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Titre : Développement d’architectures foldameéres comme systemes
de transport originaux de biomolécules

Résumé :

Les foldaméres peptidomimétiques a base d’urées (oligourées) sont aujourd’hui utilisés pour
mimer la composition et le repliement en hélice des peptides pénétrant les cellules (CPPs)
afin d’évaluer leur capacité a transporter des biomolécules a I'intérieur de lignées cellulaires
ciblées. Il a en effet récemment été mis en évidence que la dimérisation de courtes
séquences d’oligourées amphipatiques permettait de transporter efficacement des acides
nucléiques comme les plasmides d’ADN. Dans ce contexte, un hybride urée-peptide a été
congu capable d’acheminer des plasmides d’ADN dans différentes lignées cellulaires avec
une efficacité comparable a celle d’agents de transport commerciaux. De plus, ce foldamere
pénétrant les cellules (CPF) présente une stabilité accrue en milieu enrichi en sérum. Ce
projet s’est aussi intéressé a concevoir des CPFs capables d’acheminer de petits ARNs
interférents (siARN) dans diverses lignées cellulaires. En effet, il est maintenant connu que
I"utilisation de ces petits ARNs permet de bloquer I’expression d’une protéine cible et cette
nouvelle stratégie thérapeutique est aujourd’hui en plein essor. De nouvelles séquences
CPFs ont été identifié et ont permis d’acheminer efficacement deux siARNs différents : I'un
ciblant un géne rapporteur et I'autre un gene endogeéne. Au cours de ce projet, il a aussi été
montré que les CPFs a base d’urées sont capables de transporter efficacement et via la
formation d'un complexe non covalent des protéines de taille et de charge variées dans
différentes lignées cellulaires. Enfin, des études de modulation de I’hélicité des foldameres
oligourées ont été réalisées afin d’étendre le champ d’application des foldameres a base

d’urées.

Mots clés : Agents de transfection, oligourées, foldaméres, ADN, siARN, protéine
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Title :Design of cell penetrating foldamers for the intracellular
delivery of biomolecules

Abstract :

Peptidomimetic oligourea foldamers are now used to mimic the composition and the
structure of cell-penetrating peptides (CPPs) to deliver biomolecules (i.e nucleic acids) into
cells. It has been recently shown that dimerisation of short amphipatic oligoureas enables to
efficiently deliver nucleic acids (i.e plasmid DNA) into different cell lines. In this context, a
new hybrid urea-peptide cell penetrating foldamer (CPF) has been designed and was shown
to be able to deliver pDNA into different cell lines with comparable efficiency than
commercially available delivery agents. Moreover, this new CPF exhibits a high stability in
serum-rich media. In this project, other CPFs have been developed to specifically deliver
small interfering RNAs (siRNAs) into cells. Indeed, small RNAs can be used to inhibit the
expression of a targeted protein and their therapeutic potential has drawn significant
interest over the past 10 years. In this work, two different siRNAs have been successively
delivered: one targeting a reporter gene and the other one an endogenous gene. During this
thesis, it has been shown that oligourea CPFs can also be used to deliver proteins with
various size and charge into different cell lines. Finally, this study also tried to modulate the

helicity of oligourea foldamers to extend their biomimetic applications.

Keywords : Delivery agent, oligourea, foldamer, DNA, siRNA, protein
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FDA Food and Drug Administration
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Nomenclature utilisée
Les acides aminés seront indifféremment désignés sous leur nom complet ou sous

leur code a trois lettres ou une lettre. Par exemple, I’alanine sera nommée Ala ou A.

Les résidus de type urée seront désignés par le code a trois lettres de I'acide aminé
dont ils sont issus suivi en exposant de la lettre « u ». Ainsi le résidu dérivé de I’alanine sera

nommeé Ala“.

Les atomes de carbone de la chaine principale seront désignés par des lettres

grecques a, B, v, 0 et € comme présenté sur la Figure 1.

vy 0
& \/Q,H
NP
0]
Figure 1 : exemple de notation des résidus de type urée.

Afin de désigner les séquences des oligourées synthétisées dans ce manuscrit, une
notation spécifique a été utilisée. Par analogie avec la synthese peptidique, les résidus des
oligourées seront numérotés de I'extrémité « C-terminale » a I'extrémité « N- terminale »

(Figure 2).
res. 3 res. 2 res. 1

i
N
H

N-term C-term

iPr-Val'-AlaY-LeuY-NH,
Figure 2 : Notation des oligourées et numérotation des résidus.

