines C1 et C4 protégées par des groupements Trt et les 

cystéines C2 et C3 par des groupements Acm (Figure 79A). Etant donné que les résidus Cys(Trt) 

seront déprotégés durant la séparation du peptide de la résine, le pont correspondant à ces 

cystéines sera formé en premier, puis les Cys(Acm) seront déprotégées dans un second temps 

pour former le deuxième pont. La seconde stratégie emploie les groupements Trt et Mob. Afin 

d’être comparable à la première stratégie, nous avons décidé de former les ponts disulfures 

dans le même ordre. Ainsi, pour cette stratégie Trt/Mob, les cystéines C1 et C4 porteront le 

groupement Trt, tandis que les cystéines C2 et C3 seront protégées avec des groupements 

Mob (Figure 79B). 

 

Figure 79 : stratégies de formation dirigée de ponts disulfures de la NMB-1. A) stratégie Trt/Acm. a) 0,1 M Tris, 
20 %v/v DMSO, 2M Gn.HCl, pH 8,2, 0,1 mg/mL de peptide, 1 nuit. b) 0,1 M acide citrique, 2M Gn.HCl, pH 2, 0,1 
mg/mL de peptide, 4 x 1 éq. I2 10mM dans CH3CN, 20 min, puis ascorbate de sodium. c) 0,1 M acide citrique, 5 
%v/v DMSO, 2M Gn.HCl, pH 7, 0,1 mg/mL de peptide, 1 nuit, puis pH 2, 4 x 1 éq. I2 10mM dans CH3CN, 20 min, 
puis ascorbate de sodium.  B) stratégie Trt/Mob. d) TFA/phénol/TFMSA 8:1:1, 0°C, 10 min et précipitation avec 
Et2O, puis 0,1 M acide citrique, 20 %v/v DMSO, 2M Gn.HCl, pH 2, 0,1 mg/mL de peptide, 1 nuit. 

 

Les synthèses par SPPS des peptides NMB-1(STrt1,4 ; SAcm2,3) et NMB-1(STrt1,4 ; 

SMob2,3) ont été réalisées sur synthétiseurs automatiques. Après traitement des résines avec 

du TFA et purifications, les toxines NMB-1(SH1,4 ; SAcm2,3) 48 et NMB-1(SH1,4 ; SMob2,3) 49 ont 

été obtenues avec des rendements de 35 % et 22 %, respectivement. Afin de faciliter les 

analyses de la formation du premier pont et évaluer précisément les rendements, les peptides 

ont été purifiés avant la première étape. Cependant, il est à noter que cette première 

purification n’est pas strictement nécessaire, et que le premier pont peut également être 

formé à partir des peptides bruts. 

Pour commencer, le repliement régiosélectif de la NMB-1(SH1,4 ; SAcm2,3) 48 a été 

entrepris. Pour cela, le peptide a été ajouté dans un tampon basique contenant 20 %v/v de 

DMSO en tant qu’oxydant et 2 M de Gn.HCl. La guanidine sert ici à libérer la chaîne peptidique 
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de toute contrainte imposée par les structures secondaires éventuellement présentes, afin 

que les cystéines libres puissent facilement entrer en contact. Bien que la guanidine puisse 

avoir un impact sur les configurations obtenues dans le cas du repliement oxydatif direct, ceci 

n’est pas le cas ici puisque seulement deux cystéines sont libres. De plus, une forte dilution du 

peptide est employée à cette étape afin de favoriser les ponts disulfures intramoléculaires et 

non intermoléculaires. Après une nuit d’agitation, un suivi par HRMS a montré une diminution 

de la masse moléculaire du peptide de 2 Da, caractéristique de la formation du pont disulfure. 

La purification du milieu réactionnel par RP-HPLC a permis d’obtenir la NMB-1(SS1,4 ; SAcm2,3) 

50 avec un rendement de 76 % (Figure 80). A cette étape, aucun sous-produit correspondant 

à la déprotection précoce d’un groupement Acm n’a été observé.  

 

Figure 80 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la NMB-1(SS1,4 ; SAcm2,3) 50. A) Superposition des analyses RP-
HPLC de 48 purifiée (tR = 7,6 min, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) et de 50 
purifiée (tR = 7,5 min). B) Analyse HRMS de 50 purifiée. Le nombre indiqué au-dessus du m/z correspond 
à l’état de charge. C) Zoom sur l’état de charge 3+ de 48 purifiée (en haut, Mmono calculée : 2611,28 Da 
; observée : 2611,30 Da) et 50 purifiée (en bas, Mmono calculée : 2609,27 Da ; observée : 2609,23 Da) 

 

La déprotection de ces groupements Acm et la formation concomitante du pont 

disulfure ont alors été entreprises avec du diiode. Pour cela, le peptide a été solubilisé dans 

un tampon acide citrique à pH 2 contenant 2 M de Gn.HCl, dans des conditions fortement 

diluées en peptide. Le pH acide permet ici de limiter le scrambling des ponts disulfures. Un 

équivalent de diiode solubilisé dans de l’acétonitrile a alors été ajouté toutes les cinq minutes. 
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Ici, plusieurs ajouts d’un unique équivalent de diiode à des intervalles réguliers ont été 

préférés à un seul ajout de plusieurs équivalents afin de limiter les nombreuses réactions 

secondaires associées à l’utilisation de ce réactif. Les conditions acides permettent également 

de limiter ces réactions indésirables. Un suivi par HRMS a permis de montrer une 

consommation totale du produit de départ après 4 ajouts, et la formation quantitative du 

produit recherché. De plus, aucun produit secondaire dû à l’utilisation de diiode n’a été 

observé. La NMB-1 repliée 51 a ainsi été obtenue par purification du milieu réactionnel avec 

un rendement de 64 %, soit un rendement total sur les deux étapes d’oxydation des cystéines 

de 49 % (Figure 81).  De manière importante, aucun autre pic majoritaire ayant la même masse 

moléculaire n’a été observé, ce qui tend à montrer que le scrambling a été correctement 

limité. 

 

Figure 81 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la NMB-1 repliée 51 obtenue avec la stratégie Trt/Acm. A) 
Analyse RP-HPLC de 51 purifiée (tR = 7,6 min, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min). 
B) Analyse HRMS de 51 purifiée. Le nombre indiqué au-dessus du m/z correspond à l’état de charge. C) 
Zoom sur l’état de charge 4+ de 51 purifiée. Mmono calculée : 2465,17 Da ; observée : 2465,17 Da. 

 

Afin de s’affranchir d’une étape de purification intermédiaire, nous avons ensuite 

voulu évaluer la faisabilité de cette stratégie en réalisant les deux étapes en one-pot. Pour 

cela, le premier pont disulfure a été formé dans un tampon citrate à pH 7 en présence de 5 

%v/v de DMSO et de guanidine. La concentration en DMSO a été réduite afin d’interférer le 

moins possible avec la seconde étape d’oxydation. Après une nuit, la formation du premier 

pont a été observée par HRMS. La diminution de la quantité de DMSO ne semble donc pas 
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avoir réduit la cinétique de la réaction d’oxydation de manière trop importante. Par la suite, 

le pH du milieu a été diminué à 2, puis plusieurs équivalents de diiode ont été ajoutés 

successivement pour la déprotection des Cys(Acm) et la formation du second pont, comme 

précédemment. Un suivi par HRMS a permis de déterminer le nombre d’ajouts nécessaires à 

quatre (Figure 82). La présence de DMSO à cette concentration ne semble donc pas avoir 

d’impact sur cette étape. Ainsi, La NMB-1 repliée 51 a été obtenue après purification avec un 

rendement de 57 % sur deux étapes réalisées en one-pot. Aucun sous-produit issu d’un 

éventuel phénomène de scrambling n’a été observé. La suppression de l’étape de purification 

intermédiaire a donc permis d’augmenter sensiblement les rendements du repliement 

régiosélectif de la NMB-1. De plus, cette dernière stratégie constitue un gain de temps 

précieux dans une optique de production, puisqu’elle permet de gagner environ 24 heures de 

lyophilisation du produit intermédiaire, en plus de la purification. 

 

Figure 82 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la NMB-1 repliée 51 obtenue avec la stratégie Trt/Acm en one-pot. A) Analyse 
RP-HPLC de 51 purifiée (tR = 7,6 min, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min). B) Suivi du repliement 
de la NMB-1 par analyses HRMS. Zoom sur les états de charges 3+. 48 : Mmono calculée : 2611,28 Da ; observée : 2611,28 
Da. 50 : Mmono calculée : 2609,26 Da ; observée : 2609,26 Da. 51 : Mmono calculée : 2465,17 Da ; observée : 2465,18 Da. 

 

La deuxième stratégie à partir de la NMB-1(SH1,4 ; SMob2,3) 49 a ensuite été évaluée. 

Pour cela, la formation du premier pont a été réalisée dans les mêmes conditions que 
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précédemment, dans un tampon basique en présence de DMSO et de Gn.HCl. Ici encore, la 

formation du premier pont a été observée après une nuit, et la purification du milieu 

réactionnel a permis d’obtenir la NMB-1(SS1,4 ; SMob2,3) 52 avec un rendement de 51 % (Figure 

83).  

 

Figure 83 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la NMB-1(SS1,4 ; SMob2,3) 52. A) Analyse RP-HPLC de 52 purifiée (tR = 9,1 min, 
AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min). B) Analyse HRMS de 52 purifiée. Le nombre indiqué au-
dessus du m/z correspond à l’état de charge. C) Zoom sur l’état de charge 3+ de 49 purifiée (en haut, Mmono calculée : 
2709,32 Da ; observée : 2709,31 Da) et 52 purifiée (en bas, Mmono calculée : 2707,31 Da ; observée : 2707,30 Da) 

 

Par la suite, la déprotection des Cys(Mob) a été entreprise. Pour cela, le peptide a été 

solubilisé dans un mélange TFA/phénol, ce dernier servant de scavenger du groupement Mob. 

Une fois le milieu refroidit à 0°C, du TFMSA a été ajouté à une concentration finale de 10 %v/v 

et le milieu agité pendant 10 min. Le peptide a ensuite été récupéré sous forme solide par 

ajout d’éther diéthylique (Et2O) et centrifugation. La formation du second pont a alors été 

réalisée sans purification intermédiaire. Pour cela, le peptide a été ajouté à un tampon acide 

citrique contenant du DMSO et de la guanidine. Après une nuit, un suivi par HRMS a confirmé 

la formation du second pont disulfure. La purification du milieu réactionnel a permis d’isoler 

un unique pic correspondant à la NMB-1 repliée 51 avec un rendement quantitatif sur les 

étapes de déprotection des résidus Cys(Mob) et formation du pont correspondant. Ainsi, la 

NMB-1 repliée a été obtenue avec un rendement de 51 % sur les deux étapes d’oxydation et 

l’étape de déprotection, similaire à la stratégie Trt/Acm lorsque les réactions sont réalisées 

avec une purification intermédiaire. De plus, l’observation du même temps de rétention pour 

les produits issus des différentes stratégies (Trt/Acm en deux étapes et en one-pot, et 

Trt/Mob) tend à confirmer qu’une unique configuration de ponts disulfures a été obtenue. 
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Figure 84 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la NMB-1 repliée 51 obtenue avec la stratégie Trt/Mob. A) 
Analyse RP-HPLC de 51 purifiée (tR = 7,6 min, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min). 
B) Analyse HRMS de 51 purifiée. Le nombre indiqué au-dessus du m/z correspond à l’état de charge. C) 
Zoom sur l’état de charge 3+ de 51 purifiée. Mmono calculée : 2465,17 Da ; observée : 2465,17 Da. 

 

 Cette mise au point sur l’exemple d’une toxine à deux ponts a permis de mettre au 

point la formation successive et régiosélective de deux ponts disulfures au cours d’une même 

réaction, et donc de s’affranchir d’une purification intermédiaire. Ceci permet d’aborder le 

problème plus complexe des toxines à trois ponts en s’assurant des rendements corrects pour 

les premières étapes.  

 

B. Stratégie à trois ponts disulfures  
 

Les conditions de déprotection des groupements Acm et Mob et la formation des ponts 

disulfures correspondants étant établies, une stratégie de repliement régiosélectif de toxines 

à trois ponts disulfures utilisant les groupements Trt, Acm et Mob a ainsi pu être envisagée. 

 

1. SGTx1 
 

La première toxine utilisée pour mettre au point une telle stratégie est la SGTx1. Cette 

toxine de 34 résidus est issue du venin d’araignée Scodra griseipes284 et présente un motif ICK 

formé par ses trois ponts disulfures (Figure 85).285 Cette toxine inhibe les canaux ioniques 

KV1.2 en interagissant avec le domaine « capteur de tension » de ces canaux.286 
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Figure 85 : SGTx1. A) Séquence et ponts disulfure de la SGTx1. B) Structure 
trimensionnelle de la SGTx1 (PDB : 1LA4) ; les ponts disulfures sont représentés en jaune. 

Afin d’établir une stratégie de repliement régiosélectif, l’environnement des cystéines 

a été examiné. La cystéine C6 s’avère adjacente à une tyrosine, et empêche donc l’utilisation 

d’un groupement Acm à cette position pour éviter un éventuel adduit Acm sur la tyrosine 

pendant la déprotection avec du TFA, comme indiqué dans la littérature.246 De plus, la cystéine 

C3, partenaire de la cystéine C6, est impliquée dans un motif Asp-Cys empêchant ici aussi 

l’utilisation de l’Acm comme groupement protecteur pour éviter la formation d’aspartimide. 

La cystéine C1 est quant à elle proche d’une tyrosine, mais non adjacente. Afin d’éviter une 

réaction secondaire due à cette proximité, l’utilisation du groupement Acm est ici aussi à 

proscrire. Ainsi, le schéma de protection optimal est une protection des cystéines C1 et C4 par 

des groupements Trt, des cystéines C2 et C5 par des groupements Acm et des cystéines C3 et 

C6 par des groupements Mob. 

 

Figure 86 : stratégie de formation dirigée de ponts disulfures de la SGTx1. a) 0,1 M Tris, 10 %v/v DMSO, 2M Gn.HCl, pH 
8,2, 0,1 mg/mL de peptide, 1 nuit. b) 0,1 M acide citrique, 2M Gn.HCl, pH 2, 0,1 mg/mL de peptide, 4 x 1 éq. I2 10mM dans 
CH3CN, 20 min, puis ascorbate de sodium. c) 0,1 M acide citrique, 10 %v/v DMSO, 2M Gn.HCl, pH 7, 0,2 mg/mL de peptide, 
1 nuit, puis pH 2, 4 x 1 éq. I2 50mM dans CH3CN, 20 min, puis ascorbate de sodium. d) TFA/phénol/TFMSA 8:1:1, 0°C, 10 
min et précipitation avec Et2O, puis 0,1 M acide citrique, 10 %v/v DMSO, 2M Gn.HCl, pH 2, 0,1 mg/mL de peptide, 48h. 
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La synthèse de la SGTx1(STrt1,4 ; SAcm2,5 ; SMob3,6) a donc été réalisée par SPPS. Afin 

de limiter la formation d’aspartimide durant la synthèse, les deux motifs Asp-Gly ont été 

introduits sous la forme du dipeptide Fmoc-Asp(OtBu)-N(Dmb)Gly-OH. Après séparation du 

peptide de la résine et déprotection avec du TFA, le peptide SGTx1(SH1,4 ; SAcm2,5 ; SMob3,6) 

53 a été obtenu sous sa forme brut. Les analyses RP-HPLC et ESI-HRMS du peptide ont montré 

la présence du produit recherché de manière très majoritaire. La qualité du peptide brut étant 

satisfaisante, une purification de celui-ci n’a pas été jugée nécessaire. La SGTx1(SH1,4 ; SAcm2,5 ; 

SMob3,6) a ainsi été directement engagée dans la réaction de formation du premier pont 

disulfure correspondant aux cystéines C1 et C4. Le peptide n’étant pas totalement soluble 

dans un mélange eau/acétonitrile, celui-ci a été tout d’abord solubilisé dans un minimum de 

TFA, en prenant soin d’ajouter en premier une goutte d’eau pour éviter la formation d’esters 

de TFA sur les chaînes latérales portant une fonction alcool. Le milieu a ensuite été dilué avec 

une solution concentrée de guanidine pour maintenir le peptide en solution, puis ajouté à un 

tampon oxydant composé de Tris, de DMSO et de guanidine, et le pH réajusté à pH 8. Après 

une nuit de réaction et purification, la SGTx1(SS1,4 ; SAcm2,5 ; SMob3,6) 54 a été obtenue avec 

un rendement de 16 % basé sur le taux de chargement de la résine utilisée pour la synthèse 

(Figure 87). Le rendement est ici impacté négativement par la présence des impuretés 

contenues dans le peptide brut qui ont été éliminées lors de cette purification. 

 

Figure 87 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la SGTx1(SS1,4 ; SAcm2,5 ; SMob3,6) 54. A) Analyse RP-
HPLC de 54 purifiée (tR = 8,5 min, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min). B) 
Analyse HRMS de 54 purifiée. Le nombre indiqué en-dessous du m/z correspond à l’état de charge. 
C) Déconvolution de l’analyse HRMS B. Mmono calculée : 4159,80 Da ; observée : 4159,82 Da. 
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La formation du second pont disulfure à partir des résidus Cys(Acm) a alors été réalisée. 

Pour cela, les conditions de déprotection des groupements Acm précédemment utilisées ont 

été appliquées. La SGTx1(SS1,4 ; SAcm2,5 ; SMob3,6) a donc été dissoutes dans un tampon 

contenant de l’acide citrique et de la guanidine à pH 2, et plusieurs ajouts successifs d’un 

équivalent de diiode ont été réalisés. Comme pour la NMB-1, le nombre d’ajouts optimal a été 

évalué à quatre par suivi HRMS, permettant une déprotection totale des groupements Acm et 

la formation concomitante du pont. Cependant, avec quatre équivalents de diiode, 

l’apparition d’un second produit a été observée. Son analyse par HRMS a révélé qu’il s’agissait 

de la SGTx1 totalement repliée. Il semblerait donc que le diiode déprotège ici partiellement 

les groupements protecteurs Mob et qu’il permette la formation du dernier pont. Une 

diminution du nombre d’équivalents de diiode ajoutés n’empêche pas la formation de ce 

produit secondaire, et limite de plus la formation du pont voulu. Quatre équivalents semblent 

donc être le juste milieu entre la conversion totale du produit de départ et une formation 

minimum du produit indésirable. La SGTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 55 a ainsi pu être obtenue 

après purification avec un rendement de 20 % (Figure 88). 

 

Figure 88 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la SGTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 55. A) Analyse RP-
HPLC de 55 purifiée (tR = 8,3 min, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min). B) 
Analyse HRMS de 55 purifiée. Le nombre indiqué en-dessous du m/z correspond à l’état de charge. 
C) Déconvolution de l’analyse HRMS B. Mmono calculée : 4015,71 Da ; observée : 4015,73 Da. 

 

Afin d’évaluer la pertinence de la stratégie de formation des deux premiers ponts en 

réaction one-pot dans le cas de la SGTx1, cette méthode a également été appliquée ici. La 

SGTx1(SH1,4 ; SAcm2,5 ; SMob3,6) a été placée dans un tampon contenant de l’acide citrique, du 

DMSO et de la guanidine à pH neutre afin de former le premier pont disulfure. Après une nuit 

d’oxydation, la formation du premier pont a effectivement été constatée par HRMS. Le pH a 
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donc été ajusté à 2 et un équivalent de diiode a été ajouté toutes les 5 minutes, pour un total 

de quatre ajouts. Ici encore, la formation du second pont a pu être observée par HRMS, de 

même que l’apparition du produit secondaire à trois ponts. La SGTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 55 

a été isolée avec un rendement de 19 % avec cette méthode, calculé à partir du taux de 

chargement de la résine. En comparaison, la formation des deux premiers ponts de manière 

successive a été réalisée avec un rendement total de 3%. La réaction one-pot présente donc 

un rendement sensiblement supérieur aux deux réactions réalisées séparément, en particulier 

grâce à la suppression d’une purification intermédiaire.  

Avec cette optimisation, la formation du dernier pont disulfure a pu être réalisée sur 

des quantités assez importantes, ce que la première méthode ne permettait pas. Les 

groupements protecteurs Mob de la SGTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) ont donc été déprotégés, 

comme dans le cas de la NMB-1, dans un mélange TFA/phénol/TFMSA 8:1:1 à 0°C. Au cours 

des travaux réalisés sur cette étape, une faible reproductibilité a été constatée, avec des 

résultats plus ou moins satisfaisants. Dans le meilleur cas, un unique pic majoritaire a pu être 

observé par RP-HPLC analytique, présentant la bonne masse moléculaire par analyse HRMS. 

Dans les cas les plus défavorables, de nombreuses impuretés ont été formées, possédant 

globalement des masses moléculaires inférieures à celle recherchée. Cette faible 

reproductibilité a été attribuée à la qualité du TFMSA avec des soucis sur des lots anciens. Ce 

problème a ainsi été en grande partie résolu au cours des manipulations suivantes en utilisant 

systématiquement des bouteilles de TFMSA récemment entamées. Une fois les groupements 

Mob correctement déprotégés, la formation du dernier pont a été entreprise dans un tampon 

oxydant à pH acide. Cependant, après une nuit de réaction, bien que la toxine totalement 

repliée soit observable, celle ne contenant que deux ponts était encore majoritaire d’après le 

suivi par RP-HPLC et HRMS. Après 48h, la quasi-totalité de la toxine était totalement oxydée, 

avec cependant l’apparition d’un second pic, minoritaire, possédant également la masse 

moléculaire recherchée. Un temps de réaction encore plus long montrait alors la diminution 

du pic majoritaire en faveur du second pic. Il semblerait ainsi qu’un temps de réaction plus 

long, permettant une formation quasi-totale du troisième pont, favoriserait également le 

scrambling des ponts disulfures, même à pH acide. Ceci a été confirmé par la détermination 

expérimentale des ponts disulfures des deux espèces possédant la même masse moléculaire 

par une collaboratrice de Smartox Biotechnology. En effet, le pic majoritaire possédait la 

configuration native de ponts disulfures, tandis que le second pic apparaissant au cours du 

temps présentait un mauvais appariement des cystéines. Un temps de réaction de 48 heures 

semblait tout de même être un bon compromis entre une conversion totale du produit de 

départ et la formation du produit secondaire, avec un ratio d’environ 80/20 en faveur du 

produit désiré, déterminé par RP-HPLC analytique. Dans ces conditions, la SGTx1 repliée 56 a 

pu être obtenue avec un rendement de 14 % sur les étapes de déprotection des résidus 

Cys(Mob) et de formation du pont correspondant (Figure 89). La déprotection des 

groupements protecteurs Mob mène généralement à une espèce chimique plus hydrophile, 

ayant donc un temps de rétention plus faible, comme c’était le cas avec la NMB-1 par exemple. 

De manière intéressante, il semblerait ici que ceci soit compensé par la formation du troisième 

pont, donnant à la toxine une structure tridimensionnelle au caractère hydrophobe. Le temps 

de rétention n’a donc quasiment pas varié entre le précurseur et la SGTx1 totalement oxydée. 
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De plus, le temps de rétention de ce produit final s’avère différent de celui du produit 

secondaire contenant trois ponts observé lors de la déprotection des cystéines Cys(Acm). Il 

semblerait donc que ce produit secondaire corresponde à un appariement de cystéines non 

natif.   

 

Figure 89 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la SGTx1 repliée 56. A) Analyse RP-HPLC de 56 purifiée (tR = 8,3 min, AdvanceBio 
Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min). B) Analyse HRMS de 56 purifiée. Le nombre indiqué en-dessous du m/z 
correspond à l’état de charge. C) Déconvolution de l’analyse HRMS B. Mmono calculée : 3773,58 Da ; observée : 3773,60 Da. 

 

La SGTx1 native a ainsi pu être obtenue par formation dirigée de 3 ponts disulfures 

avec un rendement total de 3% sur cinq étapes incluant la synthèse par SPPS. Le repliement 

régiosélectif de la SGTx1 illustre bien le caractère laborieux de cette méthode. Celle-ci est donc 

à réserver aux toxines ne se repliant pas correctement en utilisant le repliement oxydatif 

direct. Dans le cas de la SGTx1, ce dernier n’a pas permis l’isolation de la configuration native 

de la toxine à cause de la présence de nombreuses espèces ne possédant pas l’appariement 

recherché, malgré le suivi d’un protocole décrit dans la littérature.285 

 

2. Phlotoxine-1 
 

La Phlotoxine-1 (PhlTx1) est une toxine extraite des venins de tarentules appartenant 

à la famille des Phlogiellus, et a été brièvement décrite pour la première fois en 2005.287 Celle-

ci est formée de 34 acides aminés et contient trois ponts disulfures formant un motif ICK 

(Figure 90). De manière intéressante, cette toxine ne présente que peu d’homologie avec 

l’ensemble des toxines précédemment décrites dans la littérature. Afin de préciser son activité 
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biologique, et en particulier son action inhibitrice sur les canaux ioniques, des quantités plus 

importantes que celles offertes par l’extraction de venin étaient nécessaires.  

 

Figure 90 : Séquence et ponts disulfures de la Phlotoxine-1 

 

La synthèse par voie chimique de la PhlTx1 a donc été entreprise. Dans un premier 

temps, nous nous sommes orientés vers une stratégie de repliement oxydatif direct de la 

toxine. Pour cela, la synthèse par SPPS de la séquence de la toxine a été réalisée sans 

groupements protecteurs orthogonaux des cystéines et a permis d’obtenir la PhlTx1 linéaire 

57. Des essais préliminaires conduits sur le peptide brut pour son repliement n’ont pas menés 

à des résultats satisfaisants, avec des mélanges complexes de peptides repliés ayant plusieurs 

configurations de ponts disulfures différentes. Afin de faciliter la séparation et l’identification 

des différents composés, des essais de repliement ont également été conduits sur la toxine 

linéaire purifiée. Bien que cela ait permis d’améliorer sensiblement la qualité du processus de 

repliement (Figure 91A), la PhlTx1 repliée 58 native (Figure 91B et C) n’a pu être obtenue par 

repliement oxydatif direct qu’avec des rendements décevants, ne permettant donc pas une 

étude plus poussée de son activité. Cela nous a ainsi mené à nous orienter vers une stratégie 

de formation dirigée de ponts disulfures. 