NH
iPr 2

2T

----1-----

Les composés rapportés dans cette thése font I'objet d’'une numérotation
systématique, suivant leur ordre d’apparition dans ce manuscrit. Les monomeres
classiquement utilisés en synthese d’oligourée seront désignés par la lettre M suivi en
exposant de la lettre correspond au code a une lettre de I’acide aminé dont ils sont issus. Par

exemple, le monomeére dérivé de la valine sera nommé MV,



En ce qui concerne les nouveaux monomeres protégés par un groupement
benzyloxycarbonyl (Z) présentés dans le chapitre 3, ils seront dénommés par Z-M suivi en
exposant par le code a une lettre de I'acide aminé dont ils sont issus et en indice par la
position de la chaine latérale dans le résidu urée formé. Il faut noter que pour ces résidus
particuliers une chaine latérale sur le motif éthylene diamine présente sur le carbone o sera
toujours de stéréochimie (R) et une chaine latérale présente sur le carbone [3 sera toujours

de stéréochimie (S) (Figure 3).

J\/H 0 f — /k/H
N o N
Z—H B \n/ N - /(N 5 \n)\
(o) : H o
Z-MA[} 0

H 0 H
—_—T
Z‘N/B\/N\H’O‘N —_— /'(N/\(.X/N
H o B

> H H o

Figure 3 : Notation des monomeéres de type Z-M*wp et structure chimique du résidu urée résultant.
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Conception de nouveaux mimes de peptide pénétrant les
cellules et leurs applications thérapeutiques




CHAPITRE 1

Conception de nouveaux mimes de peptide pénétrant les cellules et leurs applications thérapeutiques

La membrane plasmique des cellules eucaryotes est essentielle au fonctionnement et a
la survie de la cellule. Elle est un systeme complexe, barriere sélective a I’afflux non régulé
de molécules au sein du milieu intracellulaire (Figure I.1). Elle est composée d’une bicouche
phospholipidique et contient différents type de protéines (protéines intramembranaires,
périphériques) dont certaines sont équipées de polysaccharides dirigés vers le milieu
extracellulaire (glycoprotéine). Certaines petites molécules d’intérét thérapeutique ont la
capacité de spontanément diffuser a travers la bicouche phospholipidique pour atteindre
leur cible biologique intracellulaire. D’autres agents thérapeutiques pénétrent dans la cellule
grace a des mécanismes de transport membranaire actifs impliquant leur reconnaissance par
un récepteur membranaire.

Extérieur de la cellule

Carbohydrate

. i __..——Glycosaminoglycanes
Glycoprotéine Protelr)e Périphérique

.~ Cholestérol
Resofheioedd
OH ' \ _ OH \\\\ ~ / OH
- Intérieur de la cellule Bicouche Phospholidiaue
Protéine | b i
rotéine Intramembranaire (Cyt0p|asme)

Figure 1.1 : Représentation schématique de la membrane plasmique des cellules eucaryotes.

Néanmoins, beaucoup de composés ayant un fort potentiel thérapeutique ne
possédent pas les caractéristiques physiques et chimiques permettant leur diffusion efficace
et sGre du milieu extra- vers le milieu intra-cellulaire. Au début des années 1980, la « Food
and Drug Administration » (FDA) a pour la premiere fois autorisé, la mise sur le marché d’un
produit pharmaceutique issu d’ADN recombinant : I'insuline humaine, une protéine utilisée
pour le traitement du diabéte.! Depuis, I'utilisation de biomolécules telles que les protéines,
les peptides ou les oligonucléotides, s’est étendue a un large champ d’applications
thérapeutiques.?® Les principaux avantages de ces biomolécules sont leur haute spécificité,
leur tolérance et leur faible toxicité comparées aux petites molécules de synthése.’
Cependant, leur nature hydrophile ainsi que dans le cas des acides nucléiques leur caractere
anionique limitent fortement leur utilisation thérapeutique. Leur faible capacité a traverser
la membrane plasmique hydrophobe les empéche d’accéder a leur cible intracellulaire ou

nucléaire.*
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Par conséquent, des systéemes de transport efficaces sont plus que jamais
nécessaires pour pallier ce challenge thérapeutique. Plusieurs méthodes ont été
développées pour acheminer des agents thérapeutiques dans les cellules a travers la
membrane plasmique. On peut tout d’abord citer les méthodes physiques comme la micro-
injection ou I"électroporation mais ces techniques ont essentiellement étaient utilisées pour
un usage in vitro.> Par ailleurs, I'utilisation de vecteurs viraux, bien que montrant une grande
efficacité de transfection, souléve quant a elle des problemes de toxicité car ces vecteurs
peuvent induire une réponse immunitaire et sont potentiellement mutagénes.’