 

Figure 91 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la PhlTx1 repliée 58 obtenue par repliement oxydatif direct. A) Analyse 
RP-HPLC de la réaction de repliement oxydatif de 57 après 72h (Chromolith® High Resolution RP-18e, 214 nm, 5-60 
% B en 15 min). B) Analyse RP-HPLC de 58 purifiée (tR = 8,1 min, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B 
en 12 min). C) Déconvolution de l’analyse HRMS de 58 purifiée. Mmono calculée : 4055,72 Da ; observée : 4055,74 Da. 
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Pour cela, la synthèse par SPPS de la PhlTx1 a été de nouveau réalisée, avec cette fois-

ci un jeu de groupements protecteurs Trt/Acm/Mob. Mise à part la cystéine C5, proche d’une 

tyrosine, aucune cystéine ne présentait de contrainte par rapport au placement des différents 

groupements protecteurs. Nous avons donc choisi de protéger les cystéines C1 et C4 avec des 

groupements Acm, les cystéines C2 et C5 avec des groupements Trt et les cystéines C3 et C6 

avec des groupements Mob (Figure 92).  

 

Figure 92 : stratégie de formation dirigée de ponts disulfures de la PhlTx1. a) 0,1 M acide citrique, 
10 %v/v DMSO, 2M Gn.HCl, pH 7, 0,1 mg/mL de peptide, 1 nuit, puis pH 2, 5 x 1 éq. I2 50mM dans 
CH3CN, 20 min, puis ascorbate de sodium. d) TFA/phénol/TFMSA 8:1:1, 0°C, 10 min et précipitation 
avec Et2O, puis 0,1 M acide citrique, 15 %v/v DMSO, 2M Gn.HCl, pH 2, 0,1 mg/mL de peptide, 48h. 

 

Après synthèse par SPPS, nous avons obtenu après séparation du peptide de la résine 

et déprotection, le peptide PhlTx1(SAcm1,4 ; SH2,5 ; SMob3,6) 59 brut. Des analyses par RP-HPLC 

et HRMS ont révélé une qualité de synthèse très satisfaisante, si bien qu’une purification de 

la toxine brute n’a pas été jugée nécessaire. De manière intéressante, la qualité de la synthèse 

était nettement supérieure à celle réalisée pour la stratégie de repliement oxydatif direct, 

confirmant ici l’impact non négligeable des groupements protecteurs des cystéines sur la 

synthèse par SPPS. La formation des deux premiers ponts a donc pu être directement 

entreprise séquentiellement par une réaction one-pot. Comme pour la SGTx1, la toxine a été 

placée dans un tampon oxydatif composé d’acide citrique, de DMSO et de guanidine pendant 

une nuit pour former le premier pont. Un suivi par RP-HPLC et HRMS après une nuit a permis 

de constater la conversion quasi-totale du produit de départ en son équivalent contenant un 

pont disulfure. Après acidification du milieu, la déprotection des groupements protecteurs 

Acm et la formation concomitante du second pont ont pu être réalisées par plusieurs ajouts 

successifs de diiode. Des analyses par HRMS ont permis de déterminer le nombre 

d’équivalents nécessaires à la formation totale de ce pont. De manière satisfaisante, les étapes 

de formation des deux premiers ponts se sont déroulées sans formation de produits 

secondaires majeurs, comme en témoignent les analyses RP-HPLC du milieu réactionnel 

(Figure 93). 
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Figure 93 : Suivi des réactions de formation du premier et deuxième pont de la PhlTx1 par analyses 
RP-HPLC et HRMS. A) Analyses RP-HPLC de la PhlTx1 brut, après formation du premier pont disulfure 
après une nuit, et après formation du deuxième pont après ajout de 5 éq. de diiode (Chromolith® 
High Resolution RP-18e, 214 nm, 5-60 % B en 15 min). B) Analyses HRMS correspondantes.  

 

Ainsi, après purification du milieu, la PhlTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 60 a été isolée avec 

un rendement très satisfaisant de 47 % basé sur le taux de chargement de la résine utilisée 

pour la synthèse (Figure 94). Il est intéressant de noter qu’à cette étape, un oubli 

d’acidification du milieu entre la formation du premier et du second pont a conduit à 

l’obtention de multiples composés comportant un ou plusieurs adduits d’iode, probablement 

sur les trois tyrosines contenues dans la séquence. Cela confirme bien les données 

bibliographiques récoltées recommandant de réaliser la déprotection des groupements Acm 

en milieu acide. 
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Figure 94 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la PhlTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 60. A) Analyse RP-HPLC 
de 60 purifiée (tR = 9,2 min, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min). B) 
Analyse HRMS de 60 purifiée. Le nombre indiqué en-dessous du m/z correspond à l’état de charge. 
C) Déconvolution de l’analyse HRMS B. Mmono calculée : 4297,85 Da ; observée : 4297,87 Da. 

 

Pour finir, la déprotection des groupements protecteurs Mob et la formation du 

dernier pont ont été entreprises. La déprotection des groupements Mob a été réalisée comme 

précédemment avec du TFMSA à froid. Sans purification intermédiaire, le peptide a par la suite 

été ajouté à un tampon acide oxydant contenant du DMSO et de la guanidine. Après une nuit, 

un suivi de la réaction a montré que la réaction d’oxydation n’était pas totale. Celle-ci a donc 

été réalisée sur 48 heures au total, puis purifiée par RP-HPLC. Deux pics distincts ont alors été 

récoltés et analysés par RP-HPLC analytique et HRMS. Les deux pics possédaient la même 

masse moléculaire correspondant à la PhlTx 1 totalement oxydée, laissant penser qu’un 

phénomène de scrambling avait pris place lors de cette réaction prolongée. Cependant, 

l’analyse par RP-HPLC a révélé que les deux pics, bien séparés lors de la purification, 

possédaient le même temps de rétention à l’échelle analytique. Après de plus amples 

analyses, il s’est avéré que le comportement de la toxine sur phase inverse dépendait 

clairement de la température, et formait deux pics à moins de mener les analyses à une 

température élevée. Cela a été confirmé en collectant les deux pics séparément lors d’une 

analyse réalisée à température ambiante. La réinjection de chaque pic redonnait alors de 

nouveau les deux pics observés auparavant. Ce phénomène a pu être observé par le passé à 

plusieurs reprises au laboratoire avec des toxines à trois ponts présentant un motif ICK, mais 

également avec des peptides ayant une séquence riche en proline. Ainsi, ce phénomène peut 
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être dû à plusieurs facteurs. En effet, si l’on considère la séquence de la PhlTx1, celle-ci 

possède trois prolines. La présence des ponts disulfures pourrait alors forcer une des liaisons 

amides impliquant l’amine d’une proline à adopter une conformation cis, menant ainsi à un 

équilibre cis/trans donnant deux isomères. Réaliser les analyses en chauffant permettrait alors 

de favoriser un unique conformère et donc de n’observer qu’un seul pic. Une autre explication 

provient du fait que la chaîne peptidique peut s’arranger de plusieurs manières autour des 

mêmes ponts disulfures, menant à des isomères dit topologiques. Ceci a été montré avec les 

exemples de la guanyline et de l’uroguanyline.288 Ces deux courts peptides possèdent deux 

ponts disulfures et forment deux pics lors d’analyses par RP-HPLC à froid. Cependant, alors 

que chaque isomère de la guanyline pris séparément se rééquilibre pour redonner le second, 

les isomères de l’uroguanyline semblent bloqués et ne se rééquilibrent pas à température 

ambiante. Un mécanisme d’interconversion des isomères topologiques de la guanyline a été 

proposé par les auteurs de la publication, mettant en jeu le passage de la chaîne peptidique 

autour de la boucle formée par les deux ponts disulfures (Figure 95A). Ce type de conversion 

peut également être possible pour les peptides à trois ponts, comme cela a été illustré par 

Craik et coll (Figure 95B).289 

  

 

Figure 95 : Interconversion d’isomères topologiques à deux et trois ponts. A) Cas de 
la guanyline.288 B) Cas générique d’un peptide à trois ponts possédant un motif ICK.289 

 

Ceci confirme donc que la PhlTx1 repliée 58 a bien été obtenue à l’issue de la dernière 

réaction d’oxydation. Cependant, la formation de ces deux pics a sensiblement compliqué la 

purification, si bien que celle-ci a pu être isolée après purification avec un rendement de 

seulement 3 % après repurification par RP-HPLC semi-préparative, rendement basé sur un 

dosage du produit final à 280 nm (Figure 96). La déprotection des groupements protecteurs 

Mob et l’obtention de la structure native se traduit ici par la formation d’un composé 

nettement plus hydrophile, comme en témoigne le temps de rétention diminué de plus d’une 

minute par rapport à son précurseur. La Phlotoxine-1 a donc pu être obtenue par repliement 

régiosélectif avec un rendement total de 1,6 % sur cinq étapes comprenant la synthèse par 

SPPS, rendement environ cinq fois supérieur à celui obtenu par repliement oxydatif direct. 

Ceci a ainsi permis une étude avancée de l’activité biologique de cette toxine sur les canaux 
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sodiques voltage-dépendants, et en particulier de déterminer sa sélectivité pour le canal 

NaV1.7, en collaboration avec l’Institut du Thorax de Nantes. Finalement, les résultats de ces 

recherches ont fait l’objet d’une publication dans le journal Toxins, avec en particulier, à notre 

connaissance, la première description de la synthèse et du repliement de cette toxine.290 Suite 

à cette publication, l’étude de la Phlotoxine-1 a été complétée la même année par le groupe 

de Servent.291 Les auteurs de cette publication ont alors confirmé la formation de deux 

isomères lors du repliement oxydatif. Cependant, ceux-ci n’ont pas eu à recourir au repliement 

régiosélectif en utilisant des conditions d’oxydation directe rigoureusement sélectionnées 

différentes de celles testées par nos soins. Aucun rendement n’est annoncé, ce qui ne permet 

malheureusement pas de comparaison des deux méthodes. 

 

 

Figure 96 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la PhlTx1 repliée 58. A) Analyse RP-HPLC de 58 purifiée (tR = 8,1 min, AdvanceBio 
Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min). B) Analyse HRMS de 58 purifiée. Le nombre indiqué en-dessous du m/z 
correspond à l’état de charge. C) Déconvolution de l’analyse HRMS B. Mmono calculée : 4055,72 Da ; observée : 4055,73 Da 

 

C. Applications pour le catalogue de Smartox Biotechnology 
 

La stratégie de repliement régiosélectif utilisant les groupements protecteurs Acm et 

Mob ayant fait ses preuves avec les toxines décrites précédemment, celle-ci a par la suite été 

utilisée en routine au laboratoire pour le repliement de toxines difficiles à obtenir par 

oxydation directe. Parmi les toxines ayant été obtenues avec succès avec cette méthode, on 

trouve par exemple la δ-theraphotoxine-Hm1a et l’Hanatoxine-1. 
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1. δ-theraphotoxine-Hm1a 

 

La δ-theraphotoxine-Hm1a (Hm1a) a été initialement isolée du venin de tarentule 

Heteroscodra maculata en 2002 et identifiée sous le nom d’Heteroscodratoxine-1.292 L’Hm1a 

comporte 35 résidus et trois ponts disulfures qui forment un motif ICK (Figure 97). Une activité 

inhibitrice des canaux potassiques KV4.1 avait alors été décrite. Cette toxine a par la suite été 

renommée Hm1a en 2016 lorsque que son rôle d’agoniste des canaux sodiques NaV1.1 avec 

une affinité nettement supérieure a été décrit.293 Celle-ci a alors servi d’outil de 

caractérisation de ces canaux et de leur rôle dans les mécanismes de la douleur. 

 

Figure 97 : δ-theraphotoxine-Hm1a. A) Heteroscodra maculata293 ; B) structure 
tridimensionnelle de la δ-theraphotoxine-Hm1a (PDB : 2N6O) ; les ponts disulfures sont 
représentés en jaune. C) Séquence peptidique et ponts disulfures de la δ-theraphotoxine-Hm1a 

 

 Les auteurs de la seconde publication sur la Hm1a ont décrit la synthèse de la Hm1a, 

et en particulier son repliement par oxydation régiosélective de chaque pont.293 Cela laissait 

penser que son repliement oxydatif direct ne permettait pas d’obtenir cette toxine avec de 

bons rendements. En effet, après plusieurs essais de repliement à partir de la séquence 

linéaire de cette toxine, aucun isomère n’a pu être formé de manière majoritaire. Les analyses 

par RP-HPLC et HRMS des différentes réactions d’oxydation n’ont révélé que la présence de 

multiples espèces à différents degrés d’oxydation réunies sous forme d’amas. Nous nous 

sommes donc également orientés vers une stratégie de repliement dirigé des ponts disulfures 

de la Hm1a. 

 Dans la publication d’Osteen et coll., le repliement est décrit avec la formation des 

ponts disulfures dans l’ordre C3-C6 puis C2-C5 et enfin C1-C4. 293 Pour cela, le premier pont 

est formé à partir d’une paire de cystéines protégées par des groupements Trt avec du diiode, 

en présence de l’ensemble des chaînes latérales protégées. Le peptide est par la suite 

totalement déprotégé à l’exception de la paire de cystéines C1 et C3 protégées avec des 

groupements méthylbenzyle, et le second pont est formé à partir de cystéines, initialement 

protégées avec des groupements diphénylméthyle, avec du DMSO. Enfin, les groupements 

Meb sont déprotégés à l’aide d’acide fluorhydrique, et le dernier pont formé par oxydation 

avec du DMSO. Afin d’éviter l’utilisation d’acide fluorhydrique, nous avons choisi d’utiliser la 

stratégie Trt/Acm/Mob précédemment mise au point pour réaliser le repliement de la Hm1a. 
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Au vu de sa séquence, les cystéines C3 et C6 ne peuvent être protégées avec un groupement 

Acm. En effet, la cystéine C3 est impliquée dans un motif Asp-Cys où un groupement 

protecteur Acm favoriserait la formation d’aspartimide. La cystéine C6 est quant à elle 

adjacente à une tyrosine qui risquerait d’être alkylée par l’Acm lors de la déprotection avec 

du TFA. Ainsi, nous avons choisi de positionner les groupements Acm sur la paire de cystéines 

C1 et C4, les groupements Trt sur les cystéines C2 et C5 et les groupements Mob sur les 

cystéines C3 et C6. 

 La Hm1a(SAcm1,4 ; STrt2,5 ; SMob3,6) a donc été synthétisée par SPPS, en introduisant le 

motif DG en position 31-32 avec le composé commercial Fmoc-Asp(OtBu)-N(Dmb)Gly-OH 

pour éviter la formation d’aspartimide. La qualité de cette première synthèse n’étant pas 

satisfaisante, nous avons décidé de synthétiser une seconde fois cette toxine en introduisant 

le motif Ser-Ser en position 10-11 sous forme de pseudoproline pour améliorer le couplage 

des acides aminés suivants. Ceci a été efficace, et la Hm1a(SAcm1,4 ; SH2,5 ; SMob3,6) 61 a été 

obtenue brute sous forme d’un pic majoritaire en analyse RP-HPLC. Ceci permettait ainsi la 

formation du premier pont sans purification intermédiaire. Il a cependant été décidé de ne 

pas réaliser le second pont disulfure en réaction one-pot comme précédemment pour ne pas 

compliquer d’avantage la purification du milieu réactionnel. Le premier pont a donc été formé 

dans un tampon Tris basique en présence de DMSO, d’acétonitrile et d’une concentration 

importante en guanidine pendant une nuit. De manière intéressante, l’absence de guanidine 

à cette étape ralentit considérablement la formation du pont, si bien que la réaction 

d’oxydation n’était pas terminée après 48 heures d’agitation. Au vu de l’action dénaturante 

de la guanidine, il semblerait donc que des structures secondaires soient présentes lorsque la 

Hm1a est totalement réduite et aient un impact sur la réaction d’oxydation. Comme nous 

l’avons vu précédemment, la proximité des cystéines est un facteur clé lors de la formation 

d’un pont disulfure. Ici, ces structures secondaires doivent donc empêcher la formation du 

pont en maintenant les cystéines éloignées. De plus, la présence d’acétonitrile a également 

son importance à cette étape. En effet, son absence provoque la précipitation rapide du 

peptide et conduit à une diminution drastique du rendement. De plus, la solubilisation de la 

Hm1a(SAcm1,4 ; SH2,5 ; SMob3,6) brute a également une forte influence sur la précipitation du 

milieu. La solubilisation du peptide brut dans un mélange eau/acétonitrile 50:50, par exemple, 

conduit à une solution très légèrement trouble, laissant penser que la grande majorité du 

produit est soluble. Son addition au tampon de repliement conduit cependant à une forte 

précipitation du peptide une fois dans ce tampon, même en présence d’un pourcentage élevé 

d’acétonitrile. Ce phénomène a été constaté à plusieurs reprises au laboratoire, si bien que 

de manière générale, dans le cas de peptides ayant tendance à s’agréger durant le repliement, 

une solubilisation irréprochable du brut semble être un facteur clé pour obtenir des résultats 

satisfaisants, que ce soit pour le repliement oxydation direct ou régiosélectif. Ici, la 

Hm1a(SAcm1,4 ; SH2,5 ; SMob3,6) a pu être solubilisée correctement dans du TFA, puis diluée 

avec une solution de guanidine avant ajout au tampon de repliement. Dans ces conditions, et 

en combinaison avec la présence d’acétonitrile dans le tampon, aucune précipitation du 

peptide n’a été observée. A noter que le peptide brut était également soluble dans une 

solution ammoniacale à pH 9,5-10, mais conduisait à des résultats peu satisfaisants, 

certainement dus à la formation d’aspartimide dans ces conditions basiques. Avec ces 
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optimisations, la Hm1a(SAcm1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 62  a pu être obtenue avec un rendement de 

26 % basé sur le taux de substitution de la résine utilisée pour la synthèse par SPPS (Figure 

98). 

 

Figure 98 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la Hm1a(SAcm1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 62. A) Analyse RP-HPLC 
de 62 purifiée (tR = 8,6 min, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min). B) Analyse 
HRMS de 62 purifiée. Le nombre indiqué au-dessus du m/z correspond à l’état de charge. C) Zoom 
sur l’état de charge 4+ de 62 purifiée. Mmono calculée : 4380,80 Da ; observée : 4380,77 Da. 

 

 La formation du second pont a donc été entreprise en déprotégeant les groupements 

protecteurs Acm. La Hm1a(SAcm1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 62 a été placée dans un tampon composé 

d’acide citrique et de guanidine, et plusieurs ajouts successifs de diiode ont été réalisés. 

Quatre ajouts ont permis de déprotéger la totalité des groupements Acm et de former le pont 

correspondant. De manière intéressante, comme lors de la formation du premier pont, nous 

avons constaté à cette étape que l’absence d’une forte concentration de guanidine dans le 

milieu réactionnel bloquait rapidement la déprotection des groupements Acm et la formation 

du pont, malgré de nombreux ajouts de diiode. Il semblerait ici que l’explication précédente 

reste valable. L’intermédiaire iodure de sulfényle formé en présence de diiode serait incapable 

d’attaquer le second thiol, trop éloigné. Celui-ci réagirait donc de nouveau avec le cation 

iminium issu de la déprotection de l’Acm, pour redonner une cystéine protégée par ce 

groupement. En présence de guanidine cependant, la réaction d’oxydation des résidus 

Cys(Acm) pour former le pont correspondant se déroule proprement, et la Hm1a(SS1,4 ; SS2,5 ; 

SMob3,6) 63 a été obtenue après purification avec un rendement de 42 % (Figure 99). 
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Figure 99 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la Hm1a(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 63. A) Analyse RP-HPLC 
de 63 purifiée (tR = 8,9 min, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min). B) Analyse 
HRMS de 63 purifiée. Le nombre indiqué au-dessus du m/z correspond à l’état de charge. C) Zoom 
sur l’état de charge 4+ de 63 purifiée. Mmono calculée : 4236,70 Da ; observée : 4236,69 Da. 

 

 Enfin, la déprotection des groupements Mob et l’oxydation de la dernière paire de 

cystéines ont été réalisées. Les groupements protecteurs Mob ont donc été retirés par 

traitement du peptide avec du TFMSA avant de placer le peptide dans un tampon oxydant 

acide contenant de la guanidine. Après une nuit, un suivi de la réaction par analyses RP-HPLC 

et HRMS a permis de constater que la réaction n’était pas totale. En particulier, l’analyse HRMS 

a révélé la présence d’une quantité importante de Hm1a dont la paire de résidus Cys(Mob) 

avait bien été déprotégée, mais dont le pont correspondant n’avait pas encore été formé. Le 

temps de repliement minimum a donc été estimé à 48 heures. Après purification du milieu 

réactionnel, trois pics possédant la masse recherchée ont pu être isolés (P1, P2 et P4, Figure 

100A), dont un (P4) majoritairement présent lors de la purification. Parmi ces trois pics, deux 

(P2 et P4) se rééquilibrent partiellement lorsqu’ils sont réinjectés en RP-HPLC analytique pour 

redonner en partie le second. Cependant, cette rééquilibration n’est pas totale, si bien que les 

deux pics n’ont pas rigoureusement le même profil analytique, même après un temps 

prolongé en solution (Figure 100B). Le pic P2 va par exemple rester majoritaire lorsqu’il est 

réinjecté en HPLC analytique, avec le pic P4 présent minoritairement, et inversement lorsque 

le pic P4 est réinjecté en HPLC analytique. Ce comportement laisse penser que ces deux 

espèces sont donc des isomères topologiques, de la même manière que la Phlotoxine-1. La 

rééquilibration semble cependant particulièrement lente entre les deux espèces. L’évaluation 

de l’activité biologique des composés P2 et P4 a révélé que les deux espèces étaient activent, 
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avec cependant le composé P4 plus actif que le composé P2. Ainsi, seul le composé P4 a été 

considéré comme la toxine recherchée. Le pic P1 a quant à lui été attribué à la racémisation 

de l’acide aspartique impliqué dans le motif Asp-Gly, ou à la formation de l’isopeptide 

correspondant. En effet, le pic P3 correspond à une espèce ayant la masse recherchée moins 

18 Da, typique de la formation d’aspartimide. La réouverture du cycle peut donc conduire à 

une espèce possédant la même masse moléculaire que le produit recherché, celle-ci étant 

probablement P1 ici. La formation d’aspartimide à cette étape peut être expliquée par le 

temps prolongé passé en solution. De plus, il a été constaté à cette étape que le chauffage de 

la colonne utilisée pour les analyses et les purifications conduisait à une dégradation 

importante des produits présents, si bien que les étapes chromatographiques ont par la suite 

été réalisées à température ambiante.  

 

Figure 100 : Analyses RP-HPLC des composés issus de la réaction de formation du troisième pont disulfure de la Hm1a. 
A) Analyse RP-HPLC du milieu réactionnel après 48 h (Chromolith® High Resolution RP-18e, 214 nm, 5-60 % B en 15 
min). B) Analyses RP-HPLC des composés P2 et P4 isolés (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min). 

 

En ne collectant que le composé correspondant au pic majoritaire, la Hm1a repliée 64 

a été obtenue avec un rendement de 13 % sur les étapes de déprotection des groupements 

Mob et formation du pont disulfure (Figure 101). 
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Figure 101 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la Hm1a repliée 64. A) Analyse RP-HPLC de 64 purifiée 
(tR = 10,4 min, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min). B) Analyse HRMS 
de 64 purifiée. Le nombre indiqué au-dessus du m/z correspond à l’état de charge. C) Zoom sur 
l’état de charge 4+ de 64 purifiée. Mmono calculée : 3994,57 Da ; observée : 3994,57 Da. 

 

 En conclusion, la δ-theraphotoxine-Hm1a a été obtenue avec un rendement total de 

1,4 % sur 5 étapes dont la synthèse par SPPS. Bien que non décrit ici, un travail similaire de 

formation dirigée de ponts disulfures a été effectué sur la δ-theraphotoxine-Hm1b, toxine 

également décrite dans l’article d’Osteen et coll. et très proche de la Hm1a, avec des résultats 

semblables à ceux obtenus ci-dessus. 

 

2. Hanatoxine-1 

 

L’Hanatoxine-1 (HaTx1), ou κ-theraphotoxine-Gr1a, est une toxine de 35 acides aminés 

issue du venin de la tarantule Grammostola spatulata et a été isolée en 1995 (Figure 102).294 

Cette toxine comporte trois ponts disulfures formant un motif ICK295 et se montre homologue 

à la Hm1a à 77%. Ainsi, comme on pouvait s’y attendre, l’HaTx1 est décrite comme une toxine 

formant deux pics par analyse RP-HPLC, à l’image de ce que nous avons pu constater avec la 

Hm1a.  Cette toxine inhibe les canaux potassiques KV2.1 et KV4.2, et son mécanisme d’action 

particulier en fait un outil d’étude intéressant de ces canaux.296 
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Figure 102 : Hanatoxine-1. A) Grammostola spatulata ; B) structure tridimensionnelle de l’Hanatoxine-1 (PDB : 
1D1H) ; les ponts disulfures sont représentés en jaune. C) Séquence peptidique et ponts disulfures de l’Hanatoxine-1 

 

Bien que la synthèse de l’HaTx1 native soit décrite dans l’article étudiant sa structure, 

son repliement par oxydation directe ne semble pas évident à en juger par les différents 

isomères obtenus par les auteurs.295 Des essais de repliement direct sur l’HaTx1 ne nous ont 

en effet pas permis d’isoler facilement la toxine désirée. Puisque cette toxine est proche de la 

Hm1a, nous avons donc décidé de tirer profit du développement réalisé sur cette dernière 

pour tenter d’obtenir l’HaTx1 native par formation dirigée de ponts disulfures. Au vu de la 

similitude entre la Hm1a et l’HaTx1, le même schéma de protection des cystéines avec les 

groupements protecteurs Trt, Acm et Mob a été appliqué. La synthèse par SPPS de 

l’HaTx1(SAcm1,4 ; STrt2,5 ; SMob3,6) a donc été réalisée, et l’HaTx1(SAcm1,4 ; SH2,5 ; SMob3,6) 65 

a été obtenue majoritairement après séparation de la résine et déprotection. La formation 

des deux premiers ponts a donc été réalisée par une réaction one-pot directement sur la 

toxine brute. Comme la Hm1a, l’agrégation de la toxine durant la formation du premier pont 

a initialement été observée. Cependant, en appliquant les conditions de solubilisation et de 

formation du premier pont utilisées pour la Hm1a, notamment en présence d’un certain 

pourcentage d’acétonitrile, la précipitation du peptide a pu être efficacement supprimée. 

Après avoir constaté la formation du premier pont par analyses RP-HPLC et HRMS, le milieu a 

été acidifié pour traiter l’HaTx1 contenant un pont avec du diiode. La formation du second 

pont disulfure a été particulièrement lente, si bien que six ajouts d’un équivalent de diiode et 

un temps de réaction prolongé ont été nécessaires. Avec ces conditions, l’HaTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; 

SMob3,6) 66 a été obtenue après purification avec un rendement de 19 % sur les étapes de 

synthèse par SPPS et formation des deux premiers ponts (Figure 103). 
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Figure 103 : Analyses RP-HPLC et HRMS de l’HaTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 66. A) Analyse RP-HPLC 
de 66 purifiée (tR = 8,8 min, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min). B) 
Analyse HRMS de 66 purifiée. Le nombre indiqué en-dessous du m/z correspond à l’état de charge. 
C) Déconvolution de l’analyse HRMS B. Mmono calculée : 4353,87 Da ; observée : 4353,89 Da. 

 

Le dernier pont a alors été formé après avoir enlevé les groupements protecteurs Mob 

avec du TFMSA. 48 heures dans un tampon oxydant acide ont été nécessaires pour former 

totalement ce pont. La purification du milieu réactionnel a été complexifiée par la propriété 

de la toxine à former deux pics une fois totalement repliée, augmentant ainsi les chances 

qu’un des deux pics co-élue avec des impuretés minoritaires du milieu. Deux purifications 

successives ont donc été requises pour obtenir l’HaTx1 repliée 67 avec un rendement de 4 % 

déterminé par dosage du produit final à 280 nm (Figure 104). En utilisant la colonne et le 

gradient de routine, et en menant l’analyse RP-HPLC à 50°C, l’Hatx1 a été obtenue sous forme 

d’un pic comportant un épaulement plutôt que deux pics. 
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Figure 104 : Analyses RP-HPLC et HRMS de l’HaTx1 repliée 67. A) Analyse RP-HPLC de 67 purifiée (tR = 10,4 min, AdvanceBio 
Peptide C18 10 cm, 214 nm, 1-65 % B en 12 min). B) Analyse HRMS de 67 purifiée. Le nombre indiqué en-dessous du m/z 
correspond à l’état de charge. C) Déconvolution de l’analyse HRMS B. Mmono calculée : 4111,74 Da ; observée : 4111,76 Da. 

 

Ainsi, l’HaTx1 a été obtenue avec un rendement total de 1 % en prenant en compte la 

synthèse par SPPS. Cette stratégie de repliement régiosélectif nous a ainsi donné l’accès à 

l’HaTx1 native synthétique, ce qui n’a pas été faisable par une stratégie de repliement oxydatif 

direct. 

 

D. Utilisation du groupement protecteur Hmboff/on 
 

Plusieurs difficultés pouvant être rencontrées avec la stratégie Trt/Acm/Mob ont été 

illustrées avec les exemples décrits ci-dessus. Comme nous l’avons vu, le groupement 

protecteur Acm est particulièrement contraignant vis-à-vis de son positionnement dans une 

séquence donnée, et limite donc le choix dans l’ordre de formation des ponts disulfures. En 

effet, lorsque les réactions de formation du premier et deuxième pont sont réalisées 

successivement au cours d’une même étape, le deuxième pont sera forcément formé à partir 

des cystéines portant les groupements Acm. De plus, la formation d’un pont disulfure à partir 

d’une paire de résidus Cys(Acm) avec du diiode doit être réalisée avec précautions pour éviter 

les réactions secondaires associées à l’utilisation de ce réactif. En ce qui concerne le 

groupement protecteur Mob, sa déprotection est généralement réalisée dans un milieu 

fortement concentré en TFA. Il est donc quasiment impossible d’imaginer la formation de deux 

ponts régiosélectivement en une seule réaction avec ce groupement protecteur, le rendant 

donc moins flexible dans son utilisation que le groupement Acm par exemple. 
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Afin de diversifier les jeux de groupements protecteurs pouvant être utilisés pour le 

repliement dirigé de ponts disulfures, nous avons voulu introduire l’utilisation d’un nouveau 

groupement protecteur de la cystéine. Celui-ci devait être résistant aux conditions de 

synthèse par SPPS en stratégie Fmoc, mais également au TFA utilisé pour la séparation finale 

de la résine et la déprotection du peptide. De plus, il devait être orthogonal à nos groupements 

protecteurs de référence Acm et Mob pour pouvoir être combiné avec ceux-ci. Pour finir, 

l’objectif était de trouver un groupement protecteur pouvant être ôté dans des conditions 

classiquement utilisées dans la chimie des peptides et suffisamment douces pour ne pas 

dégrader les peptides. 

Au cours de recherches biobliographiques sur la NCL, la description d’un nouveau 

groupement protecteur de la cystéine a attiré notre attention.297 Ce groupement protecteur 

est un dérivé du N-(2-hydroxy-4-méthoxy benzyle) (Hmb) utilisé initialement pour la 

modification de squelettes peptidiques. Ce groupement, sensible au TFA, est à l’origine utilisé 

pour la synthèse de séquences difficiles à obtenir par SPPS.298 Il empêche en effet l’agrégation 

des chaînes peptidiques entre elles au cours de la SPPS, et facilite donc leur élongation. Par la 

suite, sa fonction alcool libre a été dérivé par un groupe N-méthyl-N-[2-(méthylamino)-

éthyl]carbamoyle, ce qui permet de le rendre initialement résistant au TFA pour l’application 

d’un principe safety-catch.299 En gardant ce dérivé de Hmb sur le squelette peptidique après 

synthèse par SPPS, celui-ci rend les peptides hydrophobes et ayant tendance à s’agréger plus 

facilement manipulables. Un traitement du peptide à pH neutre ou basique provoque une 

cyclisation spontanée du groupement N-méthyl-N-[2-(méthylamino)-éthyl]carbamoyle et son 

élimination. Le groupement Hmb peut alors être éliminé par simple traitement avec du TFA. 

Pour aller plus loin, il a également été montré que le groupement méthoxy du Hmb pouvait 

être modifié avec un tag solubilisant de type poly-arginines pour rendre les peptides portant 

ce groupement encore plus solubles.300 Les auteurs de ce dernier article ont par la suite adapté 

le Hmb modifié avec le groupe N-méthyl-N-[2-(méthylamino)-éthyl]carbamoyle, alors appelé 

Hmboff/on, pour la protection de cystéines intrachaînes. Ceci permet l’élaboration de stratégies 

de synthèses par NCL et désulfurisation (Figure 105).297 Les cystéines initialement introduites 

par SPPS avec le groupement Hmboff, c’est-à-dire portant le groupe N-méthyl-N-[2-

(méthylamino)-éthyl]carbamoyle, sont converties en Cys(Hmbon) lors de la NCL à pH neutre. 

Celles-ci sont alors résistantes aux conditions utilisées pour la désulfurisation d’une alanine 

mutée en cystéine pour les besoins de la ligation. Après la désulfurisation, un traitement avec 

du TFA permet de déprotéger les cystéines natives. 
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Figure 105 : principe général du groupement Hmboff/on dans le cas d’une stratégie de ligation-désulfurisation.297 

 

Dans le cadre de notre recherche d’un nouveau groupement protecteur de la cystéine 

pour le repliement régiosélectif, cette cystéine Cys(Hmboff/on) semblait répondre à plusieurs 

des critères exposés ci-dessus. En effet, le groupement Hmboff est résistant au TFA, et reste 

donc sur les cystéines après séparation de la résine et déprotection du peptide. Il peut donc 

être combiné avec les groupements Trt pour une stratégie Trt/Hmboff/on adaptée aux toxines 

à deux ponts. De plus, une fois converti en Hmbon, ce groupement est ôté par traitement avec 

du TFA, conditions déjà classiquement utilisées lors des synthèses par SPPS, et donc connues 

pour ne pas être particulièrement dégradantes pour les peptides. Il restait donc à évaluer 

l’orthogonalité de cette protection avec les groupements Acm et Mob, pour pouvoir établir 

une stratégie de repliement dirigé de trois ponts disulfures Trt/Hmboff/on/Acm ou 

Trt/Hmboff/on/Mob. Pour cela, la synthèse organique de la cystéine Fmoc-Cys(Hmboff)-OH a été 

réalisée au sein du plateau « Synthèse organique » du département de chimie moléculaire de 

l’Université de Grenoble. Bien que les dernières étapes de la synthèse de ce composé soient 

décrites dans l’article de Liu et coll., la synthèse d’un des précurseurs n’est pas expliquée. La 

stratégie de synthèse de ce précurseur a donc été déterminée par nos soins (Figure 106). En 

bref, une des amines de la N,N’-diméthyléthylènediamine a été protégée par un groupement 

Boc par traitement avec un défaut de dicarbonate de di-tert-butyle, puis la seconde amine a 

été activée sous forme de carbamide portant un iodure d’imidazolium (b). Ceci permet ainsi 

la formation du carbamate c par réaction avec la fonction alcool du 4-méthoxy-2-

hydroxybenzaldéhyde.301 Cette stratégie a été choisie comme alternative à l’utilisation de la 

diamine a activée par un chlorure d’acyle, comme décrit dans la publication de Liu et coll., 

nécessitant généralement du phosgène pour générer cette espèce.302 Par la suite, l’aldéhyde 

a été réduit en l’alcool primaire d par traitement avec du borohydrure de sodium, puis celui-

ci a été activé sous la forme de l’iodure f par réaction avec du chlorure de mésyle puis de 

l’iodure de sodium. Enfin, ce composé a été mis en réaction avec de la Fmoc-Cys-OH pour 

donner la Fmoc-Cys(Hmboff)-OH recherchée. 
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Figure 106 : stratégie de synthèse de la Fmoc-Cys(Hmboff)-OH 

 

Avec ce composé en main, nous avons pu réaliser différentes études dans le cadre de 

la formation régiosélective de ponts disulfures. Tout d’abord, nous avons démontré son utilité 

pour la formation dirigée de deux ponts disulfures avec une stratégie Trt/Hmboff/on. Par la 

suite, nous avons mené les études concernant son orthogonalité avec les groupements 

protecteurs Acm et Mob, aussi bien sous sa forme off que on. Pour finir, son utilité pour le 

repliement regiosélectif d’une toxine à trois ponts a été démontrée. 

 

1. Mise au point de la stratégie Trt/Hmboff/on 
 

Afin d’établir la faisabilité de la stratégie Trt/Hmboff/on, nous avons repris l’exemple de 

la NMB-1. Nous avons de plus choisi de garder le même ordre de formation des deux ponts 

disulfures. Les cystéines C1 et C4 ont ainsi été protégées avec des groupements Trt, tandis que 

les cystéines C2 et C3 ont été introduites lors de la synthèse par SPPS protégées avec des 

groupements Hmboff. Après séparation de la résine et déprotection, les analyses par RP-HPLC 

et HRMS ont permis d’observer l’obtention de la NMB-1(SH1,4 ; SHmboff
2,3) 68. Plusieurs autres 

composés, correspondants aux peptides acétylés avant et après les deux cystéines 
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Cys(Hmboff), ont également été observés en quantités non négligeables. Cela laissait penser 

que l’introduction de ces deux cystéines et des acides aminés suivants respectifs posait 

problème lors de la SPPS, et que l’étape de capping réalisée après chaque couplage était 

responsable de l’acétylation. Cependant, la purification chromatographique finale de la Fmoc-

Cys(Hmboff)-OH utilisée pour cette synthèse avait été réalisée en présence d’acide acétique. 

Ainsi, des traces de cet acide encore présentes pouvaient également être responsables de ces 

produits secondaires. Et en effet, la suppression de cette étape finale de purification, qui 

dégradait la Fmoc-Cys(Hmboff)-OH, a permis de résoudre ce problème lors des synthèses 

peptidiques réalisées pour les études suivantes. La NMB-1(SH1,4 ; SHmboff
2,3) ayant tout de 

même été obtenue ici, et sachant qu’il s’agit d’une preuve de concept, la suite de l’étude a 

tout de même été réalisée avec cette toxine brute, malgré le fait que les rendements seraient 

affectés de manière négative. Une purification par RP-HPLC a ainsi permis d’obtenir la NMB-

1(SH1,4 ; SHmboff
2,3) 68 avec un rendement de 7%. Il faut noter ici que la purification de la 

toxine brute a été réalisée à cause de la présence des produits indésirables et pour une 

interprétation claire des résultats. En pratique cependant, la formation du premier pont 

disulfure à partir d’une toxine présente majoritairement dans le brut de la synthèse par SPPS 

pourrait tout à fait être réalisée sans purification intermédiaire, comme cela a été fait 

précédemment.  

La formation du premier pont a ensuite été initiée dans un tampon oxydatif basique 

contenant du Tris et du DMSO. La présence ou non de guanidine à une concentration 

dénaturante a également été évaluée à cette étape. Dans les deux cas, la formation du 

premier pont a été constatée après une nuit par analyses RP-HPLC et HRMS. En l’absence de 

guanidine cependant, l’oxydation de la paire de cystéines libres en cystine n’était pas totale, 

au contraire du milieu en contenant. De plus, l’oxydation ayant été conduite à pH basique, 

c’est avec satisfaction que nous avons pu constater la conversion totale des deux 

groupements Hmboff en Hmbon. Bien qu’ici la réaction ait été réalisée pendant une nuit, les 

auteurs de la publication d’origine décrivent une conversion de leur peptide modèle en 

seulement 5 heures.  Après purification, la NMB-1(SS1,4 ; SHmbon
2,3) 69 a été obtenue avec un 

rendement de 65 %, contre 56 % pour la réaction ne contenant pas de guanidine (Figure 107). 
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Figure 107 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la NMB-1(SS1,4 ; SHmbon
2,3) 69. A) Analyse RP-HPLC de 

69 purifiée (tR = 22,0 min, AdvanceBio Peptide C18 25 cm, 214 nm, 15-65 % B en 25 min). B) Analyse 
HRMS de 69 purifiée. Le nombre indiqué au-dessus du m/z correspond à l’état de charge. C) Zoom 
sur l’état de charge 3+ de 69 purifiée. Mmono calculée : 2739,30 Da ; observée : 2739,33 Da. 

 

Par la suite, la déprotection des cystéines Cys(Hmbon) a été entreprise dans les 

conditions décrites dans la littérature. La toxine lyophilisée a été directement solubilisée dans 

du TFA contenant du triisopropyl silane et de l’eau en tant que scavengers et agitée pendant 

2 heures. La NMB-1(SS1,4 ; SH2,3) a alors été récupérée sous forme solide par précipitation avec 

de l’éther diéthylique et centrifugation. Des analyses par RP-HPLC et HRMS ont effectivement 

montré la conversion des Cys(Hmbon) en cystéines libres, mais également la présence 

minoritaire de deux produits aux masses correspondant à la NMB-1 portant un unique 

groupement protecteur Hmbon (Figure 108A). Cela laissait penser que l’étape de déprotection 

n’était pas totale, et qu’un temps de réaction plus long aurait pu être bénéfique. Les deux pics 

correspondraient donc à la NMB-1 dont l’une ou l’autre des cystéines n’a pas été 

correctement déprotégée. Malgré tout, la formation du deuxième pont disulfure a été réalisée 

à partir de ce produit. Pour cela, la toxine a été placée dans un tampon oxydant acide 

contenant du DMSO et de la guanidine. Après une nuit et purification, trois espèces ont été 

isolées. De manière satisfaisante, la première, très majoritaire, était la NMB-1 repliée. Après 

analyse par HRMS, les deux autres s’avéraient être les dérivés de la NMB-1 portant un 
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groupement Hmbon identifiés précédemment, avec cependant des masses moléculaires 

inférieures de 2 Da, typique de la formation d’un pont disulfure. L’hypothèse émise 

précédemment d’une mauvaise déprotection des cystéines semble donc erronée, puisqu’un 

pont disulfure entre ces cystéines a pu être formé. Une nouvelle hypothèse serait que les 

groupements Hmbon ont effectivement été ôtés des chaînes latérales des cystéines, mais que 

ceux-ci aient par la suite réagi avec une autre chaîne latérale présente dans le peptide. Il 

semblerait donc que d’autres scavengers soient nécessaires à l’étape de déprotection des 

groupements Hmbon, bien que ceci ne soit pas décrit dans l’article d’origine. Cette étape a 

donc été de nouveau réalisée à partir de la NMB-1(SS1,4 ; SHmbon
2,3) 69 avec cette fois-ci le 

mélange classiquement utilisé pour la déprotection des peptides, contenant en plus du TFA, 

du triisopropyle silane et de l’eau, du 1,3-diméthoxybenzène et du 2,2’-

(éthylènedioxy)diéthanethiol. Ceci a permis d’améliorer sensiblement la qualité de l’étape en 

question, sans pour autant supprimer totalement les produits secondaires observés. A partir 

de ce produit, la NMB-1 repliée 51 a été isolée avec un rendement de 41 % (Figure 108). Ainsi, 

avec la stratégie Trt/Hmboff/on, cette toxine a pu être obtenue avec un rendement de 27 % sur 

les étapes de formation des deux ponts disulfures et de déprotection des cystéines 

Cys(Hmbon). Ce rendement, affecté par la mauvaise neutralisation des groupements Hmbon 

lors de l’étape de déprotection, s’avère donc inférieur aux rendements d’environ 50% obtenus 

avec les stratégies Trt/Acm et Trt/Mob. L’étape de déprotection doit donc encore être 

améliorée pour supprimer totalement les produits secondaires formés. 

 

Figure 108 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la NMB-1(SS1,4 ; SH2,3) et de la NMB-1 repliée 51. A) Analyse RP-HPLC de la 
NMB1(SS1,4 ; SH2,3) après déprotection des Cys(Hmbon).  B) Analyse RP-HPLC de 51 purifiée (tR = 19,9 min, AdvanceBio Peptide 
C18 25 cm, 214 nm, 15-65 % B en 25 min). C) Analyse HRMS de 51 purifiée. Le nombre indiqué au-dessus du m/z correspond 
à l’état de charge. D) Zoom sur l’état de charge 2+ de 51 purifiée. Mmono calculée : 2465,17 Da ; observée : 2465,17 Da. 



 

Formation dirigée de ponts disulfures 
 

147 
 

Afin d’optimiser cette stratégie et d’améliorer les rendements, des études 

préliminaires ont été réalisées pour évaluer la faisabilité d’une réaction one-pot pour la 

formation des deux ponts. La difficulté ici est que les groupements Hmbon sont normalement 

ôtés dans du TFA concentré, alors que le peptide est dans une solution aqueuse à l’issue de la 

formation du premier pont. De plus, celle-ci implique une dilution importante de la toxine 

pour former des ponts intramoléculaires et non intermoléculaires, et donc un volume 

réactionnel important. Rajouter du TFA après la formation du premier pont pour atteindre un 

pourcentage suffisant à la déprotection ne semble pas faisable à grande échelle. Nous avons 

donc supposé qu’un acide plus fort que le TFA pourrait être employé à une concentration 

moins importante pour réaliser la déprotection des cystéines portant les groupements Hmbon. 

Dans ce but, le TFMSA semblait être un bon candidat au vu de son efficacité pour ôter les 

groupements protecteurs Mob. Le premier pont de la NMB-1(SH1,4 ; SHmboff
2,3) a donc été 

formé dans les mêmes conditions que précédemment, dans un tampon oxydant basique 

contenant du Tris, 20 %v/v de DMSO et de la guanidine, à une concentration en peptide de 

0,1 mg/mL. Une fois le premier pont formé, plusieurs essais ont été réalisés en ajoutant du 

TFA et du TFMSA pour atteindre différentes concentrations : 1 %v/v, 10 %v/v ou 20 %v/v de 

TFA, et 1 %v/v ou 10 %v/v de TFMSA. Les réactions ont alors été agitées pendant 24 heures, 

et leurs avancements suivis par analyses HRMS. Après 24 heures, la réaction contenant 1 %v/v 

de TFA et 1 %v/v de TFMSA n’a que très peu avancé, si bien que le produit majoritairement 

présent est toujours la NMB-1(SS1,4 ; SHmbon
2,3) (Figure 109A). La réaction contenant 10 %v/v 

de TFA et 1 %v/v de TFMSA a progressé davantage, bien que la NMB-1(SS1,4 ; SHmbon
2,3) soit 

toujours majoritaire (Figure 109B). Les résultats les plus satisfaisants ont été obtenus avec les 

réactions contenant 10 ou 20 %v/v de TFA et 10 %v/v de TFMSA (Figure 109C et D). En effet, 

dans ces cas-là, la NMB-1 contenant deux ponts disulfures a été majoritairement obtenue. 

Cependant, de telles conditions ont provoqué l’oxydation d’une chaîne latérale, donnant un 

adduit de +16 Da en analyses HRMS. Malgré tout, ces résultats, encourageants, montrent qu’il 

est effectivement possible de déprotéger des cys(Hmbon) directement après la formation du 

premier pont. Afin d’éliminer l’oxydation non désirée, ces essais devront être de nouveau 

réalisés en menant les réactions sous atmosphère inerte. Nous supposons ici que le DMSO 

permet d’améliorer la déprotection des groupements protecteurs Hmbon, de la même manière 

qu’il permet de déprotéger des Cys(Mob) dans du TFA, sans TFMSA, et en formant le pont 

disulfure de manière concomitante.248  
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Figure 109 : Analyses HRMS des milieux réactionnels de déprotection des Cys(Hmbon) après 24 h. Les tests A 
à D ont été réalisés à partir du tampon d’oxydation de la NMB-1(SH1,4 ; SHmboff

2,3) composé de 0,1 M de Tris 
à pH 8,2 avec 20 %v/v de DMSO et 2M de Gn.HCl. A) 1 %v/v de TFA et 1 %v/v de TFMSA. B) 10 %v/v de TFA 
et 1 %v/v de TFMSA. C) 10 %v/v de TFA et 10 %v/v de TFMSA. D) 20 %v/v de TFA et 10 %v/v de TFMSA. 

 

2. Evaluation de l’orthogonalité du groupement Hmboff/on 

 

Afin d’évaluer l’orthogonalité du groupement Hmboff/on avec les groupements 

protecteurs Acm et Mob, deux nouvelles synthèses de la NMB-1 ont été réalisées, la première 

combinant les groupements Hmboff et Acm, et la seconde les groupements Hmboff et Mob. Les 

NMB-1(SAcm1,4 ; SHmboff
2,3) 70 et NMB-1(SMob1,4 ; SHmboff

2,3) 71 ont ainsi été obtenues après 

purification par RP-HPLC. Dans le cas de la NMB-1(SAcm1,4 ; SHmboff
2,3), bien qu’une cystéine 

Cys(Acm) soit présente à l’extrémité C-terminale du peptide, aucune β-élimination du thiol 

protégé n’a été observée, probablement car un linker RAM a été introduit sur la résine avant 

synthèse par SPPS pour obtenir le peptide amidé. Dans un premier temps, la compatibilité des 

groupements Hmboff avec les conditions de déprotection des cystéines Cys(Acm) a été testée. 

Pour cela, la NMB-1(SAcm1,4 ; SHmboff
2,3) a été dissoute dans un tampon acide contenant de 

l’acide citrique et de la guanidine, et la toxine a été traitée avec quatre ajouts successifs d’un 

équivalent de diiode, et la réaction a été suivie par HRMS. Après l’ajout du quatrième 

équivalent, c’est avec satisfaction que nous avons constaté la formation de la NMB-1(SS1,4 ; 

SHmboff
2,3) 72 désirée, sans déprotection apparente des cystéines Cys(Hmboff) (Figure 110). 

Ainsi, un pont peut être formé à partir d’une paire de cystéines Cys(Acm) avec du diiode en 

présence des groupements Hmboff. Pour aller plus loin, les mêmes conditions ont été 

appliquées en présence des groupements Hmbon. La NMB-1(SAcm1,4 ; SHmboff
2,3) a donc été 

solubilisée dans un tampon basique et agitée pendant 30 minutes. Après avoir vérifié la 

conversion des Hmboff en Hmbon, la toxine a été diluée dans un tampon acide contenant de 

l’acide citrique et de la guanidine, et traitée comme précédemment avec quatre équivalents 

de diiode. Après analyses RP-HPLC et HRMS, nous avons constaté la formation des différents 

isomères de la NMB-1 à deux ponts disulfures. Ainsi, le groupement Hmbon n’est pas 

orthogonal au groupement Acm dans ces conditions. Ces résultats sont tout de même 

intéressants puisqu’ils montrent que les groupements Hmbon peuvent être ôtés dans ces 



 

Formation dirigée de ponts disulfures 
 

149 
 

conditions, et qu’un pont peut donc être formé à partir d’une paire de cystéines Cys(Hmbon) 

de manière concomitante avec leurs déprotections. Nous nous sommes également demandé 

si une paire de cystéines Cys(Hmbon) pouvait être déprotégée et le pont correspondant formé 

en présence des groupements Acm. Cela implique de traiter la toxine portant ces différents 

groupements avec du TFA concentré, comme c’est le cas lors d’une stratégie Trt/Acm. Puisque 

les groupements Acm sont connus pour ne pas être labile au TFA, la compatibilité des 

groupements Acm avec les conditions de déprotection des groupements Hmbon a été 

considérée comme acquise, si bien que ces conditions n’ont pas été de nouveau testées. 

 

Figure 110 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la NMB-1(SS1,4 ; SHmboff
2,3) 72. A) Purification par RP-HPLC semi-préparative 

de la NMB-1(SS1,4 ; SHmboff
2,3) 72.  B) Analyse RP-HPLC de 72 purifiée (tR = 7,7 min, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 

nm, 5-65 % B en 12 min). C) Analyse HRMS de 72 purifiée. Le nombre indiqué en-dessous du m/z correspond à l’état de 
charge. D) Déconvolution de l’analyse HRMS C. Mmono calculée : 2967,45 Da ; observée : 2967,48 Da. 

 

Enfin, la déprotection d’une paire de cystéines Cys(Mob) en présence des groupements 

Hmboff a également été testé. Pour cela, la NMB-1(SMob1,4 ; SHmboff
2,3) a été solubilisée dans 

du TFA contenant du phénol, et du TFMSA a été ajouté pour atteindre une concentration de 

10 %v/v. Après 10 minutes à 0°C, le peptide a été précipité et lavé avec de l’éther diéthylique. 