En 1988, une alternative pour pallier ces contraintes a émergé d’'une découverte
faite indépendamment par deux groupes de recherche.®’ Ils ont montré que le trans-
activateur de transcription (TAT) du VIH était capable de pénétrer les cellules mammiféres et
d’activer la réplication du virus in vitro. Peu de temps apres, en 1991, il a été décrit que
I’'homéodomaine du géne Antennapedia, une homeoprotéine de Drosophila melanogaster,
était aussi capable de passer la membrane cellulaire.® L’étude de ces deux protéines a
permis d’identifier de courtes séquences d’acides aminés capables de pénétrer les cellules.
Ainsi, en 1997, Eric Vives et al. ont identifié un segment peptidique de la protéine TAT
correspondant a une région basique de celle-ci, constitué de 13 acides aminés, des résidus
48 3 60, responsable de I'activité de pénétration cellulaire.’ Par la suite, Park et al. ont pu
raccourcir cette séquence a neuf acides aminés, comprenant les résidus 49 a 57.'° Dans la
continuité de ces travaux, Derossi et al. ont isolés la séquence de ’lhoméodomaine du géne
d’Antennapedia responsable de son activité de pénétration cellulaire. Cette séquence
constituée de seize résidus est plus communément appelée pénétratine.!! Ces peptides
capables de s’auto-internaliser dans les cellules sont nommés « peptides pénétrants les
cellules (CPPs) » ou « domaine de transduction protéique (PTDs) ».

A la suite de ces découvertes fondatrices dans le domaine des CPPs avec les
séquences du peptide TAT et de la pénétratine, de nombreux autres CPPs ont été rapportés
dans la littérature. On peut par exemple citer le VP22 de I'herpés,'? le transportan,'® les
polyarginines,'* les CPPs riches en résidus proline!> et les CPPs dérivés de peptides
antimicrobiens naturels'®. Aujourd’hui, selon la base de données des CPPs établie en 2012
par G.P.S. Raghava et récemment mise a jour a sa version 2.0, il y aurait 1855 séquences de
CPPs identifiées et la majorité d’entre elles seraient linéaires (94.5 %).!”

Bien que le domaine de recherche sur les CPPs ait évolué trés rapidement depuis
I'identification de la premiere séquence, offrant aujourd’hui une grande variété de

composés, ces peptides partagent des caractéristiques communes. Ce sont généralement de
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courtes séquences d’acides aminés (< 30 résidus) qui ont la capacité intrinséque de pénétrer
les cellules avec une faible toxicité via différents mécanismes cellulaires. Leur modes
d’internalisation sont énergie indépendants, et n’impliquent pas la reconnaissance de
ligands de surface. Ces peptides présentent une grande variété en termes de composition.
La majorité des CPPs sont cationiques bien qu’il existe quelques CPPs anioniques ou neutres.
Leur séquence est la plupart du temps amphiphile et leur structure tridimensionnelle est en
hélice alpha a I’exception de rares exemples de CPPs ayant une structure en feuillets beta.!®

Comparés a d’autres agents de transfection de synthése comme les lipides
cationiques'®?? ou les polyéthyléneimines (PEI),>>>° les CPPs montrent une haute
biocompatibilité, une plus faible toxicité et leur activité peut étre facilement optimisée par
de simples modifications de séquence. De plus, leur efficacité est dose-dépendante et ils
sont capables de transporter une grande variété de molécules sans restriction de taille
(agents d’imagerie, acides nucléiques, protéines...).

Cependant et malgré d’importantes avancées, les CPPs présentent des
inconvénients majeurs limitant aujourd’hui encore leur développement pharmaceutique. En
particulier, ils montrent une faible stabilité aux protéases présentes dans le sérum humain et
possedent un temps de demi-vie de seulement quelques minutes dans le sang, empéchant
toute administration par voie intraveineuse. Afin de pallier leur faible biostabilité, plusieurs
stratégies ont été développées et de nouveaux mimes de peptides susceptibles de résoudre
ce probléme ont été élaborés.?®

Ce champ de recherche a bénéficié d’un intérét croissant dans la conception de
nouvelles architectures synthétiques capables d’adopter une conformation définie et
contrdlée, plus connues aujourd’hui sous le terme des foldaméres.?” L’essor de la chimie des
foldameéres a en effet ouvert de nouvelles perspectives dans le domaine thérapeutique. Des
progrés remarquables ont été réalisés ces quinze derniéres années pour utiliser les
foldameéres comme molécules bioactives, notamment parce que leur structure secondaire
est stable dans un grand nombre de solvants incluant pour certaines familles de foldameres
I’eau mais aussi parce qu’ils sont stables face a la dégradation enzymatique. La conception
de foldameéres capables de reproduire la structure et la fonction des peptides, tout en
augmentant leur potentiel thérapeutique a été initiée par S. Gellmann and J.S. Moore.?’?8
On peut notamment citer I'utilisation des B-peptides,” des peptoides,*’ des y-peptides®! ou
des oligourées®® dont on retrouve des applications englobant les mime de peptides
antimicrobiens, le design d’inhibiteurs d’interactions protéine-protéine, le mime d’hormones

jusqu’au développement de ligands d’ADNs.?* Bien que ces mimes de peptides répondent a
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la question de la biostabilité (protéolyse), leur utilisation en tant que mimes de CPPs n’a été
que tres peu étudiée. Néanmoins, I’étude de leur fonction biologique est en plein essor.
Dans ce chapitre, nous dresserons un état de I'art des CPPs les plus connus, leur
classification, leurs caractéristiques et leurs mécanismes de pénétration cellulaire en
essayant de corréler leurs propriétés avec les spécificités de leur séquence. Nous
détaillerons leurs applications avec un intérét particulier pour leur utilisation comme agent
de transfection. Enfin, nous présenterons les récentes avancées réalisées sur I'utilisation de

foldameres comme mimes de CPPs.

1) Les peptides pénétrant les cellules (CPPs)

a) Caractéristiques des séquences des CPPs

La classification des CPPs peut étre faite selon différents criteres. Les CPPs peuvent
par exemple étre classés en différents sous-groupes selon leur origine, composition, mode
de pénétration cellulaire ou bien leurs applications. La Table I-1 montre un apercu des

différents types de CPPs en fonction de leur origine et leur séguence en acide aminés.

Table I-1: Exemples de CPPs (caractéristique physico-chimique, séquence et origine).

CPP Carac_:ter|st|que Séquence Origine
principale
Virus
d'immunodéficience
TAT (48-60) GRKKRRQRRRPPQ humaine Type I
(VIH)
Homéodomaine de
Pénétratine Cationique RQIKIWFQNRRMKWKK Drosophila
Antennapedia
R9 RRRRRRRRR Synthétique
VP22 NAKTRRHERRRKLAIER Virus de I'herpes
R6H4 RRRRRRHHHH Synthétique
PFV PFVYLI synthétique
Pep7 Hydrophobe SDLWEMMMVSLACQY Synthétique
SG3 RLSGMNEVLSFRWL Synthétique
hLF KCFQWQRNMRRKVRGPPVSCIKR Peptide
antimicrobiens
ARF (1-22) Amphiphile MVRRFLVTLRIRRACGPPRVRV Protéine P14ARF
vT5 DPKGDPKGVTVTVTVTVTGKGDPKPD Protéine virale
LAH4 KKALLALALHHLAHLALHLALALKKA Synthétique
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Aujourd’hui, il est encore difficile de prédire les propriétés de transport d’'un CPP en
considérant uniguement sa composition en acides aminés. Plusieurs propriétés chimiques et
physico-chimiques telles que la charge, la chiralité, la structuration, le nombre de
groupements aromatiques, le taux de résidus hydrophobes, jouent un réle dans
I'internalisation cellulaire des CPPs. Bien que ces peptides présentent une grande variété de
séquences, les caractéristiques suivantes sont essentielles a leur pénétration cellulaire :

présence de résidus chargés, hydrophobie et par voie de conséquence nature amphiphile.!®

i) Les CPPs cationigues

Les CPPs dits cationiques se définissent par une charge nette positive et présentant
peu, voire aucun, résidus acides.’* Cette classe de CPPs est d’'une importance majeure car le
premier CPP découvert, le TAT (Table I-1), est lui-méme cationique. On peut aussi citer
d’autres CPPs cationiques trés connus comme le Rg (polyarginine composé de 9 résidus), le
VP22 issu du virus de I'herpes (Table I-1) et le (RXR)s ou X correspond a l'acide 6-
aminohexanoique, un acide aminé non naturel.?