Une analyse par HRMS a montré la formation de la NMB-1(SH1,4 ; SHmboff
2,3) désirée, mais a 

également mis en évidence la présence minoritaire de la NMB-1 avec un ou deux groupements 

Hmboff manquants. La toxine a ensuite été ajoutée à un tampon oxydant basique contenant 

de la guanidine et du DMSO. Après une nuit, un suivi de la réaction par analyses RP-HPLC et 

HRMS a permis de constater la formation de la NMB-1(SS1,4 ; SHmbon
2,3) 69 désirée de manière 

majoritaire (Figure 111). La formation de la NMB-1 totalement repliée, qui témoigne ici aussi 

d’une certaine labilité des groupements Hmboff en présence de TFMSA, a été observée en tant 

que produit minoritaire. Malgré tout, on peut affirmer que les groupements Hmboff sont, dans 

une certaine mesure, orthogonaux aux groupements Mob dans les conditions de déprotection 
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utilisant du TFMSA. Afin de diminuer davantage la faible labilité des groupements Hmboff dans 

ces conditions, il pourrait être intéressant de diminuer le temps de réaction, le pourcentage 

de TFMSA, ou de mener la réaction à moins de 0°C. La déprotection des Cys(Mob) en présence 

des groupements Hmbon n’a pas été testée puisque les groupements Hmbon sont décrits pour 

être sensible au TFA. De même, les groupements Mob sont connus pour ne pas être sensible 

au TFA seul, si bien que ceux-ci sont orthogonaux aux groupements Hmbon dans les conditions 

de déprotection des cystéines Cys(Hmbon). 

 

Figure 111 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la NMB-1(SS1,4 ; SHmbon
2,3) 69. A) Analyse par RP-HPLC du 

milieu réactionnel d’oxydation de la NMB-1(SH1,4 ; SHmboff
2,3) obtenue par déprotection des Cys(Mob) 

après 24 h.  B) Analyse RP-HPLC de 69 purifiée (tR = 8,5 min, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 
% B en 12 min). C) Analyse HRMS de 69 purifiée. Le nombre indiqué en-dessous du m/z correspond à l’état 
de charge. D) Déconvolution de l’analyse HRMS C. Mmono calculée : 2739,30 Da ; observée : 2739,31 Da. 

 

3. Mise au point des stratégies Trt/Hmboff/on/Acm et Trt/Hmboff/on/Mob 

 

Au vu de ces résultats, il existe une certaine orthogonalité entre les groupements 

Hmboff/on et Acm, et Hmboff/on et Mob. Cela permet ainsi d’envisager des stratégies de 

repliement dirigé de trois ponts disulfures avec une combinaison ces groupements 

protecteurs. Nous avons alors décidé de reprendre l’exemple de la SGTx1 afin de mettre au 

point deux stratégies : Trt/Hmboff/on/Acm et Trt/Hmboff/on/Mob. 
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a) Stratégie Trt/Hmboff/on/Acm  

 

Pour cette étude, la synthèse de la SGTx1 a été réalisée avec une paire de cystéines 

portant des groupements Hmboff/on et une paire de cystéines portant des groupements Acm. 

Après purification, la SGTx1(SH1,4 ; SAcm2,5 ; SHmboff
3,6) 73 a été isolée avec un rendement de 

13 %. Après formation du premier pont dans les conditions basiques oxydantes classiquement 

utilisées, la déprotection des cystéines Cys(Hmbon) de la SGTx1(SS1,4 ; SAcm2,5 ; SHmbon
3,6) 74 

a été entreprise. Pour cela, le peptide a été dissous dans un mélange contenant du TFA, du 

triisopropyle silane, de l’eau, du 1,3-diméthoxybenzène et du 2,2’-

(éthylènedioxy)diéthanethiol et agité pendant 3 heures avant précipitation avec de l’éther 

diéthylique. L’analyse par HRMS du produit obtenu a montré la déprotection totale des 

groupements Hmbon, mais également un produit ayant une masse supérieure de 138 Da, 

cohérente avec la formation d’un adduit de 1,3-diméthoxybenzène. Ce type d’adduits a été 

régulièrement rencontré au laboratoire sur différents peptides et toxines bruts obtenus après 

SPPS. Le point commun de ces produits est la présence de tryptophanes dans leurs séquences. 

Des analyses par MS/MS sur différents peptides ont par la suite confirmé que l’adduit se 

formait effectivement sur les tryptophanes. Ce type de réactions secondaires sur les 

tryptophanes a été plusieurs fois décrit dans la littérature, à l’image de l’adduit formé avec le 

linker de la résine Wang.303 Dans notre cas, la différence de masse observé serait cohérente 

avec une réduction simultanée de l’indole en indoline, certainement à cause du 

triisopropylsilane.304,153 Malgré tout, le produit a par la suite été ajouté à un tampon oxydant 

acide contenant du DMSO et de la guanidine. Un suivi par analyse HRMS a révélé la formation 

du produit recherché contenant deux ponts, mais de manière minoritaire. En effet, plusieurs 

produits indésirables ont majoritairement été formés, correspondant à la SGTx1 contenant 3 

ponts disulfures et au produit contenant 1 pont disulfure et un unique groupement Acm. Il 

semblerait donc, dans le cas de la SGTx1, que les groupements Acm soient partiellement ôtés 

des cystéines durant le repliement oxydatif en conditions acides. Cette stratégie 

Trt/Hmboff/on/Acm étant problématique, nous avons décidé de nous orienter principalement 

sur la seconde stratégie utilisant les groupements protecteurs Mob. 

 

b) Stratégie Trt/Hmboff/on/Mob 

 

La stratégie Trt/Hmboff/on/Mob a été évaluée en synthétisant la SGTx1 contenant une 

paire de cystéines Cys(Hmboff) et une paire de cystéines Cys(Mob). Après séparation de la 

résine de la SGTx1(SH1,4 ; SHmboff
2,5 ; SMob3,6) 75, les analyses par RP-HPLC et HRMS ont révélé 

une qualité de synthèse meilleure que la stratégie précédente, si bien qu’une purification du 

peptide brut n’a pas été jugée nécessaire. Le premier pont a donc directement été formé dans 

un tampon basique oxydant pour donner la SGTx1(SS1,4 ; SHmbon
2,5 ; SMob3,6) 76. A cette 

étape, une précipitation de la toxine a été observée, certainement due à la présence des 

groupements Hmb et Mob sur la chaîne peptidique. L’ajout d’un co-solvant organique semble 

donc nécessaire. Malgré tout, les cystéines Cys(Hmbon) ont par la suite été déprotégées avec 

du TFA contenant du triisopropyle silane, de l’eau et du 2,2’-(éthylènedioxy)diéthanethiol, 
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cette fois-ci sans 1,3-diméthoxybenzène pour éviter les adduits observés précédemment. La 

qualité de la déprotection, évaluée par RP-HPLC et HRMS, a effectivement été nettement 

améliorée par rapport à la stratégie précédente. Le produit a été ajouté à un tampon oxydant 

acide contenant de la guanidine. Après 24 heures, la formation du second pont disulfure 

n’était pas complète. Après 48 heures, la formation du pont semblait complète, mais l’analyse 

par HRMS du milieu a également révélé la formation non négligeable de la toxine contenant 

trois ponts disulfures, qui n’a pas été observée après 24 heures de réaction. Il semblerait donc 

que pour la SGTx1, les groupements protecteurs Mob soient sensibles aux conditions 

oxydantes acides utilisées pour la formation du second pont disulfure. Ce phénomène, 

également observé dans le cas de la SGTx1 avec la stratégie Trt/Acm/Mob lors de la formation 

du second pont avec du diiode, semble témoigner d’une catalyse de la formation du troisième 

pont disulfure propre à la séquence peptidique de cette toxine. Malgré tout, la SGTx1(SS1,4 ; 

SS2,5 ; SMob3,6) 77 a pu être obtenue en tant que produit majoritaire et isolé, bien qu’en 

quantités trop faibles pour déterminer un rendement (Figure 112).  

 

Figure 112 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la SGTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 77. A) Analyse RP-HPLC 
de 77 purifiée (tR = 14,1 min, XSelect Peptide CSH C18, 214 nm, 5-60 % B en 20 min). B) Analyse 
HRMS de 77 purifiée. Le nombre indiqué au-dessus du m/z correspond à l’état de charge. D) 
Zoom sur l’état de charge 4+ de 77 purifiée. Mmono calculée : 4015,71 Da ; observée : 4015,69 Da. 

 

Pour finir, les cystéines Cys(Mob) ont été déprotégées avec du TFMSA, et le dernier 

pont formé dans un tampon oxydant acide contenant de la guanidine. Après 24 heures, la 

purification du milieu réactionnel a permis d’isoler la SGTx1 repliée 56. Une comparaison des 

temps de rétention a permis de montrer l’obtention de la même toxine que celle obtenue 
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avec la stratégie Trt/Acm/Mob, montrant ainsi qu’une toxine à trois ponts peut être obtenue 

par repliement régiosélectif avec la stratégie Trt/Hmboff/on/Mob. De manière intéressante, le 

produit secondaire contenant trois ponts disulfures obtenu à l’étape précédente possède un 

temps de rétention différent de la SGTx1 obtenue ici, ce qui laisse penser que ce produit 

secondaire ne possède pas la bonne configuration de ponts disulfures. 

 

Figure 113 : Analyses RP-HPLC et HRMS de la SGTx1 repliée 56 obtenue avec la stratégie Trt/Hmboff/on/Mob. 
A) Analyse RP-HPLC de 56 purifiée (tR = 13,8 min, XSelect Peptide CSH C18, 214 nm, 5-60 % B en 20 min). B) 
Déconvolution de l’analyse HRMS de 56 purifiée. Mmono calculée : 3773,58 Da ; observée : 3773,54 Da. 

 

Ainsi, l’utilisation du groupement protecteur Hmboff/on dans le cadre du repliement 

régiosélectif de toxines semble prometteur. Sa pertinence pour ce type de repliement en combinaison 

avec les groupements protecteurs Acm et Mob mérite cependant d’être explorer plus en profondeur. 

Les stratégies Trt/Hmboff/on/Acm et Trt/Hmboff/on/Mob devront donc être éprouvées sur l’exemple de 

nouvelles toxines, et leurs efficacités comparées à celle des stratégies déjà décrites dans la littérature. 
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 L’objectif de ces travaux de recherches était la mise au point de la synthèse de peptides 

et de toxines complexes. Plusieurs difficultés avaient en effet été identifiées pour certains 

composés. La première limitation correspondait à la longueur de certains peptides et toxines, 

trop importante pour pouvoir obtenir les séquences entières par synthèse sur support solide. 

La seconde limitation était liée à la difficulté de synthèse de différents peptides, dont les 

séquences sont pourtant de longueurs raisonnables. Pour ces molécules, la problématique 

provient de la tendance des chaînes peptidiques à s’agréger entre elles et/ou avec le support 

au cours de la synthèse par SPPS.  

Pour répondre à ces deux limitations, nous nous sommes intéressés à la ligation par 

NCL. Cette méthode permet de former régiosélectivement un lien amide entre deux 

fragments peptidiques. Cette technique s’appuyant sur une cystéine au point de ligation, elle 

est particulièrement adaptée à l’obtention de toxines, naturellement riches en cystéines. Dans 

le cas de peptides difficiles à obtenir par synthèse SPPS, la NCL permet d’assembler des 

fragments plus courts obtenus sans les problèmes d’agrégation. Ceci a par exemple été réalisé 

avec l’AmmTx3, dont la synthèse a montré certaines difficultés. Sa séquence native a ainsi pu 

être obtenue par la ligation de deux fragments facilement synthétisés. Son repliement 

oxydatif direct a par la suite donné la structure naturelle de la toxine, comme cela a été vérifié 

par détermination structurale par RMN. L’AmmTx3 présentait de plus une activité identique à 

celle décrite dans la littérature. Cette méthode de ligation peut également être appliquée dans 

le cas de peptides et toxines longs pour obtenir leurs séquences entières, en réalisant une ou 

plusieurs ligations. Cette stratégie de synthèse a été appliquée avec succès à l’α-

Bungarotoxine, toxine de serpent présentant un intérêt dans la caractérisation des récepteurs 

nAChRs, à partir de trois fragments. De manière étonnante, la ligation des deux premiers 

fragments dans la direction N-terminale vers C-terminale a conduit à une séquence peptidique 

ayant tendance à se dégrader par hydrolyse. En revanche, la séquence native de cette toxine 

a pu être obtenue lorsque les ligations ont été réalisées de l’extrémité C-terminale vers 

l’extrémité N-terminale. Cette stratégie a également permis de mettre en œuvre une 

méthode récemment décrite de déprotection d’une cystéine portant un groupement Acm. Le 

repliement oxydatif direct de la toxine a finalement permis d’obtenir la structure 

tridimensionnelle native voulue. De plus, une modification de son extrémité N-terminale avec 

une fonction alcyne a permis, après repliement, son marquage régiosélectif avec un 

fluorophore par une réaction de CuAAC. Comparée à la toxine obtenue par expression 

recombinante, dont le marquage proposé commercialement n’est pas régiosélectif et donc 

multiple, cette stratégie de synthèse devrait permettre une meilleure affinité de l’α-

Bungarotoxine modifiée pour ses récepteurs. Différents tests biologiques sont donc en cours 

pour montrer la pertinence d’une telle stratégie de synthèse.  

Par la suite, la maitrise de cette technique a été appliquée à la production de deux 

autres toxines : l’U1-Cyrtautoxine-As1c et la Notexine. Ces deux toxines, issue respectivement 

d’un venin d’araignée et de serpent, constituaient un défi au vu de leurs tailles conséquentes. 

La structure native de l’U1-Cyrtautoxine-As1c a été obtenue par deux ligations successives et 

repliement oxydatif direct. La séquence linéaire de la Notexine a également été obtenue par 
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deux ligations successives, après optimisation des points de ligation. Son repliement oxydatif 

a cependant mis en évidence certaines difficultés, puisque la toxine semble s’agréger au cours 

de la formation des ponts disulfures. Cette étape nécessite donc encore certaines 

optimisations pour obtenir la structure naturelle de la toxine avec des rendements corrects. 

Le domaine d’application de la NCL ne se limitant pas aux toxines, nous avons tiré profit 

d’une méthode de désulfurisation radicalaire pour pouvoir synthétiser différents peptides 

longs ne contenant pas de cystéine. La progastrine, peptide de 80 acides aminés, a ainsi été 

synthétisée à partir de trois fragments peptidiques, en mutant temporairement deux alanines 

en cystéines. La séquence native du peptide a été obtenue en réalisant la désulfurisation 

simultanée des deux cystéines pour récupérer les alanines natives. Cette technique de 

désulfurisation étant particulièrement efficace, nous l’avons par la suite appliquée à la 

synthèse d’un fragment d’immunoglobuline E de 115 acides aminés. Bien que sa séquence 

contienne trois cystéines, la nécessité de former sélectivement un pont disulfure a imposé 

leur protection par des groupements protecteurs orthogonaux, empêchant donc leur 

exploitation en tant que points de ligations. Pour cela, trois alanines ont été mutées en 

cystéines pour permettre l’obtention de la séquence recherchée par trois ligations 

successives. Par la suite, les cystéines libres ont été simultanément désulfurisées pour obtenir 

la séquence voulue. Malheureusement, une modification de l’extrémité C-terminale du 

peptide avec un azoture a perturbé le bon déroulement de cette stratégie de synthèse. En 

effet, cette fonction s’avère peu stable dans les conditions de ligation et de désulfurisation 

employées et se réduit en amine. Malgré tout, nous avons pu montrer que sans cette 

modification, le fragment d’immunoglobuline E recherché aurait pu être obtenu par plusieurs 

ligations. 

Les différentes techniques employées au cours de ces travaux, dont la NCL et la 

désulfurisation, mais également l’utilisation de protections orthogonales des cystéines pour 

des stratégies plus complexes, n’avaient encore jamais été utilisées à Smartox Biotechnology 

avant ces recherches. Celles-ci sont désormais couramment mises en œuvre lorsque des 

projets de production le nécessitent. L’ensemble des résultats obtenus ont ainsi permis 

l’acquisition d’un savoir-faire solide dans le domaine de la synthèse de peptides longs et 

difficiles à synthétiser par SPPS, dont bénéficie tout autant le Département de Chimie 

Moléculaire que l’entreprise. 

Au cours de ces travaux de recherche, une autre problématique a été abordée. Celle-

ci provenait de la difficulté à obtenir certaines toxines dans leurs configurations natives par 

repliement oxydatif direct. En effet, ce dernier conduisait soit à des mélanges complexes 

d’espèces à différents stades d’oxydation et ayant des appariements de cystéines corrects ou 

non, soit à la formation majoritaire d’une espèce ne présentant pas la configuration de ponts 

disulfures recherchée. Dans ces cas-là, nous nous sommes tournés vers la formation dirigée 

de ponts disulfures. Cette méthode consiste à former régiosélectivement chaque pont de 

manière successive en exploitant différents groupements orthogonaux de la cystéine. En 

particulier, nous nous sommes intéressés à la combinaison des groupements protecteurs Trt, 

Acm et Mob. Dans un premier temps, les stratégies Trt/Acm et Trt/Mob ont été éprouvées sur 

l’exemple de la NMB-1, un analogue de conotoxine contenant deux ponts disulfures. Parmi les 
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résultats intéressants obtenus au cours de ce développement, on peut citer la mise au point 

de la formation successive de deux ponts disulfures au cours d’une réaction dite one-pot, 

permettant d’augmenter sensiblement les rendements d’obtention de la NMB-1. Par la suite, 

la stratégie Trt/Acm/Mob a été évaluée sur les exemples de la SGTx1 et de la Phlotoxine-1. 

Ces deux toxines d’araignées n’ont pas pu être obtenues par repliement oxydatif direct avec 

des rendements satisfaisants, et constituaient donc des supports adaptés à la mise au point 

de cette stratégie. La formation des deux premiers ponts de la SGTx1 à l’aide de la réaction 

one-pot mise au point précédemment, plutôt qu’avec les mêmes réactions réalisées 

séparément, a montré une nette amélioration des rendements. De même, les deux premiers 

ponts de la Phlotoxine-1 formés avec cette méthode ont été obtenus avec des rendements 

plutôt satisfaisants pour ce type de repliements. Le dernier pont de chaque toxine a enfin été 

formé à partir d’une paire de cystéines portant des groupements protecteurs Mob, après avoir 

ôté ces derniers. Ainsi, cette stratégie de repliement régiosélectif a permis l’obtention de ces 

deux toxines, là où le repliement oxydatif direct n’avait pas donné de résultats satisfaisants. 

Ce développement a par la suite été appliqué à la production de plusieurs toxines, dont la δ-

theraphotoxine-Hm1a et l’Hanatoxine-1, également très difficiles à obtenir par repliement 

direct. 

Malgré ces succès, la formation régiosélective de ponts disulfures reste un processus 

laborieux et chronophage, et se solde bien souvent, dans le cas des toxines contenant trois 

ponts disulfures, par des rendements relativement faibles. Pour ces raisons, cette méthode 

est à réserver aux toxines et peptides ne pouvant être obtenus par repliement oxydatif direct. 

Parmi les difficultés rencontrées au cours de ces travaux, nous avons pu constater que la 

formation du dernier pont disulfure est souvent la plus problématique, et constitue donc 

l’étape clé pour obtenir de bons rendements. Une des hypothèses avancées pour expliquer 

cette difficulté est l’obtention de différents isomères topologiques, qui présentent la 

configuration de ponts disulfures correcte mais qui, dans certains cas, restent bloqués dans 

une conformation non-native. Ce phénomène a par exemple déjà été observé dans le cas du 

repliement régiosélectif de l’enterotoxine STa.264 L’ordre d’enchaînement des ponts disulfures 

semble donc être un paramètre majeur dans le bon déroulement du repliement régiosélectif. 

Afin d’étudier cette problématique, il est intéressant de réaliser tous les enchaînements de 

ponts différents possibles pour une même toxine, soit six pour une toxine à trois ponts. Cela 

implique d’intervertir la position des groupements Trt, Acm et Mob pour chaque synthèse 

peptidique. Ce type d’études a été réalisé sur une toxine d’araignée identifiée par Smartox 

Biotechnology. Malheureusement, comme nous l’avons vu, le positionnement des 

groupements Acm est souvent contraint par le risque de réactions secondaires, ce qui a 

conduit à des résultats décevants. Pour cette raison, nous avons cherché un groupement 

protecteur pouvant se substituer efficacement au groupement Acm. 

Dans ce but, le groupement Hmboff/on a été identifié comme un candidat potentiel. Son 

utilité pour la formation dirigée de ponts disulfures a été montrée sur l’exemple de la NMB-1 

avec la stratégie Trt/Hmboff/on. Au cours de cette étude, nous avons montré que l’étape de 

déprotection des cystéines portant le groupement Hmbon pouvait être problématique puisque 

celui-ci semble difficile à neutraliser et réagit avec certaines chaînes latérales présentes. Des 

études supplémentaires sont donc nécessaires pour identifier sur quel(s) résidu(s) le Hmbon 
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vient réagir, en particulier pour identifier un scavenger efficace. Malgré tout, la NMB-1 a pu 

être obtenue avec cette stratégie, ce qui montre l’utilité de ce groupement pour le repliement 

régiosélectif. Par la suite, son orthogonalité avec les groupements protecteurs Acm et Mob a 

été étudié. Ces recherches ont montré que le groupement Hmboff était orthogonal à ces 

groupements, mais qu’il était labile sous sa forme on dans les conditions de déprotection des 

cystéines Cys(Acm) et Cys(Mob). Pour finir, les deux stratégies Trt/Hmboff/on/Acm et 

Trt/Hmboff/on/Mob ont été évaluées sur l’exemple de la SGTx1. La première a 

malheureusement échoué dans le cas de cette toxine, avec notamment l’observation d’une 

déprotection précoce des cystéines Cys(Acm). Le même phénomène a pu être observé dans 

le cas de la seconde stratégie avec les cystéines Cys(Mob), dans une moindre mesure. La SGTx1 

a donc pu être obtenue par repliement régiosélectif avec la stratégie Trt/Hmboff/on/Mob. Ce 

groupement protecteur peut ainsi s’avérer utile dans le cas de certaines toxines se dégradant 

en présence de diiode, qui ne peuvent donc pas être repliées régiosélectivement en utilisant 

les groupements Acm. De manière générale, l’optimisation de ces deux stratégies mérite 

d’être de nouveau réalisée sur d’autres toxines, puisque la déprotection précoce des cystéines 

portant les groupements Acm et Mob semble être une particularité de la toxine SGTx1. De 

plus, la déprotection des cystéines Cys(Hmbon) et la formation concomitante du pont disulfure 

avec du diiode pourrait être exploitée pour optimiser la stratégie Trt/Hmboff/on/Acm.  

 Ces recherches sur la formation dirigée de ponts disulfures ont permis de mettre au 

point une alternative au repliement oxydatif direct qui n’avait jusqu’alors jamais été exploitée 

au Département de Chimie Moléculaire de Grenoble ou à Smartox Biotechnology. Dans le cas 

de toxines à deux ponts, la stratégie Trt/Acm optimisée par une réaction one-pot s’avère 

particulièrement efficace puisqu’elle garantit l’obtention de la configuration recherchée, avec 

de plus des rendements très satisfaisants pour ce type de repliement. Celle-ci est désormais 

utilisée de manière routinière pour la production de telles toxines à Smartox Biotechnology. 

Dans le cas de toxines à trois ponts, la formation dirigée de ponts disulfures est employée 

lorsque le repliement oxydatif direct est problématique. Cette stratégie nécessite une 

optimisation propre à chaque toxine, en particulier en ce qui concerne l’ordre d’enchaînement 

des ponts disulfures. De plus, la production de toxines par cette méthode est particulièrement 

longue et laborieuse comparée au repliement oxydatif direct, et se conclue généralement par 

des rendements assez faibles. Malgré tout, là où le repliement direct échoue, cette méthode 

à bien souvent l’avantage de permettre la formation de la structure tridimensionnelle native 

des toxines. Des optimisations sur l’utilisation du groupement protecteur Hmboff/on vont ainsi 

être réalisées afin de proposer une stratégie alternative pouvant se substituer eficacement 

aux stratégies de formation dirigée de ponts disulfures classiquement employées. 
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I. Instrumentation 
 

 Les analyses par HPLC en phase inverse ont été réalisées sur des systèmes Agilent 

Technologies 1260 Infinity ou 1260 Infinity II, constitués d’un passeur d’échantillon 

VialSampler ou ALS, d’une pompe quaternaire QuatPump, d’un four à colonne MCT ou 

TCC, d’un détecteur VWD ou MWD-VL, et d’un collecteur FC-AS. Les colonnes 

analytiques utilisées sont une colonne Chromolith® High Resolution RP-18e, 150 Å, 100 

x 4,6 mm à un débit de 2 mL/min avec un gradient linéaire classique 5-60 % de B en 15 

min à 40°C, une colonne Agilent Technologies AdvanceBio Peptide C18, 120 Å, 2,7 μm, 

100 x 2,1 mm à un débit de 1 mL/min avec un gradient linéaire classique 5-65 % de B 

en 12 min à 50°C, une colonne Agilent Technologies AdvanceBio Peptide C18, 120 Å, 

2,7 μm, 250 x 2,1 mm à un débit de 0,4 mL/min avec un gradient linéaire classique 15-

65 % de B en 25 min à 55°C ou une colonne Waters XSelect Peptide CSH C18 XP, 130 

Å, 2,5 µm, 150 x 4,6 mm à un débit de 1 mL/min avec un gradient linéaire classique 5-

60 % de B en 20 min à 40°C. Les acquisitions ont été réalisées à 214 nm et 280 nm. 

Chaque analyse débute avec un temps d’équilibration de la colonne à 5 % de tampon 

B pendant 3 min pour les colonnes Chromolith, AdvanceBio 10 cm et CSH, et 5 min 

pour la colonne AdvanceBio 25 cm. Les tampons A et B sont des solutions à 0,1% de 

TFA dans H2O et CH3CN, respectivement. L’eau, de qualité Milli-Q, a été obtenue par 

filtration sur un appareil Millipure Elix Essential Milli-Q. 

 Les analyses par LC-HRMS ont été réalisées sur un système Waters Xevo G2S Q –TOF 

muni d’une source électrospray ZSpray et couplé avec un système UPLC Acquity I, ou 

un système Agilent Technologies G6530A Accurate-Mass Q-TOF LC/MS muni d’une 

source électrospray et couplé à un système UPLC 1290 Infinity II. Lorsque les 

échantillons le nécessitaient, un dessalage sur colonne Waters Acquity UPLC BEH300 

C18, 1,7 μm, 2,1 × 150 mm était réalisé avant un gradient 5-90 % de B en 3 min à 40°C. 

Les tampons A et B sont des solutions à 0,1% d’acide formique dans H2O et CH3CN, 

respectivement. Sauf indication contraire, les analyses ont été faites en mode positif. 

Les masses théoriques et observées données dans ce manuscrit sont les masses 

monoisotopiques. 