La surface de la membrane cellulaire est chargée négativement, il semble donc
logique que la premiéere interaction entre un CPP et cette derniére soit de nature
électrostatique. En effet, le CPP, grace a ses résidus chargés positivement interagit avec les
charges négatives des polysaccharides et des lipides situés a la surface de la membrane
cellulaire. Le role des charges dans I'internalisation de macromolécules a été démontré ily a
plus de cinquante ans par Ryser et Hancock, qui ont mis en évidence que la pénétration
d’albumine dans des cellules tumorales était améliorée en présence de poly-lysines.’® Plus
tard, en 2000, I’équipe de P.A. Wender a établi que la substitution des résidus chargés du
peptide TAT par des résidus alanine diminuait son efficacité de transfection.!'* Pour cela, ils
ont synthétisé des versions tronquées du peptide TAT (substitution d’un ou plusieurs acides
aminés) mais aussi des analogues ou un résidu a été muté par une alanine (stratégie Ala-
scan). Chaque analogue tronqué ou muté a montré une diminution de la pénétration
cellulaire. Ils ont ainsi conclu que la délétion d’une arginine, quelle que soit sa position dans
la séquence, réduisait de pres de 80% I’efficacité de pénétration du peptide. En revanche, la
substitution d’acide aminé non chargé par une alanine n’a qu’un modeste impact sur
I'internalisation cellulaire.

Suite a la découverte des premiers CPPs naturels, de nombreux peptides de

synthése ont été développés. On peut par exemple citer, les polyarginines, une famille de
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CPPs de synthese inspirée de la séquence du peptide TAT qui ont été trées largement
étudiées.’’ L’étude de leur propriété de pénétration a permis de montrer que I'efficacité de
la pénétration cellulaire était dépendante du nombre et de la position des résidus arginines
dans la séquence.’®

Les peptides riches en arginines présentent une meilleure capacité de pénétration
cellulaire que leurs homologues contenant des lysines. En effet, le groupement guanidinium
de l'arginine est capable de former des liaisons hydrogenes bidentées avec les phosphates,
sulfates et carboxylates présents a la surface de la membrane cellulaire alors que
I’ammonium du résidu lysine ne forme qu’une liaison monodentée (Figure 1.2).%° De maniére
générale, on peut noter que les peptides antimicrobiens seront plus généralement riches en
résidus lysine tandis que les CPPs seront préférentiellement riches en résidus arginine (Table
I-1).4
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Figure 1.2 : Représentation schématique des interactions a) bidentée et b) monodentée des résidus arginines et
lysines avec les phosphates présents a la surface de la membrane cellulaire et c) schéma illustrant la
compensation de la répulsion de charges dans le cas de polyarginines et de polylysines selon S. Matile.*

L'équipe de S. Matile propose quant a elle une hypothése supplémentaire a ce
phénomene et suggere I'existence d’un effet de contre-ions. Le groupement guanidine de
I’arginine posséde une plus faible acidité comparée a I'ammonium de la lysine (pKa =12,1
contre pKa = 10,7 pour la lysine). Les CPPs de type polylysines et polyarginines montrent des
répulsions électrostatiques dues a la proximité de résidus de méme charge. Pour les

polylysines, cette répulsion peut étre compensée par une déprotonation de l'un des
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ammoniums qui voit alors son pKa chuter a une valeur de 7. Dans le cas des polyarginines,
cette déprotonation ne peut avoir lieu du fait du pKa plus élevé des guanidines. Or comme
évoqué précédemment, les guanidiniums des arginines sont capables de former des liaisons
bidentées avec les phosphates, cette liaison permet alors au phosphate d’agir comme
contre-ion afin de masquer la charge d’un des deux guanidiniums voisins (Figure 1.2).%

Toujours selon S. Matile, la complexation du guanidinium avec un contre-ion de type
phosphate est thermodynamiquement trés stable mais aussi cinétiquement trés labile. Dans
le cas des polyarginines cette capacité du complexe guanidinium/contre-ion a se lier et se
délier rapidement jouerait un réle dans le mode de pénétration de ces CPPs.*

Le caractére cationique des CPPs joue un role essentiel dans la pénétration
cellulaire. Au moment de leur découverte, ces CPPs étaient considérés comme des peptides
« chevaux de Troie » car ils ont la capacité de diffuser a travers la membrane plasmique sans
engendrer de réponse cellulaire.'’*! Néanmoins, il a ensuite été démontré que les CPPs
« trop riches » en charges positives induisaient des effets non désirables sur les lignées
cellulaires étudiées (toxicité, impact sur lintégrité de la membrane plasmique).*?
Aujourd’hui, les CPPs de synthése les plus efficaces présentent un taux de charges

judicieusement pondéré.