 Les purifications par HPLC en phase inverse à l’échelle préparative ont été réalisées sur 

des systèmes Agilent Technologies 1260 Infinity munis de deux pompes Prep Pump, 

d’un détecteur VWD VL et d’un collecteur FC-PS. Les colonnes préparatives utilisées 

sont une colonne Phenomenex Jupiter Proteo C12, 90 Å, 4 µm, 250 x 21,2 mm à un 

débit de 20 mL/min ou une colonne préparée avec une station Agilent Technologies 

Load & Lock MultiPacker dans un tube 27 x 500 mm avec de la phase Waters XSelect 

Peptide CSH C18 XP, 130 Å, 2,5 µm à un débit de 30 ou 50 mL/min. Les purifications 

ont généralement été réalisées avec un gradient linéaire de 40 min. Les tampons A et 

B sont des solutions à 0,1% de TFA dans H2O et CH3CN/H2O 90 :10, respectivement. 

 Les purifications par HPLC en phase inverse à l’échelle semi-préparative ont été 

réalisées sur des systèmes Agilent Technologies 1260 Infinity munis d’une pompe 

quaternaire Quat Pump VL, d’un four à colonnes TCC, d’un détecteur MWD VL et d’un 

collecteur FC-AS. Les colonnes semi-préparatives utilisées sont une colonne Agilent 
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Technologies Poroshell EC-C18, 120 Å, 4 µm, 250 x 9.4 mm à un débit de 4,5 mL/min, 

une colonne Phenomenex Jupiter Proteo C12, 90 Å, 4 µm, 250 x 10 mm à un débit de 

4,5 mL/min, ou une colonne Waters XSelect Peptide CSH C18 OBD, 130 Å, 5 µm, 250 x 

10 mm à un débit de 4 mL/min. Les purifications ont généralement été réalisées avec 

un gradient linéaire de 30 min. Les tampons A et B sont des solutions à 0,1% de TFA 

dans H2O et CH3CN/H2O 90 :10, respectivement. 
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II. Procédures générales de synthèse 

 

Tous les acides aminés utilisés dans les procédures décrites ci-dessous sont utilisés 

protégés sur le Nα par un Fmoc et sur la chaîne latérale si nécessaire. Les groupements 

protecteurs des chaînes latérales classiquement utilisés sont Arg(Pbf), Asn(Trt), Asp(OtBu), 

Cys(Trt), Gln(Trt), Glu(OtBu), His(Trt), Lys(Boc), Ser(OtBu), Thr(OtBu), Trp(Boc) et Tyr(OtBu). 

Pour la partie formation dirigée de ponts disulfures, les cystéines Cys(Acm), Cys(Mob) et 

Cys(Hmboff/on) ont également été utilisées.  

Les réactions sur résine effectuées manuellement sont typiquement réalisées dans des 

seringues de 20 ou 50 mL munies d’un fritté et d’un robinet en PTFE. L’agitation est réalisée 

sur un moulin. 

 

A. Chargement de la résine 2-chlorotrityl chloride pour les peptides 

carboxylés à l’extrémité C-terminale 
 

1 g de résine polystyrène 1% divinylbenzène 2-chlorotrityl chloride (100-200 mesh, 1,6 

mmol/g) est mis à gonfler 30 min dans du dichlorométhane (DCM) pendant 30 min puis lavé 

avec 2 x 10 mL de DCM. Le premier acide aminé est chargé manuellement sur la résine en la 

traitant avec une solution de 0,6 mmol (ou 1,2 mmol pour Arg) d’acide aminé et 1mL de N,N-

diisopropyléthylamine (DIPEA) dans 5 mL de DCM pendant 1 h (ou 4 h pour Arg). L’excès de 

fonction chlorure est bloqué par ajout de 5mL de MeOH suivi de 1 h d’agitation. Le milieu 

réactionnel est filtré et la résine lavée 2 fois avec du DCM et deux fois avec du N,N-

diméthylformamide (DMF). Le Nα est déprotégé par traitement de la résine avec 3 x 10 mL 

d’une solution à 20 % de pipéridine dans le DMF pendant 3 x 5 min en filtrant le milieu 

réactionnel entre chaque ajout, et la résine est lavée avec 3 x 15 mL de DMF. Les phases 

liquides contenant le pipéridinyldibenzofulvène sont réunies dans une fiole jaugée de 250 mL, 

le volume complété avec du DMF, et l’absorbance de cette solution mesurée à 299 nm (ε = 

7800 M-1.cm-1) pour déterminer le taux de substitution de la résine. Si nécessaire, une dilution 

est appliquée pour obtenir une absorbance comprise entre 0,5 et 1,5. La résine est utilisée 

directement en SPPS, ou lavée avec 3x 10 mL de DCM puis 3 x 10 mL d’Et2O et séchée sous-

vide. 

 

B. Chargement de la résine 2-chlorotrityl chloride pour les peptides amidés 

à l’extrémité C-terminale 
 

1 g de résine polystyrène 1% divinylbenzène 2-chlorotrityl chloride (100-200 mesh, 1,6 

mmol/g) est mis à gonfler dans du DCM pendant 30 min puis lavé avec 2 x 10 mL de DCM. Le 

linker Rink amide modifié (RAM) est chargé manuellement sur la résine en la traitant avec une 

solution de 0,6 mmol d’acide 4-[(2,4-diméthoxyphényl)(Fmoc-amino)méthyl) 
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phénoxyacétique et 1mL de N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA) dans 5 mL de DCM pendant 4 

h. L’excès de fonction chlorure est bloqué par ajout de 5mL de MeOH suivi de 1 h d’agitation. 

Le milieu réactionnel est filtré et la résine lavée 2 fois avec du DCM et deux fois avec du N,N-

diméthylformamide (DMF). Le Fmoc est déprotégé par traitement de la résine avec 3 x 10 mL 

d’une solution à 20 % de pipéridine dans le DMF pendant 3 x 5min en filtrant le milieu 

réactionnel entre chaque ajout, et la résine est lavée avec 3 x 15 mL de DMF. Les phases 

liquides contenant le pipéridinyldibenzofulvène sont réunies dans une fiole jaugée de 250 mL, 

le volume complété avec du DMF, et l’absorbance de cette solution mesurée à 299 nm (ε = 

7800 M-1.cm-1) pour déterminer le taux de substitution de la résine. Si nécessaire, une dilution 

est appliquée pour obtenir une absorbance comprise entre 0,5 et 1,5. La résine est utilisée 

directement en SPPS, ou lavée avec 3x 10 mL de DCM puis 3 x 10 mL d’Et2O et séchée sous-

vide. 

 

C. Chargement de la résine 2-chlorotrityl chloride pour les peptides 

hydrazide à l’extrémité C-terminale 
 

1 g de résine polystyrène 1% divinylbenzène 2-chlorotrityl chloride (100-200 mesh, 1,6 

mmol/g) est mis à gonfler dans du DCM pendant 30 min puis lavé avec 2 x 10 mL de DCM et 2 

x 10 mL de NMP. La résine est traitée avec 10 mL d’une solution à 5% d’hydrazine hydrate 

dans de la NMP pendant 1 h. Le milieu réactionnel est filtré et la résine est traitée avec un 

mélange MeOH/NH2NH2/NMP 10:5:85 pendant 30 min. Le milieu réactionnel est filtré et la 

résine est lavée avec 2 x 10 mL de NMP, 2 x 10 mL de DCM et de nouveau 2 x 10 mL de NMP. 

Le premier acide aminé est chargé manuellement sur la résine en la traitant avec une solution 

de 0,6 mmol (ou 1,2 mmol pour Arg) d’acide aminé, 0,57 mmol de HCTU et 1,2 mmol de N,N-

diisopropyléthylamine (DIPEA) dans 5 mL de NMP pendant 1 h (ou 4 h pour Arg). Le milieu 

réactionnel est filtré et l’excès de fonction hydrazine bloqué en traitant la résine avec 10 mL 

d’une solution Ac2O/DIPEA/NMP 10:5:85 pendant 15 min. Le milieu réactionnel est filtré et la 

résine est lavée avec 2 x 10mL de DCM et 2 x 10 mL de DMF. Le Nα est déprotégé par 

traitement de la résine avec 3 x 10 mL d’une solution à 20 % de pipéridine dans le DMF 

pendant 3 x 5 min, et la résine est lavée avec 3 x 15 mL de DMF. Les phases liquides contenant 

le pipéridinyldibenzofulvène sont réunies dans une fiole jaugée de 250 mL, le volume 

complété avec du DMF, et l’absorbance de cette solution mesurée à 299 nm (ε = 7800 M-1.cm-

1) pour déterminer le taux de substitution de la résine. Si nécessaire, une dilution est appliquée 

pour obtenir une absorbance comprise entre 0,5 et 1,5. La résine est utilisée directement en 

SPPS, ou lavée avec 3x 10 mL de DCM puis 3 x 10 mL d’Et2O et séchée sous-vide. 

 

D. Synthèse de peptides linéaires par SPPS  
 

Les synthèses de tous les peptides linéaires ont été réalisées par SPPS automatisée en utilisant 

la stratégie Fmoc standard sur les synthétiseurs automatiques Gyros Protein Technologies 

(auparavant Protein Technologies, Inc.) Symphony et Symphony X. L’échelle classique de 
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synthèse est 0,1 mmol. Les solutions de réactifs utilisées sont les suivantes : 0,2 M d’acide 

aminé dans la NMP, sauf pour Cys et Ser dans le DMF, 0,39 M de HCTU dans la NMP, 1,2 M de 

DIPEA dans la NMP, 10 % v/v d’anhydride acétique dans la NMP, et 20 % v/v de pipéridine 

dans le DMF. Chaque synthèse débute avec une étape de gonflage de la résine de 30 min dans 

5 mL de DCM, suivie d’un lavage dans 5 mL de DMF, un lavage dans 5 mL de DCM et 3 lavages 

dans 2 mL de DMF. Le couplage des acides aminés est répété 3 fois avant déprotection du 

Fmoc pour augmenter les rendements de couplage. Une étape de capping est 

systématiquement appliquée après chaque couplage pour bloquer les chaînes n’ayant pas 

réagi. Chaque cycle couplage/déprotection est réalisé de la manière suivante : 10 éq. d’acide 

aminé, 9,75 éq. de HCTU et 20 éq. de DIPEA sont ajoutés successivement à la résine et le milieu 

réactionnel est agité 15 min à température ambiante. Le milieu réactionnel est filtré et le 

couplage répété deux fois de plus. Après filtration du milieu réactionnel du troisième 

couplage, 5 mL de la solution d’anhydride acétique et 1,5 mL de la solution de DIPEA sont 

ajoutés et le milieu réactionnel est agité pendant 15 min pour une étape de capping, puis 

filtré. La résine est lavée avec 5 mL de DMF, 5 mL de DCM et 3 x 3 mL de DMF. La déprotection 

du Fmoc est réalisée avec 3 x 5 mL de la solution de pipéridine pendant 3 x 3 min, puis la résine 

est lavée avec 5 mL de DMF, 5 mL de DCM et 3 x 2 mL de DMF. Un nouveau cycle 

couplage/déprotection peut alors débuter.  

Une fois l’élongation de la chaîne peptidique terminée, La résine est lavée 

manuellement avec 3 x 5mL de DCM puis traitée avec 20 mL d’une solution TFA/iPr3SiH/1,3-

diméthoxybenzène/2,2’-(éthylènedioxy)diéthanethiol/H2O 85:2,5:3,75:3,75:5 pendant 3h 

pour détacher le peptide de la résine et déprotéger les chaînes latérales. Le milieu réactionnel 

est filtré et la résine lavée avec 3mL de TFA. Les phases liquides contenant le peptide sont 

récupérées et le peptide est précipité par ajout de 70 mL d’Et2O à 4°C. Le milieu est centrifugé 

3 min à 4000 tr/min et le culot est lavé avec 2 x 30 mL d’Et2O. Après centrifugation, le culot 

est séché à l’air libre pendant une nuit. Des analyses du peptide brut par HPLC et LC-MS sont 

réalisées avant purification. 

 

E. Protocole de Native Chemical Ligation avec un fragment hydrazide 
 

Le tampon utilisé pour la NCL est une solution de 200 mM Na2HPO4,H2O et 6 M Gn.HCl 

dans H2O. Le pH de la solution stock est ajusté à 3 avec une solution de HCl 1 M ou 37% v/v et 

la solution est stockée à 4°C. Le protocole ci-dessous décrit la ligation par NCL d’un fragment 

fonctionnalisé en C-terminal avec un hydrazide, appelé fragment hydrazide, avec un peptide 

présentant une cystéine à son extrémité N-terminale, appelé fragment cystéinyle. Chacun des 

fragments est préalablement purifié par HPLC en phase inverse pour obtenir une pureté 

minimum déterminée par HPLC analytique de 90 %. La réaction de NCL est réalisée avec un 

léger excès (1,1-1,5 éq.) d’un des deux fragments. Le choix du fragment introduit en excès est 

déterminé par la difficulté relative d’obtention de chaque fragment. De plus, le produit de 

ligation aura généralement un temps de rétention en HPLC en phase inverse proche du 

fragment le plus hydrophobe. Afin de facilité la purification, le fragment ayant le temps de 
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rétention le plus faible pourra donc être introduit en excès. Les nombres d’équivalents de 

NaNO2, MPAA et TCEP sont donnés par rapport au fragment hydrazide. 

 Le fragment hydrazide est dissout dans le tampon de NCL à une concentration de 5 

mM, le pH est réajusté si nécessaire à 3 avec une solution de HCl 1 M ou une solution de NaOH 

1 M, et la solution est refroidie entre -15°C et -20°C dans un bain glace/NaCl pendant 10 min. 

10 éq. de NaNO2 en solution dans H2O à 0,5 M sont ajoutés et le milieu réactionnel est agité 

20 min à -15°C. Pendant ce temps, 100 éq. de MPAA sont dissous à 1 M dans le tampon de 

NCL et le pH est ajusté à 6-7 avec une solution de NaOH 6M. Le fragment cystéinyle est dissout 

dans le tampon de NCL à pH 3 à une concentration de 10 mM. A la fin des 20min, les solutions 

de MPAA et de fragment cystéinyle sont successivement ajoutées au fragment hydrazide, le 

milieu réactionnel est rapidement réchauffé à température ambiante et le pH ajusté à 6,8 avec 

des solutions de NaOH à 6 M puis 1 M. La réaction est mise sous atmosphère inerte avec 5 

cycles vide-argon et agitée à température ambiante. La fin de la réaction est déterminée par 

un suivi de l’avancement par analyse HPLC et LC-MS. Alternativement, le milieu réactionnel 

est agité une nuit à température ambiante et la réaction est considérée comme terminée le 

lendemain matin. 100 éq. de TCEP sont dissous à 20 mg/mL dans une solution de Gn.HCl à 6 

M, le pH est ajusté à 4-5 avec une solution de NaOH 6M, et cette solution est ajoutée au milieu 

réactionnel et agitée pendant 30 min. Le pH est diminué en ajoutant 500 µL de TFA et le milieu 

réactionnel est lavé quatre fois avec Et2O. Les traces d’Et2O sont éliminées par évaporation et 

le milieu réactionnel est analysé par HPLC en phase inverse et LC-MS, puis purifié par HPLC 

préparative ou semi-préparative. Le produit de ligation isolé est congelé à -80°C et lyophilisé. 
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III. Protocoles de synthèses des composés 
 

A. AmmTx3 
 

AmmTx3 linéaire 1  

pGlu-IETNKKCQGGSCASVCRKVIGVAAGKCINGRCVCYP-OH (pGlu = acide L-pyroglutamique) 

 Synthèse par SPPS : 

l’AmmTx3 linéaire 1 a été synthétisée sur une résine 2-CTC (330 mg, taux de substitution τ = 

0,3 mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. Le premier acide aminé 

(Fmoc-Pro-OH) a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole général A, 

donnant un taux de substitution de 0,3 mmol/g. L’acide pyroglutamique à l’extrémité N-

terminale a été introduit comme un résidu classique à partir du composé commercial acide L-

pyroglutamique. 655 mg de peptide brut ont été obtenus après précipitation et lavages avec 

Et2O.  

RP-HPLC : tR = 8,2 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C158H268N50O48S6 Mmono calculée : 3825,83 Da ; observée : 3825,87 Da 

 

 Synthèse par NCL : 

l’AmmTx3 linéaire 1 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL E à partir 

de 20 mg (1,3 éq.) de fragment hydrazide AmmTx3(1-12) 3 et 29,6 mg (1 éq.) de fragment 

cystéinyle AmmTx3(13-37) 4. La réaction de ligation a duré une nuit à température ambiante. 

Après purification par RP-HPLC préparative avec un gradient 10-60 % de B en 30 min et 

lyophilisation, 20,1 mg d’AmmTx3 linéaire 1 pure ont été obtenus. 

Rendement : 46 % 

RP-HPLC : tR = 8,2 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C158H268N50O48S6 Mmono calculée : 3825,83 Da ; observée : 3825,83 Da 

 

AmmTx3 repliée 2 

 A partir de 1 obtenu par NCL :  

6,8 mg de 1 ont été dissous dans 2 mL de tampon A et ajoutés goutte-à-goutte dans 35 mL 

d’un tampon 0,2 M Tris.HCl à pH 8,2 sous agitation. Après agitation douce pendant 48 h à 

température ambiante, le milieu a été acidifié avec 1 mL d’acide formique, filtré, et purifié par 

RP-HPLC semi-préparative avec un gradient 10-60 % de B en 30 min à 40°C. Après 

lyophilisation, 3,2 mg d’AmmTx3 repliée 2 ont été obtenus. 

Rendement : 48 % 

RP-HPLC : tR = 7,0 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C158H262N50O48S6 Mmono calculée : 3819,79 Da ; observée : 3819,77 Da 
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 A partir de 1 obtenu par SPPS :  

50 mg de 1 brut ont été dissous dans 6 mL de tampon A/CH3CN 5:1 et ajoutés goutte-à-goutte 

dans 250 mL d’un tampon 0,2 M Tris.HCl à pH 8,3 sous agitation. Après agitation douce 

pendant 48 h à température ambiante, le milieu a été acidifié avec 3 mL d’acide formique, 

filtré, et purifié par RP-HPLC préparative avec un gradient 10-60 % de B en 30 min. La pureté 

du produit n’étant pas satisfaisante, une seconde purification par RP-HPLC semi-préparative 

a été réalisée avec un gradient 10-45 % de B en 30 min à 45°C. Après lyophilisation, 1,9 mg 

d’AmmTx3 repliée 2 ont été obtenus. 

Rendement : 4 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 7,0 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C158H262N50O48S6 Mmono calculée : 3819,79 Da ; observée : 3819,77 Da 

 

Synthèse par SPPS du fragment hydrazide AmmTx3(1-12) 3  

pGlu-IETNKKCQGGS-NHNH2 

Le fragment hydrazide AmmTx3(1-12) 3 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (357 mg, τ = 0,28 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. La fonctionnalisation de la 

résine avec de l’hydrazine et le couplage du premier acide aminé (Fmoc-Ser(OtBu)-OH) ont 

été réalisés manuellement sur la résine en suivant le protocole général C, donnant un taux de 

substitution de 0,28 mmol/g. L’acide pyroglutamique à l’extrémité N-terminale a été introduit 

comme un résidu classique à partir du composé commercial acide L-pyroglutamique. 273 mg 

de peptide brut ont été obtenus après précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par RP-

HPLC préparative avec un gradient 10-60 % de B en 30 min. Après lyophilisation, 112 mg de 

fragment hydrazide AmmTx3(1-12) 3 pur ont été obtenus. 

Rendement : 87 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 4,5 min (pic large, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C51H88N18O19S Mmono calculée : 1288,62 Da ; observée : 1288,63 Da 

 

Synthèse par SPPS du fragment cystéinyle AmmTx3(13-37) 4 

H-CASVCRKVIGVAAGKCINGRCVCYP-OH 

Le fragment cystéinyle AmmTx3(13-37) 4 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (330 mg, τ = 

0,3 mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. Le premier acide aminé 

(Fmoc-Pro-OH) a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole général A, 

donnant un taux de substitution de 0,3 mmol/g. 551 mg de peptide brut ont été obtenus après 

précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 

% de B en 40 min. Après lyophilisation, 86 mg de fragment cystéinyle AmmTx3(13-37) 4 pur 

ont été obtenus. 

Rendement : 33 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC: tR = 7,9 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C107H184N34O29S5 Mmono calculée : 2569,26 Da ; observée : 2569,26 Da 
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B. α-Bungarotoxine 
 

Synthèse par SPPS du fragment hydrazide α-BgTx(1-28) 5 

Ap-IVCHTTATSPISAVTCPPGENLCYRKMW-NHNH2 (Ap = acide pentynoïque) 

Le fragment hydrazide α-BgTx(1-28) 5 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (294 mg, τ = 0,34 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. La fonctionnalisation de la 

résine avec de l’hydrazine et le couplage du premier acide aminé (Fmoc-Trp(Boc)-OH) ont été 

réalisés manuellement sur la résine en suivant le protocole général C, donnant un taux de 

substitution de 0,34 mmol/g. L’acide pentynoïque à l’extrémité N-terminale a été introduit 

comme un résidu classique à partir du composé commercial. 600 mg de peptide brut ont été 

obtenus après précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC préparative avec un 

gradient 10-60 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 82 mg de fragment hydrazide α-BgTx(1-

28) 5 pur ont été obtenus. 

Rendement : 26 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 22,3 min (pic large, AdvanceBio Peptide C18 25 cm, 214 nm, 15-65 % B en 25 

min) 

ESI-HRMS : C139H218N38O39S4 Mmono calculée : 3171,51 Da ; observée : 3171.52 Da 

 

Synthèse par SPPS du fragment cystéinyle hydrazide α-BgTx(29-43) 6  

H-CDAFCSSRGKVVELG-NHNH2 

Le fragment cystéinyle hydrazide α-BgTx(29-43) 6 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (278 

mg, τ = 0,36 mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. La 

fonctionnalisation de la résine avec de l’hydrazine et le couplage du premier acide aminé 

(Fmoc-Gly-OH) ont été réalisés manuellement sur la résine en suivant le protocole général C, 

donnant un taux de substitution de 0,36 mmol/g. 345 mg de peptide brut ont été obtenus 

après précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC préparative avec un gradient 

10-60 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 90 mg de fragment hydrazide α-BgTx(29-43) 6 

pur ont été obtenus. 

Rendement : 57 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 16,9 min (pic large, AdvanceBio Peptide C18 25 cm, 214 nm, 15-65 % B en 25 

min) 

ESI-HRMS : C65H109N21O21S2 Mmono calculée : 1583,75 Da ; observée : 1583,96 Da 
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Synthèse par SPPS du fragment cystéinyle α-BgTx(44-74) 7 

H-CAATCPSKKPYEEVTCCSTDKCNPHPKQRPG-OH 

Le fragment cystéinyle α-BgTx(44-74) 7 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (303 mg, τ = 0,33 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. Le premier acide aminé 

(Fmoc-Gly-OH) a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole général A, 

donnant un taux de substitution de 0,33 mmol/g. 530 mg de peptide brut ont été obtenus 

après précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC préparative avec un gradient 

10-60 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 150 mg de fragment cystéinyle α-BgTx(44-74) 7 

pur ont été obtenus. 

Rendement : 44 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 14,1 min (AdvanceBio Peptide C18 25 cm, 214 nm, 15-65 % B en 25 min) 

ESI-HRMS : C139H224N42O46S5 Mmono calculée : 3377,51 Da ; observée : 3377,55 Da 

 

α-BgTx(1-43) 8  

Ap-IVCHTTATSPISAVTCPPGENLCYRKMWCDAFCSSRGKVVELG-NHNH2 

L’α-BgTx(1-43) 8 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL E à partir de 

10 mg (1 éq.) de fragment hydrazide α-BgTx(1-28) 5 et 6,6 mg (1,3 éq.) de fragment cystéinyle 

hydrazide α-BgTx(29-43) 6. La réaction de ligation a duré une nuit à température ambiante. 

Après purification par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min et 

lyophilisation, L’α-BgTx(1-43) 8 été obtenue impur. 

RP-HPLC : tR = 22,5 min et 23,0 min dans un amas (AdvanceBio Peptide C18 25 cm, 214 nm, 

15-65 % B en 25 min) 

ESI-HRMS : C204H323N57O60S6 Mmono calculée : 4723,23 Da ; observée : 4723,23 Da / 2971,52 

Da / 3375,67 Da / 3446,69 Da 

 

α-BgTx(1-28,44-74) 9 

Ap-IVCHTTATSPISAVTCPPGENLCYRKMWCAATCPSKKPYEEVTCCSTDKCNPHPKQRPG-OH 

L’α-BgTx(1-28,44-74) 9 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL E à partir 

de 5,0 mg (1 éq.) de fragment hydrazide α-BgTx(1-28) 5 et 6,8 mg (1,2 éq.) de fragment 

cystéinyle α-BgTx(44-74) 7. La réaction de ligation a duré une nuit à température ambiante. 

Après purification par RP-HPLC semi-préparative avec un gradient 20-70 % de B en 30 min à 

40°C et lyophilisation, 4,7 mg d’α-BgTx(1-28,44-74) 9 pure ont été obtenus. 

Rendement : 42 %  

RP-HPLC : tR = 8,3 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C278H438N78O85S9 Mmono calculée : 6516,98 Da ; observée : 6516,95 Da 
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Synthèse par SPPS du fragment cystéinyle hydrazide Acm-α-BgTx(29-43) 10 

H-C(Acm)DAFCSSRGKVVELG-NHNH2 

Le fragment cystéinyle hydrazide Acm-α-BgTx(29-43) 10 a été synthétisé sur une résine 2-CTC 

(278 mg, τ = 0,36 mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. La 

fonctionnalisation de la résine avec de l’hydrazine et le couplage du premier acide aminé 

(Fmoc-Gly-OH) ont été réalisés manuellement sur la résine en suivant le protocole général C, 

donnant un taux de substitution de 0,36 mmol/g. Le résidu Cys(Acm) a été introduit comme 

un résidu classique à partir du composé commercial Fmoc-L-Cys(Acm)-OH. 182 mg de peptide 

brut ont été obtenus après précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC 

préparative avec un gradient 10-60 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 28 mg de fragment 

cystéinyle hydrazide Acm-α-BgTx(29-43) 10 pur ont été obtenus. 

Rendement : 17 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 6,8 min (pic large, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C68H114N22O22S2 Mmono calculée : 1654,79 Da ; observée : 1654,79 Da 

 

Acm-α-BgTx(29-74) 11 

H-C(Acm)DAFCSSRGKVVELGCAATCPSKKPYEEVTCCSTDKCNPHPKQRPG-OH 

L’Acm-α-BgTx(29-74) 11 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL E à 

partir de 18,2 mg (1 éq.) de fragment cystéinyle hydrazide Acm-α-BgTx(29-43) 10 et 43 mg 

(1,1 éq.) de fragment cystéinyle α-BgTx(44-74) 7. La réaction de ligation a duré une nuit à 

température ambiante. Après purification par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % 

de B en 40 min et lyophilisation, 33,2 mg d’Acm-α-BgTx(29-74) 11 pure ont été obtenus. 

Rendement : 60 %  

RP-HPLC : tR = 6,5 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C207H334N62O68S7 Mmono calculée : 5000,26 Da ; observée : 5000,29 Da 

 

α-BgTx(29-74) 12 

H-CDAFCSSRGKVVELGCAATCPSKKPYEEVTCCSTDKCNPHPKQRPG-OH 

27,5 mg d’Acm-α-BgTx(29-74) 11 ont été solubilisés dans 1 mL de tampon de NCL et 10 mg (10 

éq.) de PdCl2 dans 200 µL de tampon de NCL ont été ajoutés. Après 10 min d’agitation à 37°C, 

85 mg (100 éq.) de DTT solubilisés dans 200µL d’H2O ont été ajoutés. Les phases liquide et 

solide ont été séparées par centrifugation, le culot lavé avec 200µL de tampon de NCL, et les 

phases liquides ont été réunies, acidifiées avec quelques gouttes d’acide formique et purifiées 

par HPLC préparative avec un gradient 10-60 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 14,5 mg 

d’ α-BgTx(29-74) 12 ont été obtenus. 

Rendement : 53 %  

RP-HPLC : tR = 7,2 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C204H329N61O67S7 Mmono calculée : 4929,23 Da ; observée : 4929,16 Da 
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α-BgTx linéaire 13 

H-IVCHTTATSPISAVTCPPGENLCYRKMW-

CDAFCSSRGKVVELGCAATCPSKKPYEEVTCCSTDKCNPHPKQRPG-OH 

L’α-BgTx linéaire 13 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL E à partir 

de 16,8 mg (1,5 éq.) de fragment hydrazide α-BgTx(1-28) 5 et 18,0 mg (1 éq.) de fragment 

cystéinyle α-BgTx(29-74) 12. La réaction de ligation a duré une nuit à température ambiante. 

Après purification par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min et 

lyophilisation, 12,3 mg d’α-BgTx linéaire 13 pure ont été obtenus. 

Rendement : 42 %  

RP-HPLC : tR = 9,1 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C343H543N97O106S11 Mmono calculée : 8068,70 Da ; observée : 8068,68 Da 

 

α-BgTx repliée 14 

3,0 mg d’α-BgTx linéaire 13 ont été dissous dans 3 mL d’H2O et ajoutés goutte-à-goutte sous 

agitation dans 30 mL d’un tampon 0,1 M Tris.HCl à pH 8,2 contenant 5 mM de GSH et 0,5 mM 

de GSSG. Après agitation douce pendant 48 h à température ambiante, le milieu a été acidifié 

avec 1 mL d’acide formique, filtré, et purifié par RP-HPLC semi-préparative avec un gradient 

20-40 % de B en 30 min à 40°C. Après lyophilisation, 680 µg d’α-BgTx repliée 14 ont été 

obtenus. 

Rendement : 23 % 

RP-HPLC : tR = 21,1 min (AdvanceBio Peptide C18 25 cm, 214 nm, 15-65 % B en 25 min) 

ESI-HRMS : C343H533N97O106S11 Mmono calculée : 8058,62 Da ; observée : 8058,60 Da 

 

Cy5-α-BgTx repliée 15 

Composition du tampon de CuAAC : 0,4 M acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane 

sulfonique (HEPES) et 50 mM d’aminoguanidine hydrochloride 

110µg d’α-BgTx repliée 14 ont été dissous dans 12µL d’une solution (N-méthyl-2-pyrrolidinone 

(NMP)/tBuOH 9:1)/H2O/Tampon de CuAAC  1:1:1 et 0,1 mg de Cy5-N3 dans 10 µL de 

NMP/tBuOH 9:1 ont été ajoutés. 2,8 mg de complexe CuBr.(CH3)2S et 3mg de THPTA ont été 

dissous dans 1 mL de NMP/tBuOH 9:1, et 10 µL de cette solution ont été ajoutés au milieu 

réactionnel, soit 10 éq. de complexe CuBr.(CH3)2S et 5 éq. de THPTA. Après une nuit d’agitation 

à température ambiante et sous atmosphère inerte, le milieu a été acidifié avec une goutte 

d’acide formique et purifié par RP-HPLC semi-préparative avec un gradient 20-70 % de B en 

30 min à 40°C. Après lyophilisation, 25 µg de Cy5-α-BgTx repliée 15 ont été obtenus par dosage 

à 646 nm (ε = 250000 M-1.cm-1) 

Rendement : 21 % 

RP-HPLC : tR = 16,9 min (XSelect Peptide CSH C18, 214 nm, 5-60 % B en 20 min) 

ESI-HRMS : C378H578N103O107S11 Mmono calculée : 8623,99 Da ; observée : 8623,98 Da 
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C. Notexine 
 

Synthèse par SPPS du fragment hydrazide NTX(1-43) 16  

H-NLVQFSYLIQCANHGKRPTRHYMDYGCYCGWGGSGTPVDELDR-NHNH2 

Le fragment hydrazide NTX(1-43) 16 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (370 mg, τ = 0,27 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. La fonctionnalisation de la 

résine avec de l’hydrazine et le couplage du premier acide aminé (Fmoc-Arg(Pbf)-OH) ont été 

réalisés manuellement sur la résine en suivant le protocole général C, donnant un taux de 

substitution de 0,27 mmol/g. Les acides aminés R17 à Y22 ont été couplés cinq fois pour 

augmenter les rendements de couplage. 742 mg de peptide brut ont été obtenus après 

précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 

% de B en 40 min. Après lyophilisation, 58 mg de fragment hydrazide NTX(1-43) 16 pur ont été 

obtenus. 

Rendement : 12 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 8,9 min (pic large, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C214H318N64O63S4 Mmono calculée : 4920,25 Da ; observée : 4920,21 Da 

 

Synthèse par SPPS du fragment cystéinyle hydrazide NTX(44-84) 17 

H-CCKIHDDCYSDAEKKGCSPKMSAYDYYCGENGPYCRNIKKK-NHNH2 

Le fragment cystéinyle hydrazide NTX(44-84) 17 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (330 

mg, τ = 0,30 mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. La 

fonctionnalisation de la résine avec de l’hydrazine et le couplage du premier acide aminé 

(Fmoc-Lys(Boc)-OH) ont été réalisés manuellement sur la résine en suivant le protocole 

général C, donnant un taux de substitution de 0,30 mmol/g. 680 mg de peptide brut ont été 

obtenus après précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC préparative avec un 

gradient 20-70 % de B en 40 min. La pureté n’étant pas satisfaisante, les fractions collectées 

ont été de nouveau purifiées par RP-HPLC préparative avec un gradient 10-40 % de B en 40 

min. Après lyophilisation, 43 mg de fragment cystéinyle hydrazide NTX(44-84) 17 pur ont été 

obtenus. 

Rendement : 9 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 6,3 min (pic large, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C199H307N57O63S7 Mmono calculée : 4727,06 Da ; observée : 4727,02 Da 
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Synthèse par SPPS du fragment cystéinyle NTX(85-119) 18 

H-CLRFVCDCDVEAAFCFAKAPYNNANWNIDTKKRCQ-OH 

Le fragment cystéinyle NTX(85-119) 18 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (323 mg, τ = 0,31 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. Le premier acide aminé 

(Fmoc-Gln(Trt)-OH) a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole général 

A, donnant un taux de substitution de 0,31 mmol/g. 692 mg de peptide brut ont été obtenus 

après précipitation et lavages avec Et2O et dessalés par RP-HPLC préparative avec un gradient 

20-70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 482 mg de fragment cystéinyle NTX(85-119) 18 

dessalés ont été obtenus. 

RP-HPLC : tR = 8,7 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C176H266N50O51S5 Mmono calculée : 4055,84 Da ; observée : 4055,83 Da 

 

NTX(1-84) 19  

H-NLVQFSYLIQCANHGKRPTRHYMDYGCYCGWGGSGTPVDELDR-

CCKIHDDCYSDAEKKGCSPKMSAYDYYCGENGPYCRNIKKK-NHNH2 

La NTX(1-84) 19 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL E à partir de 

22,5 mg (1 éq.) de fragment hydrazide NTX(1-43) 16 et 33,2 mg (1,5 éq.) de fragment 

cystéinyle hydrazide NTX(44-84) 17. La réaction de ligation a duré une nuit à température 

ambiante. Après purification par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 

min et lyophilisation, 14,6 mg de NTX(1-84) 19 pure ont été obtenus. 

Rendement : 33 %  

RP-HPLC : tR = 8,5 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C413H621N119O126S11 Mmono calculée : 9615,28 Da ; observée : 9615,19 Da 

 

NTX linéaire 20   

H-NLVQFSYLIQCANHGKRPTRHYMDYGCYCGWGGSGTPVDELDR-

CCKIHDDCYSDAEKKGCSPKMSAYDYYCGENGPYCRNIKKK-

CLRFVCDCDVEAAFCFAKAPYNNANWNIDTKKRCQ-OH 

 A partir de NTX(1-84) 19 et NTX(85-119) 18 : 

La NTX linéaire 20 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL E à partir de 

14,6 mg (1 éq.) de fragment hydrazide NTX(1-84) 19 et 8,7 mg (1,4 éq.) de fragment cystéinyle 

NTX(85-119) 18. La réaction de ligation a duré une nuit à température ambiante. Après 

purification par RP-HPLC préparative avec un gradient 10-60 % de B en 40 min et lyophilisation, 

2,6 mg de NTX linéaire 20 pure ont été obtenus. 

Rendement : 12 %  

RP-HPLC : tR = 9,6 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C589H883N167O177S16 Mmono calculée : 13639,08 Da ; observée : 13642,01 Da (intensité 

de la masse monoisotopique trop faible) 
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 A partir de NTX(1-77) 23 et NTX(78-119) 22 : 

La NTX linéaire 20 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL E à partir de 

22,3 mg (1 éq.) de fragment hydrazide NTX(1-77) 23 et 19 mg (1,5 éq.) de fragment cystéinyle 

NTX(78-119) 22. La réaction de ligation a duré une nuit à température ambiante. Après 

purification par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min et lyophilisation, 

12,0 mg de NTX linéaire 20 pure ont été obtenus. 

Rendement : 35 %  

RP-HPLC : tR = 9,3 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C589H883N167O177S16 Mmono calculée : 13639,08 Da ; observée : 13640,11 Da (intensité 

de la masse monoisotopique trop faible) 

 

Synthèse par SPPS du fragment cystéinyle hydrazide NTX(44-77) 21  

H-CCKIHDDCYSDAEKKGCSPKMSAYDYYCGENGPY-NHNH2 

Le fragment cystéinyle hydrazide NTX(44-77) 21 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (400 

mg, τ = 0,25 mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. La 

fonctionnalisation de la résine avec de l’hydrazine et le couplage du premier acide aminé 

(Fmoc-Tyr(OtBu)-OH) ont été réalisés manuellement sur la résine en suivant le protocole 

général C, donnant un taux de substitution de 0,25 mmol/g. 680 mg de peptide brut ont été 

obtenus après précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC préparative avec un 

gradient 20-70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 63 mg de fragment cystéinyle hydrazide 

NTX(44-77) 21 ont été obtenus. 

Rendement : 16 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 6,7 min et tR = 6,9 min (2 pics, ratio 2:1, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 

nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C162H237N43O55S6 Mmono calculée : 3856,54 Da ; observée : 3856,55 Da majoritaire ; 

2818,17 Da minoritaire (Ac-SDAEKKGCSPKMSAYDYYCGENGPY-NHNH2) 

 

Synthèse par SPPS du fragment cystéinyle NTX(78-119) 22  

H-CRNIKKKCLRFVCDCDVEAAFCFAKAPYNNANWNIDTKKRCQ-OH 

Le fragment cystéinyle NTX(78-119) 22 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (323 mg, τ = 0,31 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. Le premier acide aminé 

(Fmoc-Gln(Trt)-OH) a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole général 

A, donnant un taux de substitution de 0,31 mmol/g. 983 mg de peptide brut ont été obtenus 

après précipitation et lavages avec Et2O et dessalés par RP-HPLC préparative avec un gradient 

20-70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 94 mg de fragment cystéinyle NTX(78-119) 22 

pur ont été obtenus. 

Rendement : 19 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 8,3 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C213H336N64O59S6 Mmono calculée : 4926,36 Da ; observée : 4926,38 Da 
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NTX(1-77) 23 

H-NLVQFSYLIQCANHGKRPTRHYMDYGCYCGWGGSGTPVDELDR-

CCKIHDDCYSDAEKKGCSPKMSAYDYYCGENGPY-NHNH2 

La NTX(1-77) 23 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL E à partir de 

58,0 mg (1 éq.) de fragment hydrazide NTX(1-43) 16 et 63,0 mg (1,5 éq.) de fragment 

cystéinyle hydrazide NTX(44-77) 21. La réaction de ligation a duré une nuit à température 

ambiante. Après purification par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 

min et lyophilisation, 22,3 mg de NTX(1-84) 19 pure ont été obtenus. 

Rendement : 22 %  

RP-HPLC : tR = 9,0 min (épaulement gauche, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % 

B en 12 min) 

ESI-HRMS : C376H551N105O118S10 Mmono calculée : 8744,75 Da ; observée : 8746,78 Da (intensité 

de la masse monoisotopique trop faible) ; 4906,24 Da (NTX(1-43) hydrolysé) 

 

D. U1-Cyrtautoxine-As1c 
 

Synthèse par SPPS du fragment hydrazide CUTX(1-36) 24  

H-EIPQNLGSGIPHDKIKLPNGQWCKTPGDLCSSSSEC-NHNH2 

Le fragment hydrazide CUTX(1-36) 24 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (345 mg, τ = 0,29 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. La fonctionnalisation de la 

résine avec de l’hydrazine et le couplage du premier acide aminé (Fmoc-Cys(Trt)-OH) ont été 

réalisés manuellement sur la résine en suivant le protocole général C, donnant un taux de 

substitution de 0,29 mmol/g. L’acide aminé E1 a été couplé cinq fois pour augmenter les 

rendements de couplage. 685 mg de peptide brut ont été obtenus après précipitation et 

lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 

min. Après lyophilisation, 87 mg de fragment hydrazide CUTX(1-36) 24 pur ont été obtenus. 

Rendement : 23 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 8,0 min (pic large, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C163H262N48O54S3 Mmono calculée : 3851,84 Da ; observée : 3851,82 Da 
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Synthèse par SPPS du fragment cystéinyle CUTX(37-76) 25 

H-CKAKHSNSVTYASFCSRQWSGQQALFINQCRTCNVESSMC-OH 

Le fragment cystéinyle CUTX(37-76) 25 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (277 mg, τ = 0,36 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. Le premier acide aminé 

(Fmoc-Cys(Trt)-OH) a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole général 

A, donnant un taux de substitution de 0,36 mmol/g. 924 mg de peptide brut ont été obtenus 

après précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC préparative avec un gradient 

20-70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 19 mg de fragment cystéinyle CUTX(37-76) 25 

pur ont été obtenus. 

Rendement : 4 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 8,3 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C187H292N58O60S6 Mmono calculée : 4501,99 Da ; observée : 4502,00 Da 

 

CUTX linéaire 26 

H- EIPQNLGSGIPHDKIKLPNGQWCKTPGDLCSSSSEC-

CKAKHSNSVTYASFCSRQWSGQQALFINQCRTCNVESSMC-OH 

 A partir de CUTX(1-36) 24 et CUTX(37-76) 25 : 

La CUTX linéaire 26 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL E à partir de 

11,0 mg (1,3 éq.) de fragment hydrazide CUTX(1-36) 24 et 10,0 mg (1 éq.) de fragment 

cystéinyle CUTX(37-76) 25. Pour améliorer sa solubilisation, 20 % v/v de NMP ont été ajoutée 

pour dissoudre 25. La réaction de ligation a duré une nuit à température ambiante. La 

purification par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min n’a pas permis 

d’isoler la CUTX linéaire 26, du fragment CUTX(37-76) 25.   

RP-HPLC : tR = 8,1 min et tR = 8,4 min (2 pics, ratio 1:2, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 

nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C350H550N104O114S9 Mmono calculée : 8321,79 Da ; observée : 8321,76 Da majoritaire ; 

4502,03 Da minoritaire (CUTX(37-76) 25) 

 

 A partir de CUTX(1-50) 29 et CUTX(51-76) 28 : 

La CUTX linéaire 26 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL à partir de 

14,0 mg (1 éq.) de fragment hydrazide CUTX(1-50) 29 et 11,3 mg (1,5 éq.) de fragment 

cystéinyle CUTX(51-76) 28. La réaction de ligation a duré une nuit à 37°C. Après purification 

par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min et lyophilisation, 6,0 mg de 

CUTX linéaire 26 pure ont été obtenus. 

Rendement : 28 %  

RP-HPLC : tR = 8,4 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C350H550N104O114S9 Mmono calculée : 8321,79 Da ; observée : 8321,81 Da 
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Synthèse par SPPS du fragment cystéinyle hydrazide CUTX(37-50) 27  

H-CKAKHSNSVTYASF-NHNH2 

Le fragment cystéinyle hydrazide CUTX(37-50) 27 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (385 

mg, τ = 0,26 mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. La 

fonctionnalisation de la résine avec de l’hydrazine et le couplage du premier acide aminé 

(Fmoc-Phe-OH) ont été réalisés manuellement sur la résine en suivant le protocole général C, 

donnant un taux de substitution de 0,26 mmol/g. 280 mg de peptide brut ont été obtenus 

après précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC préparative avec un gradient 

20-70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 140 mg de fragment cystéinyle hydrazide 

CUTX(37-50) 27 ont été obtenus. 

Rendement : 90 % basé sur le taux de chargement de la résine (produit hygroscopique). 

RP-HPLC : tR = 6,2 min (pic large, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C67H105N21O20S Mmono calculée : 1555,76 Da ; observée : 1555,76 Da 

 

Synthèse par SPPS du fragment cystéinyle CUTX(51-76) 28  

H-CSRQWSGQQALFINQCRTCNVESSMC-OH 

Le fragment cystéinyle CUTX(51-76) 28 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (277 mg, τ = 0,36 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. Le premier acide aminé 

(Fmoc-Cys(Trt)-OH) a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole général 

A, donnant un taux de substitution de 0,36 mmol/g. 590 mg de peptide brut ont été obtenus 

après précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC préparative avec un gradient 

20-70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 55 mg de fragment cystéinyle CUTX(51-76) 28 

pur ont été obtenus. 

Rendement : 18 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 7,5 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C120H191N39O40S5 Mmono calculée : 2978,27 Da ; observée : 2978,44 Da 

 

CUTX(1-50) 29 

H-EIPQNLGSGIPHDKIKLPNGQWCKTPGDLCSSSSECCKAKHSNSVTYASF-NHNH2 

La CUTX(1-50) 29 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL E à partir de 

87 mg (1 éq.) de fragment hydrazide CUTX(1-36) 24 et 115 mg (3 éq.) de fragment cystéinyle 

hydrazide CUTX(37-50) 27. La réaction de ligation a duré une nuit à température ambiante. 

Après purification par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min et 

lyophilisation, 55,5 mg de CUTX(1-50) 29 pure ont été obtenus. 

Rendement : 46 %  

RP-HPLC : tR = 7,7 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C230H363N67O74S4 Mmono calculée : 5375,56 Da ; observée : 5375,52 Da 
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CUTX repliée 30 

13,5 mg de CUTX linéaire 26 ont été dissous dans 1 mL d’H2O et ajoutés goutte-à-goutte sous 

agitation dans 135 mL d’un tampon 0,1 M Tris.HCl à pH 8,2 contenant 5 mM de cystéine et 0,5 

mM de cystine. Après agitation douce pendant 48 h à température ambiante, le milieu a été 

acidifié avec 1 mL d’acide formique, filtré, et purifié par RP-HPLC préparative avec un gradient 

20-70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 5 mg de CUTX repliée 30 ont été obtenus. 

Rendement : 37 % 

RP-HPLC : tR = 8,0 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 15-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C350H542N104O114S9 Mmono calculée : 8313,73 Da ; observée : 8313,69 Da 

 

E. Progastrine 
 

Synthèse par SPPS du fragment cystéinyle hydrazide ProG*(17-48) 31  

H-C*NRDLELPWLEQQGPASHHRRQLGPQGPPHLV-NHNH2 (C* représente les cysteines non-

natives) 

Le fragment cystéinyle hydrazide ProG*(17-48) 31 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (417 

mg, τ = 0,24 mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. La 

fonctionnalisation de la résine avec de l’hydrazine et le couplage du premier acide aminé 

(Fmoc-Val-OH) ont été réalisés manuellement sur la résine en suivant le protocole général C, 

donnant un taux de substitution de 0,24 mmol/g. 385 mg de peptide brut ont été obtenus 

après précipitation et lyophilisation, et purifiés par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-

70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 25 mg de fragment cystéinyle hydrazide ProG*(17-

48) 31 ont été obtenus. 

Rendement : 7 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 13,4 min (Waters XSelect Peptide CSH C18 XP, 214 nm, 5-60 % B en 20 min) 

ESI-HRMS : C160H251N55O44S Mmono calculée : 3678,88 Da ; observée : 3678,90 Da 
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Synthèse par SPPS du fragment hydrazide ProG(1-16) 32 

H-SWKPRSQQPDAPLGTG -NHNH2 

Le fragment hydrazide ProG(1-16) 32 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (286 mg, τ = 0,35 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. La fonctionnalisation de la 

résine avec de l’hydrazine et le couplage du premier acide aminé (Fmoc-Gly-OH) ont été 

réalisés manuellement sur la résine en suivant le protocole général C, donnant un taux de 

substitution de 0,35 mmol/g. 190 mg de peptide brut ont été obtenus après précipitation et 

lyophilisation, et purifiés par RP-HPLC préparative avec un gradient 10-40 % de B en 40 min. 

Après lyophilisation, 70 mg de fragment hydrazide ProG(1-16) 32 ont été obtenus. 

Rendement : 40 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 10,4 min (Waters XSelect Peptide CSH C18 XP, 214 nm, 5-60 % B en 20 min) 

ESI-HRMS : C75H119N25O23 Mmono calculée : 1737,89 Da ; observée : 1737,91 Da 

 

Synthèse par SPPS du fragment cystéinyle ProG*(49-80) 33  

H-C*DPSKKQGPWLEEEEEAYGWMDFGRRSAEDEN-OH 

Le fragment cystéinyle ProG*(49-80) 33 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (313 mg, τ = 0,32 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. Le premier acide aminé 

(Fmoc-Asn(Trt)-OH) a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole général 

A, donnant un taux de substitution de 0,32 mmol/g. 400 mg de peptide brut ont été obtenus 

après précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC préparative avec un gradient 

10-50 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 58 mg de fragment cystéinyle ProG*(49-80) 33 

pur ont été obtenus. 

Rendement : 15 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 14,7 min (Waters XSelect Peptide CSH C18 XP, 214 nm, 5-60 % B en 20 min) 

ESI-HRMS : C162H234N44O58S2 Mmono calculée : 3787,62 Da ; observée : 3787,62 Da 

 

ProG*(1-48) 34  

H-SWKPRSQQPDAPLGTGC*NRDLELPWLEQQGPASHHRRQLGPQGPPHLV-NHNH2 

La ProG*(1-48) 34 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL E à partir de 

11,4 mg (1,3 éq.) de fragment hydrazide ProG(1-16) 32 et 20 mg (1 éq.) de fragment cystéinyle 

hydrazide ProG*(17-48) 31. La réaction de ligation a duré une nuit à température ambiante. 

Après purification par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-50 % de B en 40 min et 

lyophilisation, 14,7 mg de ProG*(1-48) 34 pure ont été obtenus. 

Rendement : 50 %  

RP-HPLC : tR = 13,6 min (Waters XSelect Peptide CSH C18 XP, 214 nm, 5-60 % B en 20 min) 

ESI-HRMS : C235H366N78O67S Mmono calculée : 5384,74 Da ; observée : 5384,75 Da 
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ProG* linéaire 35  

H-SWKPRSQQPDAPLGTGC*NRDLELPWLEQQGPASHHRRQLGPQGPPHLV-

C*DPSKKQGPWLEEEEEAYGWMDFGRRSAEDEN-OH 

La ProG* linéaire 35 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL E à partir 

de 14,7 mg (1 éq.) de fragment hydrazide ProG*(1-48) 34 et 15,5 mg (1,5 éq.) de fragment 

cystéinyle ProG*(49-80) 33. La réaction de ligation a duré une nuit à température ambiante. 

Après purification par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-50 % de B en 40 min et 

lyophilisation, 13,1 mg de ProG* linéaire 35 pure ont été obtenus. 

Rendement : 52 %  

RP-HPLC : tR = 14,6 min (Waters XSelect Peptide CSH C18 XP, 214 nm, 5-60 % B en 20 min) 

ESI-HRMS : C397H596N120O125S3 Mmono calculée : 9140,31 Da ; observée : 9140,28 Da 

 

ProG linéaire 36  

H-SWKPRSQQPDAPLGTGANRDLELPWLEQQGPASHHRRQLGPQGPPHLV-

ADPSKKQGPWLEEEEEAYGWMDFGRRSAEDEN-OH 

13,1 mg de ProG* linéaire 35 ont été dissout à une concentration de 5mM dans du tampon de 

NCL à pH 6,8 et le milieu placé sous atmosphère inerte avec 5 cycles vide-argon. 41 mg (100 

éq.) de TCEP dans 300 µL de tampon de NCL à pH 6,3, 20 µL de tBuSH et 143 µL d’une solution 

de VA-044 à 0,5 M dans H2O (50éq.) ont successivement été ajoutés. La réaction a été agitée 

4 h à 37°C sous atmosphère inerte. Le milieu réactionnel a été acidifié avec quelques gouttes 

d’acide formique et purifié par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-50 % de B en 40 min. 

Après lyophilisation, 4,5 mg de ProG linéaire 36 pur ont été obtenus. 