ii)  Lerdle des résidus hydrophobes et aromatiques

Les résidus hydrophobes sont tout aussi importants que les résidus cationiques pour
la pénétration cellulaire des CPPs car en interagissant avec les domaines hydrophobes de la
membrane ils participent a 'amélioration de leur insertion dans la membrane.*! Il n’existe
cependant que trés peu d’exemples de CPPs purement hydrophobes : avec une charge nette
comprise entre -2 et 1 (exemple : séquence PIEVCMYREP*}). Néanmoins il est intéressant de
noter que ces peptides montrent une capacité particuliere a s’insérer spontanément dans
les cellules, les différenciant des autres CPPs qui sont pour la plupart internaliser par une
voie d’endocytose. 47

Parmi les résidus hydrophobes, les résidus aromatiques jouent un role particulier.
L’équipe de S. Sagan a réalisé plusieurs études afin d’expliquer leur mécanisme d’interaction
avec la membrane plasmique.®® Les résidus tryptophane et tyrosine sont largement présents
dans les protéines de surface membranaires. Il a été démontré que le tryptophane jouait un
réle dans le mécanisme d’internalisation des CPPs, de par sa capacité a former des

interactions m—7 avec les tryptophanes des protéines membranaires.*! De récents travaux
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réalisés par I'’équipe de S. Sagan ont par ailleurs montré un lien direct entre le nombre de
tryptophanes et I'efficacité de transfection. Grace a des études thermodynamiques (ITC)
mais aussi structurales (RMN, dichroisme circulaire, spectrométrie de masse), il a été établie
qgue plus le nombre de résidus tryptophanes augmente plus I'affinité du peptide pour les
glycoaminoglycans (GAGs), sucres présents a la surface de la membrane plasmique, est
élévée. Le mécanisme d’interaction entre les peptides riches en tryptophanes et les GAGs
impliquerait la formation d’une paire d’ions entre le peptide et les GAGs. Les résidus
arginines et tryptophanes peuvent alors interagir avec les sucres soit via des interactions
électrostatiques et la formation de liaisons hydrogene bidentées soit via des interactions de
nature hydrophobes. Il est aussi envisageable que les tryptophanes interagissent avec les
sucres de surface via la formation d’interactions w-anion. Enfin, des interactions de type &-
cations entre les résidus arginines et tryptophanes peuvent modifier le pKa des motifs
guanidiniums des arginines ce qui augmente le taux d’arginines protonées et améliore la
facilité du peptide a interagir avec les sucres chargés négativement.!848

Lors de la conception d’'une séquence CPP, il est toutefois important de contréler
son caractere hydrophobe car bien que celui-ci participe a améliorer la pénétration cellulaire
il peut aussi la limiter. Certains peptides peuvent rester dans la membrane phospholipidique
du fait d’une contribution lipophile trop élevée bloquant toute internalisation.*’

Néanmoins, augmenter le caractére hydrophobe d’un peptide est une méthode
conventionnelle pour améliorer sa pénétration cellulaire. En plus des résidus aromatiques, il
a été rapporté dans la littérature la conjugaison de séquences peptidiques avec des chaines

hydrocarbonées et cela a des fins de pénétration cellulaire.*

iii)  Les CPPs amphiphiles

Les CPPs amphiphiles sont des peptides constitués d’une région chargée
(hydrophile) et d’une région non polaire (hydrophobe). Il existe trois types de CPPs
amphiphiles (Figure 1.3). Les CPPs dits amphiphiles primaires sont des peptides hybrides issus
du couplage covalent entre une séquence hydrophile et une séquence hydrophobe. Par
exemple, le peptide MPG (séquence : GALFLGWLGAAGSTMGAPKKKRKV) est issu du couplage
entre une séquence SLN (Signal de Localisation Nucléaire : un peptide qui cible les pores
nucléaires), ici PKKKRKV, et le domaine hydrophobe de MPG, une glycoprotéine du VIH
(résidu 1 a 17 dans le peptide MPG).*°
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Les CPPs amphiphiles secondaires montrent une amphiphilie via leur structure
tridimensionnelle. Ces CPPs peuvent adopter une structure en hélice-a ou les résidus
hydrophiles sont répartis sur une face de I’hélice et les résidus hydrophobes sont répartis sur
la face opposée. Les exemples de ces peptides incluent le Transportan'? et le peptide MAP>!,
Il existe aussi des CPPs amphiphiles secondaires qui s’organisent en feuillets-f lorsqu’ils
interagissent avec une membrane phospholipidique. De la méme fagcon que les CPPs en
hélices a, les peptides feuillets amphiphiles comportent des faces hydrophiles et des faces
hydrophobes. Leur capacité a s’organiser en feuillets 3 est alors essentielle a leur
pénétration cellulaire puisque la simple mutation d’un résidu entraine la perte de repliement
et induit une chute de leur efficacité de transfection.®

Enfin, les CPPs riches en résidus prolines constituent le troisieme type de CPPs
amphiphiles. En effet, le résidu proline se différencie des autres acides aminés naturels par
une rigidité particuliere du fait de son noyau pyrrolidine. Les peptides riches en prolines
peuvent alors adopter deux types de structures particulieres que l'on appelle
respectivement PPl et PPIl pour PolyProlines | et Il (Figure 1.3). Des études ont montré
gu’une composition a hauteur de 50% de la séquence en résidus proline est suffisante pour
maintenir une structure secondaire en PPl ou PPII. Il est ainsi possible de concevoir des
peptides riches en résidus prolines capables de pénétrer les cellules et présentant une
structure secondaire définie. C’est le cas de la séquence (VRLPPP); décrite et étudiée par

Giralt et al.*?

Figure 1.3 : a) Représentation schématique des CPPs amphiphiles primaires, résidus hydrophobes (orange),
résidus hydrophiles (bleu); b) Représentation de la répartition spatiale des résidus sur la projection d’une
hélice a-peptidique d’'un CPP amphiphile secondaire c) Vue de dessus et de c6té d’une hélice idéale de type
PPI ; d) Vue de dessus et de coté d’une hélice idéale de type PPII.3

10
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Des études ont montré que I'amphiphilie est aussi importante que la présence de
résidus chargés pour permettre la pénétration cellulaire des CPPs. Par exemple, I'équipe de
M. Bienert a synthétisé un analogue du peptide MAP (KLALKLALKALKAALKLA) comportant les
mémes acides aminés et le méme taux d’hélicité mais dont le caractere amphiphile a été
supprimé (KALKLKLALALLAKLKLA). Cet analogue n’a montré aucune capacité a pénétrer les
cellules bien qu’il comporte le méme nombre de résidus chargés. Ce résultat souligne
I'importance du caractére ampbhiphile dans la conception de nouveaux CPPs.>!

Ainsi, I'amphiphilie s’avere étre elle aussi une caractéristique partagée par de

nombreux CPPs.

iv)  Lerdle de la structure secondaire

La structure tridimensionnelle (3D) d’un peptide est fonction de I'environnement
dans lequel il est. Ainsi, la structure d’'un CPP peut étre différente selon qu’il est dans I'eau, a
proximité d’'une membrane, dans une membrane ou encore s’il est lié a une protéine. Par
ailleurs, la nature du peptide (cationique, hydrophobe ou amphiphile) influence elle aussi sa
conformation tridimensionnelle.

En 2010, E. Eiriksdottir et al., ont étudié I'impact de la structure secondaire des CPPs
sur leur capacité a pénétrer les cellules.’® Cette étude a été réalisée sur dix des CPPs les plus
connus. La plupart des CPPs ne montrent aucune conformation particuliere en milieu aqueux
mais certains d’entre eux adoptent une structure secondaire lorsqu’ils sont au contact d’une
membrane. Pour cela, ils ont réalisé un classement des CPPs en trois groupes. Le premier
groupe comporte le peptide TAT et ses dérivés ainsi que les polyarginines qui n’adoptent
aucune structure secondaire particuliere: leur repliement aléatoire n’a donc aucune
influence sur leur propriété de pénétration cellulaires. Le second est constitué des peptides
a-hélicoidaux au contact de la membrane. Dans cette famille, on retrouve par exemple le
peptide MAP et le TP10 (AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH,). Enfin, le dernier groupe concerne
les CPPs qui se replient en feuillets-p (ex: la pénétratine et le peptide pVec
(LLHLRRRIRKQAHAHSK-NH3)). Il a été montré que la plasticité structurale des CPPs est
principalement due a des interactions de type électrostatiques avec la membrane qui
induisent I’organisation structurale du CPP et donc sa structuration en hélice-o. ou en
feuillets-B. La structuration des CPPs permet alors de stabiliser les interactions avec la
membrane et ainsi de promouvoir la pénétration cellulaire.*® En 1997, J. Oehlke et al.

avaient déja observé ce phénomene. lls avaient établi que le peptide amphiphile VT5

11
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(séquence : DPKGDPKGVTVTVTVTVTGKGDPKPD) qui se structure en feuillets-f posséde une
tres bonne capacité d’internalisation. En revanche, son analogue équipé des mutations D-
Val'®* et D-Thr'* dont la structure primaire est identique mais qui n’adopte pas de
conformation en feuillets présente une perte d’efficacité de transfection.”?