Rendement : 35 % 

RP-HPLC : tR = 14,7 min (Waters XSelect Peptide CSH C18 XP, 214 nm, 5-60 % B en 20 min) 

ESI-HRMS : C397H596N120O125S Mmono calculée : 9076,37 Da ; observée : 9076,41 Da 
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F. Fragment d’immunoglobuline E 
 

Synthèse par SPPS du fragment hydrazide IgE(1-35) 37 

H-ADSNPRC(Mob)VSAYLSRPSPFDLFIRKSPTITC(Acm)LVVDL-NHNH2 

Le fragment hydrazide IgE(1-35) 37 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (333 mg, τ = 0,30 
mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. La fonctionnalisation de la 
résine avec de l’hydrazine et le couplage du premier acide aminé (Fmoc-Leu-OH) ont été 
réalisés manuellement sur la résine en suivant le protocole général C, donnant un taux de 
substitution de 0,30 mmol/g. Les résidus Cys(Mob) et Cys(Acm) ont été introduits comme des 
résidus classiques à partir des composés commerciaux Fmoc-L-Cys(Mob)-OH et Fmoc-L-
Cys(Acm)-OH. 465 mg de peptide brut ont été obtenus après précipitation et lyophilisation, et 
purifiés par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min. Après 
lyophilisation, 120 mg de fragment hydrazide IgE(1-35) 37 ont été obtenus. 

Rendement : 29 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 10,8 min (pic large, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 

min) 

ESI-HRMS : C184H293N49O52S2 Mmono calculée : 4085,12 Da ; observée : 4085,18 Da 

 

Synthèse par SPPS du fragment cystéinyle hydrazide IgE*(36-48) 38 

H-C*PSKGTVNLTWSR-NHNH2 

Le fragment cystéinyle hydrazide IgE*(36-48) 38 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (385 
mg, τ = 0,26 mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. La 
fonctionnalisation de la résine avec de l’hydrazine et le couplage du premier acide aminé 
(Fmoc-Arg(Pbf)-OH) ont été réalisés manuellement sur la résine en suivant le protocole 
général C, donnant un taux de substitution de 0,26 mmol/g. 287 mg de peptide brut ont été 
obtenus après précipitation et lyophilisation, et purifiés par RP-HPLC préparative avec un 
gradient 10-60 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 94 mg de fragment cystéinyle hydrazide  
IgE*(36-48) 38 ont été obtenus. 

Rendement : 64 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 6,8 min (pic large, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C62H103N21O18S Mmono calculée : 1461,75 Da ; observée : 1461,75 Da 
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Synthèse par SPPS du fragment cystéinyle hydrazide IgE*(49-99) 39  

H-C*SGKPVNHSTRKEEKQRNGTLTVTSTLPVGTRDWIEGETYQC(Acm)RVTHPHLPR-NHNH2 

Le fragment cystéinyle hydrazide IgE*(49-99) 39 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (385 
mg, τ = 0,26 mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. La 
fonctionnalisation de la résine avec de l’hydrazine et le couplage du premier acide aminé 
(Fmoc-Arg(Pbf)-OH) ont été réalisés manuellement sur la résine en suivant le protocole 
général C, donnant un taux de substitution de 0,26 mmol/g. Le résidu Cys(Acm) a été 
introduite comme un résidu classique à partir du composé commercial Fmoc-L-Cys(Acm)-OH. 
Les pseudoprolines ST et ET ont été introduites aux positions 25-26 et 38-39 comme des 
résidus classique en ne répétant le couplages que deux fois à partir des composés 
commerciaux Fmoc-Ser-Thr(ψMe,Mepro)-OH et Fmoc-Glu-Thr(ψMe,Mepro)-OH. 770 mg de 
peptide brut ont été obtenus après précipitation et lyophilisation, et purifiés par RP-HPLC 
préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 124 mg de 
fragment cystéinyle hydrazide IgE*(49-99) 39 ont été obtenus. 

Rendement : 21 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 7,5 min (pic large, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C250H407N83O78S2 Mmono calculée : 5883,99 Da ; observée : 5883,96 Da 

 

Synthèse par SPPS du fragment cystéinyle IgE*(100-115) 40 

H-C*LMRSTTKTSGPRAAZ-OH (Z = Aha) 

Le fragment cystéinyle IgE*(100-115) 40 a été synthétisé sur une résine 2-CTC (345 mg, τ = 

0,29 mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. Le premier acide aminé 

(Fmoc-Aha-OH) a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole général A, 

donnant un taux de substitution de 0,29 mmol/g. 226 mg de peptide brut ont été obtenus 

après précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC préparative avec un gradient 

10-60 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 90 mg de fragment cystéinyle IgE*(100-115) 40 

pur ont été obtenus. 

Rendement : 53 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 5,4 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C67H120N26O22S2 Mmono calculée : 1704,85 Da ; observée : 1704,85 Da 
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IgE*(1-48) 41  

H-ADSNPRC(Mob)VSAYLSRPSPFDLFIRKSPTITC(Acm)LVVDLC*PSKGTVNLTWSR-NHNH2 

IgE*(1-48) 41 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL E à partir de 61 

mg (1 éq.) de fragment hydrazide IgE(1-35) 37 et 30,8 mg (1,3 éq.) de fragment cystéinyle 

hydrazide IgE*(36-48) 38. La réaction de ligation a duré une nuit à température ambiante. 

Après purification par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min et 

lyophilisation, 25 mg d’IgE*(1-48) 41 pur ont été obtenus. 

Rendement : 31 %  

RP-HPLC : tR = 10,2 min (pic large, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 

min) 

ESI-HRMS : C246H392N68O70S3 Mmono calculée : 5514,84 Da ; observée : 5514,80 Da 

 

IgE*(1-99) 42 

H-ADSNPRC(Mob)VSAYLSRPSPFDLFIRKSPTITC(Acm)LVVDLC*PSKGTVNLTWSR- 

C*SGKPVNHSTRKEEKQRNGTLTVTSTLPVGTRDWIEGETYQC(Acm)RVTHPHLPR-NHNH2 

IgE*(1-99) 42 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL E à partir de 11 

mg (1 éq.) de fragment hydrazide IgE*(1-48) 41 et 23,5 mg (2 éq.) de fragment cystéinyle 

hydrazide IgE*(49-99) 39. La réaction de ligation a duré une nuit à température ambiante. 

Après purification par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min et 

lyophilisation, 5,7 mg d’IgE*(1-99) 42 pur ont été obtenus. 

Rendement : 25 %  

RP-HPLC : tR = 9,6 min (pic large, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C496H795N149O148S5 Mmono calculée : 11366,79 Da ; observée : 11366,63 Da 

 

IgE*(Mob, Acm) linéaire 43 

H-ADSNPRC(Mob)VSAYLSRPSPFDLFIRKSPTITC(Acm)LVVDLC*PSKGTVNLTWSR- 

C*SGKPVNHSTRKEEKQRNGTLTVTSTLPVGTRDWIEGETYQC(Acm)RVTHPHLPR- 

C*LMRSTTKTSGPRAAZ-OH 

L’IgE*(Mob, Acm) linéaire 43 a été obtenue par NCL en suivant le protocole général de NCL E 

à partir de 8,1 mg (1 éq.) de fragment hydrazide IgE*(1-99) 42 et 2,5 mg (2 éq.) de fragment 

cystéinyle IgE*(100-115) 40. La réaction de ligation a duré une nuit à température ambiante. 

Après purification par RP-HPLC semi-préparative avec un gradient 20-70 % de B en 30 min à 

40°C et lyophilisation, 3,5 mg d’IgE*(Mob, Acm) linéaire 43 ont été obtenus. 

RP-HPLC : tR = 9,5 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C563H911N173O170S7 Mmono calculée : 13039,60 Da ; observée : 13042,53 Da ; 

13016,46 Da ; 12999,43 Da (intensité des masses monoisotopiques trop faibles) 
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IgE(Mob, Acm) linéaire 44  

H-ADSNPRC(Mob)VSAYLSRPSPFDLFIRKSPTITC(Acm)LVVDLAPSKGTVNLTWSR- 

ASGKPVNHSTRKEEKQRNGTLTVTSTLPVGTRDWIEGETYQC(Acm)RVTHPHLPR- 

ALMRSTTKTSGPRAAZ-OH 

3,5 mg d’IgE*(Mob, Acm) linéaire 43 et 7,7 mg (100 éq.) de TCEP ont été dissout dans 500 µL 

tampon de NCL à pH 6,8 et le milieu placé sous atmosphère inerte avec 5 cycles vide-argon. 

10µL de tBuSH et 27 µL d’une solution de VA-044 à 0,5 M dans H2O (50éq.) ont successivement 

été ajoutés. La réaction a été agitée une nuit à 37°C sous atmosphère inerte. Le milieu 

réactionnel a été acidifié avec quelques gouttes d’acide formique et purifié par RP-HPLC semi-

préparative avec un gradient 30-70 % de B en 30 min à 40°C. Après lyophilisation, 1,5 mg 

d’IgE(Mob, Acm) linéaire 44 ont été obtenus. 

RP-HPLC : tR = 9,3 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C563H911N173O170S4 Mmono calculée : 12943,68 Da ; observée : 12944,73 Da et co-

produits (intensité des masses monoisotopiques trop faibles) 

 

IgE(Mob, S-S) 45  

H-ADSNPRC(Mob)VSAYLSRPSPFDLFIRKSPTITCLVVDLAPSKGTVNLTWSR- 

ASGKPVNHSTRKEEKQRNGTLTVTSTLPVGTRDWIEGETYQCRVTHPHLPRALMRSTTKTSGPRAAZ-OH 

1 pont disulfure C30-C90  

2,1 mg d’IgE(Mob, Acm) linéaire 44 ont été dissous dans 20 mL d’une solution à 0,1 M d’acide 

citrique à pH 2 contenant 2 M de Gn.HCl. 18 µL (1éq.) de I2 à 10 mM dans CH3CN ont été 

ajoutés toutes les 5 min pendant 15 min, soit 4 ajouts. 5 min après le dernier ajout, une pointe 

de spatule d’ascorbate de sodium a été ajoutée, puis le milieu a été filtré et purifié par RP-

HPLC semi-préparative avec un gradient 20-70 % de B en 30 min à 40°C. Après lyophilisation, 

1,4 mg d’IgE(Mob, S-S) 45 ont été obtenus. 

RP-HPLC : tR = 9,3 min (pic large, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C557H899N171O168S4 Mmono calculée : 12799,59 Da ; observée : 12802,78 Da et co-

produits (intensité des masses monoisotopiques trop faibles) 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Protocoles de synthèses des composés 
 

188 
 

IgE(S-S) 46  

H-ADSNPRCVSAYLSRPSPFDLFIRKSPTITCLVVDLAPSKGTVNLTWSR- 

ASGKPVNHSTRKEEKQRNGTLTVTSTLPVGTRDWIEGETYQCRVTHPHLPRALMRSTTKTSGPRAAZ-OH 

1 pont disulfure C30-C90  

5,5 mg d’IgE(Mob, S-S) 45 ont été dissous dans 900µL d’une solution TFA/phénol 8:1 à 0°C, 

puis 100µL de TFMSA ont été ajoutés. Le milieu réactionnel a été agité 10 min à 0°C, puis le 

peptide a été précipité par ajout de 40 mL d’Et2O à 4°C. Le milieu a été centrifugé et le culot 

lavé avec 2 fois 30 mL d’Et2O. Après évaporation des traces d’Et2O, 2,7 mg d’IgE(S-S) 46 ont 

été obtenus. 

RP-HPLC : tR = 9,3 min (pic large, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C549H891N171O167S4 Mmono calculée : 12679,54 Da ; observée : 12654,52 Da (azoture 

du Aha réduit en amine, intensité des masses monoisotopiques trop faibles) et co-produits 

 

IgE(BMOE, S-S) 47 

H-ADSNPRC(BMOE)VSAYLSRPSPFDLFIRKSPTITCLVVDLAPSKGTVNLTWSR- 

ASGKPVNHSTRKEEKQRNGTLTVTSTLPVGTRDWIEGETYQCRVTHPHLPRALMRSTTKTSGPRAAZ-OH 

1,4 mg d’IgE(S-S) 46 ont été dissous dans 10,9 µL de bismaléimidoéthane à 5mM dans le DMF 

et le milieu a été dilué à une concentration finale en peptide de 1 µM avec du tampon de NCL 

à pH 5. Après 2 h d’agitation, le milieu a été purifié par RP-HPLC semi préparative avec un 

gradient 20-70 % de B en 30 min à 40°C. Après lyophilisation, 1mg d’IgE(BMOE, S-S) 47 a été 

obtenu. 

RP-HPLC : tR = 9,3 min (pic large, AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C559H899N173O171S4 Mmono calculée : 12899,59 Da ; observée : 12873,43 Da (azoture 

du Aha réduit en amine) et co-produits 
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G. Formation dirigée de ponts disulfures 
 

Synthèse par SPPS de la NMB-1(SH1,4 ; SAcm2,3) 48  

H-FNWRCC(Acm)LIPC(Acm)RRNHKKFFC-NH2 

la NMB-1(SH1,4 ; SAcm2,3) 48 a été synthétisée sur une résine 2-CTC (323 mg, τ = 0,31 mmol/g) 

en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. Le linker Fmoc-RAM-OH a été accroché 

manuellement sur la résine en suivant le protocole général B, donnant un taux de substitution 

de 0,31 mmol/g. Les résidus Cys(Acm) ont été introduits comme des résidus classiques en ne 

répétant le couplage que deux fois à partir du composé commercial Fmoc-L-Cys(Acm)-OH. 240 

mg de peptide brut ont été obtenus après précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par 

RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 92 mg de 

NMB-1(SH1,4 ; SAcm2,3) 48 pure ont été obtenus. 

Rendement : 35 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 7,6 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C117H178N38O23S4 Mmono calculée : 2611,28 Da ; observée : 2611,30 Da 

 

Synthèse par SPPS de la NMB-1(SH1,4 ; SMob2,3) 49 

H-FNWRCC(Mob)LIPC(Mob)RRNHKKFFC-NH2 

La NMB-1(SH1,4 ; SMob2,3) 49 a été synthétisée sur une résine 2-CTC (323 mg, τ = 0,31 mmol/g) 

en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D à une échelle 0,05 mmol. Le linker 

Fmoc-RAM-OH a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole général B, 

donnant un taux de substitution de 0,31 mmol/g. Les résidus Cys(Mob) ont été introduits 

comme des résidus classiques en ne répétant le couplage que deux fois à partir du composé 

commercial Fmoc-L-Cys(Mob)-OH. 100 mg de peptide brut ont été obtenus après précipitation 

et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 

min. Après lyophilisation, 29,5 mg de NMB-1(SH1,4 ; SMob2,3) 49 pure ont été obtenus. 

Rendement : 22 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 9,2 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C127H184N36O23S4 Mmono calculée : 2709,32 Da ; observée : 2709,31 Da 
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NMB-1(SS1,4 ; SAcm2,3) 50  

10 mg de NMB-1(SH1,4 ; SAcm2,3) 48 ont été dissous dans 1 mL de H2O/CH3CN 50:50 et ajoutés 

goutte-à-goutte sous agitation à 100 mL d’une solution à 0,1 M de Tris à pH 8,2 contenant 20 

%v/v de DMSO et 2 M de Gn.HCl. Après une nuit d’agitation, le milieu a été acidifié avec 1 mL 

d’acide formique, filtré et purifié par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 

40 min. Après lyophilisation, 7,6 mg de NMB-1(SS1,4 ; SAcm2,3) 50 pure ont été obtenus. 

Rendement : 76 % 

RP-HPLC : tR = 7,5 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C117H176N38O23S4 Mmono calculée : 2609,27 Da ; observée : 2609,23 Da 

 

NMB-1 repliée 51  

 A partir de NMB-1(SS1,4 ; SAcm2,3) 50 :  

7,6 mg de NMB-1(SS1,4 ; SAcm2,3) 50 ont été dissous dans 1 mL de H2O/CH3CN 50:50 et ajoutés 

à 80 mL d’une solution à 0,1 M d’acide citrique à pH 2 contenant 2 M de Gn.HCl. 291 µL (1éq.) 

de I2 à 10 mM dans CH3CN ont été ajoutés toutes les 5 min pendant 15 min, soit 4 ajouts. 5 

min après le dernier ajout, plusieurs pointes de spatule d’ascorbate de sodium ont été 

ajoutées jusqu’à décoloration totale du milieu réactionnel, puis le milieu a été filtré et purifié 

par RP-HPLC semi-préparative avec un gradient 10-50 % de B en 30 min à 40°C. Après 

lyophilisation, 4,6 mg de NMB-1 repliée 51 pure ont été obtenus. 

Rendement : 64 % 

RP-HPLC : tR = 7,6 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C111H164N36O21S4 Mmono calculée : 2465,17 Da ; observée : 2465,17 Da 

 

 A partir de NMB-1(SH1,4 ; SAcm2,3) 48 :  

10 mg de NMB-1(SH1,4 ; SAcm2,3) 48 ont été dissous dans 1 mL de H2O/CH3CN 50:50 et ajoutés 

goutte-à-goutte sous agitation à 100 mL d’une solution à 0,1 M d’acide citrique à pH 7 

contenant 5 %v/v de DMSO et 2 M de Gn.HCl. Après une nuit d’agitation, la formation du 

premier pont a été confirmée par analyse ESI-HRMS, puis le milieu a été acidifié à pH 2 avec 

une solution de HCl à 1 M. 383 µL (1éq.) de I2 à 10 mM dans CH3CN ont été ajoutés toutes les 

5 min pendant 15 min, soit 4 ajouts. 5 min après le dernier ajout, plusieurs pointes de spatule 

d’ascorbate de sodium ont été ajoutées jusqu’à décoloration totale du milieu réactionnel, puis 

le milieu a été filtré et purifié par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 

min. Après lyophilisation, 5,4 mg de NMB-1 repliée 51 pure ont été obtenus. 

Rendement : 57 % 

RP-HPLC : tR = 7,6 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C111H164N36O21S4 Mmono calculée : 2465,17 Da ; observée : 2465,18 Da 
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 A partir de NMB-1(SS1,4 ; SMob2,3) 52 :  

5,1 mg de NMB-1(SS1,4 ; SMob2,3) 52 ont été dissous dans 900 µL d’une solution TFA/phénol 

8:1 à 0°C, puis 100µL de TFMSA ont été ajoutés. Le milieu réactionnel a été agité 10 min à 0°C, 

puis le peptide a été précipité par ajout de 40 mL d’Et2O à 4°C. Le milieu a été centrifugé et le 

culot lavé avec 2 fois avec 30 mL d’Et2O. Après évaporation des traces d’Et2O, le culot a été 

dissous dans 1 mL de H2O/CH3CN 50:50 et ajoutés sous agitation à 50 mL d’une solution à 0,1 

M d’acide citrique à pH 2 contenant 20 %v/v de DMSO et 2 M de Gn.HCl. Après une nuit 

d’agitation, le milieu a été acidifié avec 1 mL d’acide formique, filtré et purifié par RP-HPLC 

préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 4,7 mg de NMB-1 

repliée 51 pure ont été obtenus. 

Rendement : quantitatif 

RP-HPLC : tR = 7,6 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C111H164N36O21S4 Mmono calculée : 2465,17 Da ; observée : 2465,17 Da 

 

 A partir de NMB-1(SS1,4 ; SHmbon
2,3) 69 

4,6 mg de NMB-1(SS1,4 ; SHmbon
2,3) 69 ont été dissous dans 1 mL d’une solution 

TFA/iPr3SiH/1,3-diméthoxybenzène/2,2’-(éthylènedioxy)diéthanethiol/H2O 

85:2,5:3,75:3,75:5 et agités pendant 2 h à température ambiante, puis le peptide a été 

précipité par ajout de 40 mL d’Et2O à 4°C. Le milieu a été centrifugé et le culot lavé avec 2 fois 

avec 30 mL d’Et2O. Après évaporation des traces d’Et2O, le culot a été dissous dans 1 mL de 

H2O/CH3CN 50:50 et ajoutés sous agitation à 50 mL d’une solution à 0,1 M d’acide citrique à 

pH 2 contenant 20 %v/v de DMSO et 2 M de Gn.HCl. Après une nuit d’agitation, le milieu a été 

acidifié avec 1 mL d’acide formique, filtré et purifié par RP-HPLC semi-préparative avec un 

gradient 20-70 % de B en 30 min. Après lyophilisation, 1,7 mg de NMB-1 repliée 51 pure ont 

été obtenus. 

Rendement : 41 % 

RP-HPLC : tR = 19,9 min (AdvanceBio Peptide C18 25 cm, 214 nm, 15-65 % B en 25 min) 

ESI-HRMS : C111H164N36O21S4 Mmono calculée : 2465,17 Da ; observée : 2465,17 Da 

 

NMB-1(SS1,4 ; SMob2,3) 52  

10 mg de NMB-1(SH1,4 ;Mob2,3) 49 ont été dissous dans 1 mL de H2O/CH3CN 50:50 et ajoutés 

goutte-à-goutte sous agitation à 100 mL d’une solution à 0,1 M de Tris à pH 8,2 contenant 20 

%v/v de DMSO et 2 M de Gn.HCl. Après une nuit d’agitation, le milieu a été acidifié avec 1 mL 

d’acide formique, filtré et purifié par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 

40 min. Après lyophilisation, 5,1 mg de NMB-1(SS1,4 ; SMob2,3) 50 pure ont été obtenus. 

Rendement : 51 % 

RP-HPLC : tR = 9,1 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C127H182N36O23S4 Mmono calculée : 2707,31 Da ; observée : 2707,30 Da 
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Synthèse par SPPS de la SGTx1(SH1,4 ; SAcm2,5 ; SMob3,6) 53  

H-TCRYLFGGC(Acm)KTTADC(Mob)CKHLAC(Acm)RSDGKYC(Mob)AWDGTF-OH 

La SGTx1(SH1,4 ; SAcm2,5 ; SMob3,6) 53 a été synthétisée sur une résine 2-CTC (357 mg, τ = 0,28 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. Le premier acide aminé 

(Fmoc-Phe-OH) a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole général A, 

donnant un taux de substitution de 0,28 mmol/g. Les résidus Cys(Acm) et Cys(Mob) ont été 

introduits comme des résidus classiques en ne répétant le couplage que deux fois à partir des 

composés commerciaux Fmoc-L-Cys(Acm)-OH et Fmoc-L-Cys(Mob)-OH, respectivement. Les 

deux motifs DG en positions 24-25 et 31-32 ont été introduit par couplage du composé 

commercial Fmoc-Asp(OtBu)-N(Dmb)Gly-OH comme des résidus classiques en ne répétant le 

couplage que deux fois. 490 mg de peptide brut ont été obtenus après précipitation et lavages 

avec Et2O. 

RP-HPLC : tR = 10,6 min (Chromolith® High Resolution RP-18e, 214 nm, 5-60 % B en 15 min) 

ESI-HRMS : C183H268N48O52S6 Mmono calculée : 4161,81 Da ; observée : 4161,84 Da 

 

SGTx1(SS1,4 ; SAcm2,5 ; SMob3,6) 54  

100 mg de SGTx1(SH1,4 ; SAcm2,5 ; SMob3,6) 53 ont été dissous dans 2 mL de TFA après addition 

d’une goutte d’eau, puis le milieu a été dilué avec 10mL d’une solution de Gn.HCl à 6M et 

ajoutés goutte-à-goutte sous agitation à 1 L d’une solution à 0,1 M de Tris à pH 8,2 contenant 

10 %v/v de DMSO et 2 M de Gn.HCl, et le pH a été réajusté à 8 avec une solution de NaOH 6 

M. Après une nuit d’agitation, le milieu a été acidifié avec 5 mL d’acide formique, filtré et 

purifié par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 

15,8 mg de SGTx1(SS1,4 ; SAcm2,5 ; SMob3,6) 54 pure ont été obtenus. 

Rendement : 16 % basé sur le taux de chargement de la résine utilisée pour la synthèse 

RP-HPLC : tR = 8,5 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C183H266N48O52S6 Mmono calculée : 4159,80 Da ; observée : 4159,82 Da 

 

SGTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 55  

 A partir de SGTx1(SS1,4 ; SAcm2,5 ; SMob3,6) 54  

41,8 mg de SGTx1(SS1,4 ; SAcm2,5 ; SMob3,6) 54 ont été dissous dans 4 mL de H2O/CH3CN 50:50 

et ajoutés à 420 mL d’une solution à 0,1 M d’acide citrique à pH 2 contenant 2 M de Gn.HCl. 

1 mL (1éq.) de I2 à 10 mM dans CH3CN ont été ajoutés toutes les 5 min pendant 15 min, soit 4 

ajouts. 5 min après le dernier ajout, plusieurs pointes de spatule d’ascorbate de sodium ont 

été ajoutées jusqu’à décoloration totale du milieu réactionnel, puis le milieu a été filtré et 

purifié par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 

8,0 mg de SGTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 55 pure ont été obtenus. 

Rendement : 20 % 

RP-HPLC : tR = 8,3 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C177H254N46O50S6 Mmono calculée : 4015,71 Da ; observée : 4015,73 Da 
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 A partir de SGTx1(SH1,4 ; SAcm2,5 ; SMob3,6) 53  

410 mg de SGTx1(SH1,4 ; SAcm2,5 ; SMob3,6) 53 ont été dissous dans 4 mL de TFA après addition 

d’une goutte d’eau, puis le milieu a été dilué avec 30mL d’une solution de Gn.HCl à 6M et 

ajoutés goutte-à-goutte sous agitation à 2 L d’une solution à 0,1 M d’acide citrique à pH 7 

contenant 10 %v/v de DMSO et 2 M de Gn.HCl, et le pH réajusté à 7 avec une solution de 

NaOH 6 M. Après une nuit d’agitation, la formation du premier pont a été confirmée par 

analyse ESI-HRMS, puis le milieu a été acidifié à pH 2 avec une solution de HCl à 1 M. 2 mL 

(1éq.) de I2 à 50 mM dans CH3CN ont été ajoutés toutes les 5 min pendant 15 min, soit 4 ajouts. 

5 min après le dernier ajout, plusieurs pointes de spatule d’ascorbate de sodium ont été 

ajoutées jusqu’à décoloration totale du milieu réactionnel, puis le milieu a été filtré et purifié 

par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 77 mg 

de SGTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 55 pure ont été obtenus. 

Rendement : 19 % basé sur le taux de chargement de la résine utilisée pour la synthèse 

RP-HPLC : tR = 8,3 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C177H254N46O50S6 Mmono calculée : 4015,71 Da ; observée : 4015,73 Da 

 

SGTx1 repliée 56  

10 mg de SGTx1(SS1,4 ; SAcm2,5 ; SMob3,6) 54 ont été dissous dans 1,8 mL d’une solution 

TFA/phénol 8:1 à 0°C, puis 200 µL de TFMSA ont été ajoutés. Le milieu réactionnel a été agité 

10 min à 0°C, puis le peptide a été précipité par ajout de 40 mL d’Et2O à 4°C. Le milieu a été 

centrifugé et le culot lavé avec 2 fois avec 30 mL d’Et2O. Après évaporation des traces d’Et2O, 

le culot a été dissous dans 1 mL de H2O/CH3CN 50:50 et ajoutés sous agitation à 100 mL d’une 

solution à 0,1 M d’acide citrique à pH 2 contenant 10 %v/v de DMSO et 2 M de Gn.HCl. Après 

48 h d’agitation, le milieu a été acidifié avec 1 mL d’acide formique, filtré et purifié par RP-

HPLC préparative avec un gradient 10-60 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 1,3 mg de 

SGTx1 repliée 56 pure ont été obtenus. 

Rendement : 14 % 

RP-HPLC : tR = 8,3 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C161H236N46O48S6 Mmono calculée : 3773,58 Da ; observée : 3773,60 Da 
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Synthèse par SPPS de la PhlTx1 linéaire 57 

H-ACLGQWDSCDPKASKCCPNYACEWKYPWCRYKLF-OH 

La PhlTx1 linéaire 57 a été synthétisée sur une résine 2-CTC (357 mg, τ = 0,28 mmol/g) en 

suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. Le premier acide aminé (Fmoc-Phe-OH) 

a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole général A, donnant un taux 

de substitution de 0,28 mmol/g. 454 mg de peptide brut ont été obtenus après précipitation 

et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 

min. Après lyophilisation, 38 mg de PhlTx1 linéaire 57 pure ont été obtenus. 

Rendement : 7% basé sur le taux de substitution de la résine 

RP-HPLC : tR = 8,5 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C183H260N46O48S6 Mmono calculée : 4061,76 Da ; observée : 4061,79 Da 

 

PhlTx1 repliée 58  

 A partir de PhlTx1 linéaire 57 

30 mg de PhlTx1 linéaire 57 ont été dissous dans 3 mL d’H2O et ajoutés goutte-à-goutte sous 

agitation dans 300 mL d’un tampon 0,1 M Tris.HCl à pH 8,4 contenant 5 mM de GSH, 0,5 mM 

de GSSG et 2 M de Gn.HCl. Après agitation douce pendant 72 h à température ambiante, le 

milieu a été acidifié avec 1 mL d’acide formique, filtré, et purifié par RP-HPLC préparative avec 

un gradient 10-60 % de B en 40 min. La pureté n’étant pas satisfaisante, les fractions collectées 

ont été de nouveau purifiées par RP-HPLC semi-préparative avec un gradient 10-50 % de B en 

30 min à 40°C. Après lyophilisation, 0.8 mg de PhlTx1 repliée 58 ont été obtenus. 

Rendement : 3 % 

RP-HPLC : tR = 8,1 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 15-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C183H254N46O48S6 Mmono calculée : 4055,72 Da ; observée : 4055,74 Da 

 

 A partir de PhlTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 60  

110 mg de PhlTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 60 ont été dissous dans 19,8 mL d’une solution 

TFA/phénol 8:1 à 0°C, puis 2,2 mL de TFMSA ont été ajoutés. Le milieu réactionnel a été agité 

10 min à 0°C, puis le peptide a été précipité par ajout de 80 mL d’Et2O à 4°C. Le milieu a été 

centrifugé et le culot lavé avec 2 fois avec 30 mL d’Et2O. Après évaporation des traces d’Et2O, 

le culot a été dissous dans 10 mL de H2O/CH3CN 50:50 et ajoutés sous agitation à 1,1 L d’une 

solution à 0,1 M d’acide citrique à pH 2 contenant 15 %v/v de DMSO et 2 M de Gn.HCl. Après 

48 h d’agitation, le milieu a été acidifié avec 3 mL d’acide formique, filtré et purifié par RP-

HPLC préparative avec un gradient 10-60 % de B en 40 min. La pureté n’étant pas satisfaisante, 

les fractions collectées ont été de nouveau purifiées par RP-HPLC semi-préparative avec un 

gradient 20-50 % de B en 30 min. Après lyophilisation, 3,6 mg de PhlTx1 repliée 58 pure ont 

été obtenus. 

Rendement : 3 % 

RP-HPLC : tR = 8,1 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C183H254N46O48S6 Mmono calculée : 4055,72 Da ; observée : 4055,73 Da 
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Synthèse par SPPS de la PhlTx1(SAcm1,4 ; SH2,5 ; SMob3,6) 59  

H-AC(Acm)LGQWDSCDPKASKC(Mob)C(Acm)PNYACEWKYPWC(Mob)RYKLF-OH 

La PhlTx1(SAcm1,4 ; SH2,5 ; SMob3,6) 59 a été synthétisée sur une résine 2-CTC (357 mg, τ = 0,28 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. Le premier acide aminé 

(Fmoc-Phe-OH) a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole général A, 

donnant un taux de substitution de 0,28 mmol/g. Les résidus Cys(Acm) et Cys(Mob) ont été 

introduits comme des résidus classiques en ne répétant le couplage que deux fois à partir des 

composés commerciaux Fmoc-L-Cys(Acm)-OH et Fmoc-L-Cys(Mob)-OH, respectivement. 487 

mg de peptide brut ont été obtenus après précipitation et lavages avec Et2O. 

RP-HPLC : tR = 11,2 min (Chromolith® High Resolution RP-18e, 214 nm, 5-60 % B en 15 min) 

ESI-HRMS : C205H286N48O52S6 Mmono calculée : 4443,95 Da ; observée : 4443,97 Da 

 

PhlTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 60  

220 mg de PhlTx1(SAcm1,4 ; SH2,5 ; SMob3,6) 59 ont été dissous dans 20 mL de H2O/CH3CN 50:50  

et ajoutés goutte-à-goutte sous agitation à 2 L d’une solution à 0,1 M d’acide citrique à pH 7 

contenant 10 %v/v de DMSO et 2 M de Gn.HCl. Après une nuit d’agitation, la formation du 

premier pont a été confirmée par analyse ESI-HRMS, puis le milieu a été acidifié à pH 2 avec 

une solution de HCl à 1 M. 0,5 mL (1éq.) de I2 à 50 mM dans CH3CN ont été ajoutés toutes les 

5 min pendant 20 min, soit 5 ajouts. 5 min après le dernier ajout, plusieurs pointes de spatule 

d’ascorbate de sodium ont été ajoutées jusqu’à décoloration totale du milieu réactionnel, puis 

le milieu a été filtré et purifié par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 

min. Après lyophilisation, 100 mg de PhlTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 60 pure ont été obtenus. 

Rendement : 47 % basé sur le taux de chargement de la résine utilisée pour la synthèse 

RP-HPLC : tR = 9,2 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C199H272N46O50S6 Mmono calculée : 4297,85 Da ; observée : 4297,85 Da 
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Synthèse par SPPS de la Hm1a(SAcm1,4 ; SH2,5 ; SMob3,6) 61 

H-EC(Acm)RYLFGGCSSTSDC(Mob)C(Acm)KHLSCRSDWKYC(Mob)AWDGTFS-OH 

La Hm1a(SAcm1,4 ; SH2,5 ; SMob3,6) 61 a été synthétisée sur une résine 2-CTC (286 mg, τ = 0,35 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. Le premier acide aminé 

(Fmoc-Ser(OtBu)-OH) a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole 

général A, donnant un taux de substitution de 0,35 mmol/g. Les résidus Cys(Acm) et Cys(Mob) 

ont été introduits comme des résidus classiques en ne répétant le couplage que deux fois à 

partir des composés commerciaux Fmoc-L-Cys(Acm)-OH et Fmoc-L-Cys(Mob)-OH, 

respectivement. Le motif DG en position 31-32 a été introduit par couplage du composé 

commercial Fmoc-Asp(OtBu)-N(Dmb)Gly-OH comme un résidu classique en ne répétant le 

couplage que deux fois. Le motif SS en position 10-11 a été introduit par couplage du composé 

commercial Fmoc-Ser-Ser(ψMe,Mepro)-OH comme un résidu classique en ne répétant le 

couplage que deux fois.  512 mg de peptide brut ont été obtenus après précipitation et lavages 

avec Et2O. 

RP-HPLC : tR = 10,7 min (Chromolith® High Resolution RP-18e, 214 nm, 5-60 % B en 15 min) 

ESI-HRMS : C192H271N49O58S6 Mmono calculée : 4382,81 Da ; observée : 4382,83 Da 

 

Hm1a(SAcm1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 62   

440 mg de Hm1a(SAcm1,4 ; SH2,5 ; SMob3,6) 61 ont été dissous dans 4 mL de TFA après addition 

d’une goutte d’eau, puis le milieu a été dilué avec 30mL d’une solution de Gn.HCl à 6M et 

ajoutés goutte-à-goutte sous agitation à 1 L d’une solution à 0,1 M de Tris à pH 8,2 contenant 

20 %v/v de DMSO, 30%v/v de CH3CN et 4,6 M de Gn.HCl, et le pH a été réajusté à 8 avec une 

solution de NaOH 6 M. Après une nuit d’agitation, le milieu a été acidifié avec 5 mL d’acide 

formique, filtré et purifié par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min. 

Après lyophilisation, 112 mg de Hm1a(SAcm1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 62  pure ont été obtenus. 

Rendement : 26 % basé sur le taux de chargement de la résine utilisée pour la synthèse 

RP-HPLC : tR = 8,6 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C192H269N49O58S6 Mmono calculée : 4380,80 Da ; observée : 4380,77 Da 
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Hm1a(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 63  

112 mg de Hm1a(SAcm1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 62 ont été dissous dans 10 mL de H2O/CH3CN 50:50 

et ajoutés à 1,1 L d’une solution à 0,1 M d’acide citrique à pH 2 contenant 2 M de Gn.HCl. 2,56 

mL (1éq.) de I2 à 10 mM dans CH3CN ont été ajoutés toutes les 5 min pendant 15 min, soit 4 

ajouts. 5 min après le dernier ajout, plusieurs pointes de spatule d’ascorbate de sodium ont 

été ajoutées jusqu’à décoloration totale du milieu réactionnel, puis le milieu a été filtré et 

purifié par RP-HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 

45 mg de Hm1a(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 63 pure ont été obtenus. 

Rendement : 42 % 

RP-HPLC : tR = 8,9 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C186H257N47O56S6 Mmono calculée : 4236,70 Da ; observée : 4236,69 Da 

 

Hm1a repliée 64  

45 mg de Hm1a(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 63 ont été dissous dans 8,1 mL d’une solution 

TFA/phénol 8:1 à 0°C, puis 900 µL de TFMSA ont été ajoutés. Le milieu réactionnel a été agité 

10 min à 0°C, puis le peptide a été précipité par ajout de 40 mL d’Et2O à 4°C. Le milieu a été 

centrifugé et le culot lavé avec 2 fois avec 30 mL d’Et2O. Après évaporation des traces d’Et2O, 

le culot a été dissous dans 4 mL de H2O/CH3CN 50:50 et ajoutés sous agitation à 450 mL d’une 

solution à 0,1 M d’acide citrique à pH 2 contenant 20 %v/v de DMSO et 2 M de Gn.HCl. Après 

48 h d’agitation, le milieu a été acidifié avec 3 mL d’acide formique, filtré et purifié par RP-

HPLC préparative avec un gradient 20-50 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 5,6 mg de 

Hm1a repliée 64 pure ont été obtenus. 

Rendement : 13 % 

RP-HPLC : tR = 10,4 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min, 30°C) 

ESI-HRMS : C170H239N47O54S6 Mmono calculée : 3994,57 Da ; observée : 3994,57 Da 

 

Synthèse par SPPS de l’HaTx1(SAcm1,4 ; SH2,5 ; SMob3,6) 65 

H-EC(Acm)RYLFGGCKTTSDC(Mob)C(Acm)KHLGCKFRDKYC(Mob)AWDFTFS-OH 

L’HaTx1(SAcm1,4 ; SH2,5 ; SMob3,6) 65 a été synthétisée sur une résine 2-CTC (286 mg, τ = 0,35 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D. Le premier acide aminé 

(Fmoc-Ser(OtBu)-OH) a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole 

général A, donnant un taux de substitution de 0,35 mmol/g. Les résidus Cys(Acm) et Cys(Mob) 

ont été introduits comme des résidus classiques en ne répétant le couplage que deux fois à 

partir des composés commerciaux Fmoc-L-Cys(Acm)-OH et Fmoc-L-Cys(Mob)-OH, 

respectivement.  487 mg de peptide brut ont été obtenus après précipitation et lavages avec 

Et2O. 

RP-HPLC : tR = 10,8 min (Chromolith® High Resolution RP-18e, 214 nm, 5-60 % B en 15 min) 

ESI-HRMS : C203H290N50O55S6 Mmono calculée : 4499,98 Da ; observée : 4500,01 Da 
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HaTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 66 

450 mg d’HaTx1(SAcm1,4 ; SH2,5 ; SMob3,6) 65 ont été dissous dans 4 mL de TFA après addition 

d’une goutte d’eau, puis le milieu a été dilué avec 30mL d’une solution de Gn.HCl à 6M et 

ajoutés goutte-à-goutte sous agitation à 2 L d’une solution à 0,1 M d’acide citrique à pH 7,5 

contenant 10 %v/v de DMSO, 10 %v/v de CH3CN et 2 M de Gn.HCl. Après une nuit d’agitation, 

la formation du premier pont a été confirmée par analyse ESI-HRMS, puis le milieu a été 

acidifié à pH 1,5 avec une solution de HCl à 1 M. 2 mL (1éq.) de I2 à 50 mM dans CH3CN ont 

été ajoutés toutes les 5 min pendant 25 min, soit 6 ajouts. 25 min après le dernier ajout, 

plusieurs pointes de spatule d’ascorbate de sodium ont été ajoutées jusqu’à décoloration 

totale du milieu réactionnel, puis le milieu a été filtré et purifié par RP-HPLC préparative avec 

un gradient 20-70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 81 mg d’HaTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 

66 pure ont été obtenus. 

Rendement : 19 % basé sur le taux de chargement de la résine utilisée pour la synthèse 

RP-HPLC : tR = 8,8 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C197H276N48O53S6 Mmono calculée : 4353,87 Da ; observée : 4353,89 Da 

 

HaTx1 repliée 67 

81 mg de HaTx1(SS1,4 ; SS2,5 ; SMob3,6) 66 ont été dissous dans 14,4 mL d’une solution 

TFA/phénol 8:1 à 0°C, puis 1,6 mL de TFMSA ont été ajoutés. Le milieu réactionnel a été agité 

10 min à 0°C, puis le peptide a été précipité par ajout de 80 mL d’Et2O à 4°C. Le milieu a été 

centrifugé et le culot lavé avec 2 fois avec 30 mL d’Et2O. Après évaporation des traces d’Et2O, 

le culot a été dissous dans 8 mL de H2O/CH3CN 50:50 et ajoutés sous agitation à 800 mL d’une 

solution à 0,1 M d’acide citrique à pH 2 contenant 10 %v/v de DMSO et 2 M de Gn.HCl. Après 

48 h d’agitation, le milieu a été acidifié avec 3 mL d’acide formique, filtré et purifié par RP-

HPLC préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min. La pureté n’étant pas satisfaisante, 

les fractions collectées ont été de nouveau purifiées par RP-HPLC préparative avec un gradient 

20-50 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 3,3 mg de HaTx1 repliée 67 pure ont été obtenus. 

Rendement : 4 % 

RP-HPLC : tR = 10,4 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 1-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C181H258N48O51S6 Mmono calculée : 4111,74 Da ; observée : 4111,76 Da 
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Synthèse par SPPS de la NMB-1(SH1,4 ; SHmboff
2,3) 68  

H-FNWRCC(Hmboff)LIPC(Hmboff)RRNHKKFFC-NH2 

La NMB-1(SH1,4 ; SHmboff
2,3) 68 a été synthétisée sur une résine 2-CTC (323 mg, τ = 0,31 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D à une échelle 0,05 mmol. Le 

linker Fmoc-RAM-OH a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole 

général B, donnant un taux de substitution de 0,31 mmol/g. Les résidus Cys(Hmboff) ont été 

introduits comme des résidus classiques en ne répétant le couplage que deux fois à partir du 

composé Fmoc-L-Cys(Hmboff)-OH. 295 mg de peptide brut ont été obtenus après précipitation 

et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC préparative avec un gradient 10-60 % de B en 40 

min. Après lyophilisation, 20 mg de NMB-1(SH1,4 ; SHmboff
2,3) 68 pure ont été obtenus. 

Rendement : 7 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 8,3 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C137H204N40O27S4 Mmono calculée : 2969,47 Da ; observée : 2969,51 Da 

 

NMB-1(SS1,4 ; SHmbon
2,3) 69 

 A partir de NMB-1(SH1,4 ; SHmboff
2,3) 68 

2,5 mg de NMB-1(SH1,4 ; SHmboff
2,3) 68 ont été dissous dans 1 mL de H2O/CH3CN 50:50 et 

ajoutés goutte-à-goutte sous agitation à 100 mL d’une solution à 0,1 M de Tris à pH 8,2 

contenant 20 %v/v de DMSO et 2 M de Gn.HCl. Après une nuit d’agitation, le milieu a été 

acidifié avec 1 mL d’acide formique, filtré et purifié par RP-HPLC semi-préparative avec un 

gradient 20-70 % de B en 30 min. Après lyophilisation, 1,5 mg de NMB-1(SS1,4 ; SAcm2,3) 50 

pure ont été obtenus. 

Rendement : 65 % 

RP-HPLC : tR = 22,0 min (AdvanceBio Peptide C18 25 cm, 214 nm, 15-65 % B en 25 min) 

ESI-HRMS : C127H182N36O25S4 Mmono calculée : 2739,30 Da ; observée : 2739,33 Da 

 A partir de NMB-1(SMob1,4 ; SHmboff
2,3) 71 

5 mg de NMB-1(SMob1,4 ; SHmboff
2,3) 71 ont été dissous dans 900 µL d’une solution 

TFA/phénol 8:1 à 0°C, puis 100 µL de TFMSA ont été ajoutés. Le milieu réactionnel a été agité 

10 min à 0°C, puis le peptide a été précipité par ajout de 40 mL d’Et2O à 4°C. Le milieu a été 

centrifugé et le culot lavé avec 2 fois avec 30 mL d’Et2O. Après évaporation des traces d’Et2O, 

le culot a été dissous dans 1 mL de H2O/CH3CN 50:50 et ajoutés sous agitation à 50 mL d’une 

solution à 0,1 M de Tris à pH 8,2 contenant 10 %v/v de DMSO et 2 M de Gn.HCl. Après 24 h 

d’agitation, le milieu a été acidifié avec 2 mL d’acide formique, filtré et purifié par RP-HPLC 

semi-préparative avec un gradient 20-50 % de B en 30 min à 40°C. Après lyophilisation, 0,4 mg 

de NMB-1(SS1,4 ; SHmbon
2,3) 69 pure ont été obtenus. 

Rendement : 4 % 

RP-HPLC : tR = 8,5 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 1-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C127H182N36O25S4 Mmono calculée : 2739,30 Da ; observée : 2739,31 Da 
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Synthèse par SPPS de la NMB-1(SAcm1,4 ; SHmboff
2,3) 70  

H-FNWRC(Acm)C(Hmboff)LIPC(Hmboff)RRNHKKFFC(Acm)-NH2 

La NMB-1(SH1,4 ; SHmboff
2,3) 70 a été synthétisée sur une résine 2-CTC (323 mg, τ = 0,31 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D à une échelle 0,05 mmol. Le 

linker Fmoc-RAM-OH a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole 

général B, donnant un taux de substitution de 0,31 mmol/g. Les résidus Cys(Hmboff) et 

Cys(Acm) ont été introduits comme des résidus classiques en ne répétant le couplage que 

deux fois à partir des composés Fmoc-L-Cys(Hmboff)-OH et Fmoc-L-Cys(Mob)-OH. 262 mg de 

peptide brut ont été obtenus après précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC 

préparative avec un gradient 10-60 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 15 mg de NMB-

1(SAcm1,4 ; SHmboff
2,3) 70 pure ont été obtenus. 

Rendement : 10 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 7,7 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C143H214N42O29S4 Mmono calculée : 3111,54 Da ; observée : 3111,56 Da 

 

Synthèse par SPPS de la NMB-1(SMob1,4 ; SHmboff
2,3) 71  

H-FNWRC(Mob)C(Hmboff)LIPC(Hmboff)RRNHKKFFC(Mob)-NH2 

La NMB-1(SMob1,4 ; SHmboff
2,3) 71 a été synthétisée sur une résine 2-CTC (323 mg, τ = 0,31 

mmol/g) en suivant le protocole général de synthèse par SPPS D à une échelle 0,05 mmol. Le 

linker Fmoc-RAM-OH a été accroché manuellement sur la résine en suivant le protocole 

général B, donnant un taux de substitution de 0,31 mmol/g. Les résidus Cys(Hmboff) et 

Cys(Mob) ont été introduits comme des résidus classiques en ne répétant le couplage que 

deux fois à partir des composés Fmoc-L-Cys(Hmboff)-OH et Fmoc-L-Cys(Mob)-OH. 140 mg de 

peptide brut ont été obtenus après précipitation et lavages avec Et2O et purifiés par RP-HPLC 

préparative avec un gradient 20-70 % de B en 40 min. Après lyophilisation, 15 mg de NMB-

1(SMob1,4 ; SHmboff
2,3) 71 pure ont été obtenus. 

Rendement : 9 % basé sur le taux de chargement de la résine. 

RP-HPLC : tR = 8,9 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C153H220N40O29S4 Mmono calculée : 3209,59 Da ; observée : 3209,60 Da 
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NMB-1(SS1,4 ; SHmboff
2,3) 72  

5,4 mg de NMB-1(SAcm1,4 ; SHmboff
2,3) 70 ont été dissous dans 1 mL de H2O/CH3CN 50:50 et 

ajoutés à 50 mL d’une solution à 0,1 M d’acide citrique à pH 2 contenant 2 M de Gn.HCl. 162 

µL (1éq.) de I2 à 10 mM dans CH3CN ont été ajoutés toutes les 5 min pendant 15 min, soit 4 

ajouts. 5 min après le dernier ajout, plusieurs pointes de spatule d’ascorbate de sodium ont 

été ajoutées jusqu’à décoloration totale du milieu réactionnel, puis le milieu a été filtré et 

purifié par RP-HPLC semi-préparative avec un gradient 10-50 % de B en 30 min à 40°C. Après 

lyophilisation, 2,9 mg de NMB-1(SS1,4 ; SHmboff
2,3) 72 pure ont été obtenus. 

Rendement : 56 % 

RP-HPLC : tR = 7,7 min (AdvanceBio Peptide C18 10 cm, 214 nm, 5-65 % B en 12 min) 

ESI-HRMS : C137H202N40O27S4 Mmono calculée : 2967,45 Da ; observée : 2967,48 Da 
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Résumé  

Les peptides montrent un potentiel thérapeutique important à ce jour relativement peu exploité. 
Dans ce contexte, les venins d’animaux représentent un sujet d’étude particulièrement intéressant puisque 
ceux-ci ont la particularité de contenir plusieurs centaines de toxines peptidiques structurées par un ou 
plusieurs ponts disulfures. Dans un premier temps isolées et identifiées à partir des venins, l’enjeu réside 
ensuite dans la capacité à synthétiser ces toxines par voie chimique. Cette thèse financée par l’ 
« Association Nationale Recherche Technologie »s’inscrit dans ce contexte et a pour objectif le 
développement de peptides complexes, en particulier des toxines, pour leur commercialisation. Deux 
problématiques principales ressortent : une limitation concernant la taille des peptides désirés, ainsi que 
leur structuration après synthèse chimique. 

La synthèse peptidique sur support solide, ou SPPS, trouve généralement sa limite dans les 
synthèses de peptides de plus d’une cinquantaine d’acides aminés, pour lesquels les rendements 
diminuent inexorablement avec l’augmentation du nombre de résidus. Afin d’accéder à des peptides et 
toxines plus longs, la première partie de cette thèse a été consacrée à l’étude de la native chemical 
ligation. Au travers de cette étude, divers peptides et toxines ne pouvant être obtenus directement par 
SPPS ont été synthétisés. 

La deuxième difficulté lors de la synthèse de toxines par voie chimique réside dans le repliement de 
la molécule dans sa conformation native. Les différents ponts disulfures des toxines doivent être 
reproduits à l’identique pour obtenir l’activité biologique attendue. Une des méthodes pour y parvenir 
consiste à utiliser un jeu de groupements protecteurs orthogonaux de la cystéine permettant de former les 
ponts disulfures un par un à travers une succession d’oxydations et de déprotections : c’est la formation 
dirigée de ponts disulfures. La deuxième partie de cette thèse a été consacrée à l’étude de cette méthode, 
son optimisation et son adaptation à différentes toxines d’intérêt. Pour ce faire, une nouvelle combinaison 
de groupements protecteurs a été utilisée afin de pallier aux différentes difficultés rencontrées au cours 
des travaux effectués. 

 

Abstract 

 To date, Peptides present an important therapeutic potential that is poorly exploited. In this 
context, animal venoms are particularly interesting since they contain several hundreds of peptide toxins 
that are structured by one or more disulfide bridges. Initially isolated and identified from venoms, the 
challenge then lies in the ability to synthesize these toxins via chemical means. This thesis, supported by 
the “Association Nationale Recherche Technologie” aims to develop complex peptides, in particular toxins, 
for commercialization. Two main problems emerge: a limitation concerning the size of the desired peptides 
and the folding of these synthetic peptides. 

Solid phase peptide synthesis, or SPPS, generally finds its limit in the synthesis of peptides 
containing more than fifty amino acids, for which the yields decrease dramatically with the increase in the 
number of residues. In order to access the longest peptides and toxins, the first part of this thesis was 
devoted to the study of the Native Chemical Ligation. Through this study, various peptides and toxins that 
cannot be obtained directly by SPPS have been synthesized. 

The second difficulty during the synthesis of toxins by chemical means lies in the folding of the 
molecule into its native conformation. The natural disulfide bridges of toxins must be reproduced to obtain 
the expected biological activity. A method consists in the use of orthogonal protecting groups of cysteine, 
allowing successive disulfide bridge formations through a sequence of oxidation and deprotection steps, 
named directed disulfide bond formation. The second part of this thesis was therefore devoted to the 
study of this method, its optimization and its adaptation to various toxins of interest. For this purpose, a 
new combination of protecting groups was used to overcome the drawbacks encountered in these studies. 
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