Aujourd’hui, il est clairement admis que la premiére étape du processus de
pénétration cellulaire des CPPs implique des interactions de nature électrostatiques avec les
GAGs de la membrane cellulaire. Ces interactions induisent une accumulation du peptide a la
surface cellulaire et activent les différents mécanismes de pénétration cellulaire.'® La
seconde étape est déterminante et implique une interaction entre le peptide et les lipides
membranaires qui peut conduire a un mécanisme d’endocytose ou a une perturbation de la
membrane. Le changement conformationel du peptide (formation d’hélice-a. ou de feuillets-
) peut alors moduler I'interaction peptide/lipide. La force de cette interaction aura un
impact sur la capacité du peptide a s’insérer dans la membrane cellulaire et a s’en
échapper.>

Comme mentionné précédemment, les polyarginines n’adoptent pas de
conformation particuliére. En revanche, des études récentes ont montré que lorsque la
nature amphiphile et la structuration sont prises en compte dans le design d’un nouveau
CPP, les CPPs riches en arginines et ayant une propension a se structure en hélice-a
montrent une efficacité de transfection deux fois supérieure a celle des polyarginines non
structurées.>-¢

Augmenter la capacité d’un CPP a adopter une structure secondaire est aujourd’hui
une méthode de choix pour améliorer son efficacité de pénétration cellulaire. Il a été
rapporté dans la littérature, plusieurs stratégies pour stabiliser I’hélice-a de peptides afin
d’améliorer leur pénétration cellulaire. Entre autre, il est possible de cycliser les peptides
afin de stabiliser leur conformation, ces peptides sont alors appelés peptides agrafes. De
plus, la structuration du peptide permet d’atteindre une distribution optimale des fonctions
guanidines et aide a la formation d’interactions multivalentes avec la membrane plasmique.
Récemment, S. Huyn et al. ont synthétisé une série de CPPs amphipathiques, dont ils ont
stabilisé la conformation hélicoidale grace a la formation d’une agrafe fermée par un lien
hydrocarboné. Ces mémes auteurs ont établi un lien direct entre hélicité et efficacité de
transfection.>’

En résumé, les CPPs présentent une grande variété de séquence et des propriétés
physico-chimiques tres différentes. Ils peuvent ainsi étre linéaires, cycliques, cationiques,

anioniques, hydrophobes, hydrophiles, amphiphiles et présenter ou non une structure

12
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secondaire bien définie. Les CPPs tres riches en résidus cationiques (i.e au moins huit
charges positives) n‘ont pas la capacité a adopter une conformation stable et définie en
milieu physiologique. A I'opposé, les CPPs amphiphiles secondaires doivent se structurer au
moins partiellement a l'interface de la membrane afin d’exposer leur face hydrophobe vers

la membrane et pouvoir interagir avec celle-ci.

b) Les modes d’internalisation des CPPs

Le mode d’internalisation des CPPs dépend de plusieurs facteurs : la composition du
peptide, la nature du cargo, le ratio CPP/cargo, la concentration du peptide, la taille du
complexe peptide/cargo et la lignée cellulaire étudiée.’®>® Les premiéres études sur le
mécanisme de translocation membranaire ont été réalisées sur les CPPs les plus
représentatifs (TAT et polyarginines) et ont montré que ces peptides s’internalisaient via des
processus passifs énergie indépendant.®-°

Ces études ont été réalisées par microscopie confocale sur des cellules fixées. Or, il a
été montré plus tard que la fixation des cellules avec un mélange formaldéhyde/methanol
altérait la pénétration cellulaire des CPPs.%! Aujourd’hui, il existe un consensus général qui
s’accorde sur la combinaison de mécanismes énergie-dépendants (endocytose) et de
mécanismes énergie-indépendants (translocation directe).®>%* La concentration du peptide
est un facteur déterminant car elle influence la nature de linternalisation. A haute
concentration (> 10 uM), la translocation directe est majoritaire alors qu’a plus faible
concentration, la voie par endocytose est prédominante.® La Figure 1.4 résume I’ensemble
des voies d’internalisation possibles pour les CPPs. Dans ce mémoire, nous ne détaillerons
qgue la voie d’endocytose, celle que nous pensons étre empruntée par les foldameres

pénétrant les cellules étudiés dans le contexte de cette these.
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Figure 1.4 : Schéma résumant les différents modes d'internalisation des CPPs.

i) La voie d’endocytose

L'endocytose est un systeme tres régulé, énergie dépendant, d’internalisation de
matrice extracellulaire dans la cellule. L’endocytose se compose de deux voies : la
phagocytose et la pinocytose. La phagocytose n’ayant pas été décrite pour I'internalisation
des CPPs, cette voie ne sera pas détaillée ici. La pinocytose est un mécanisme par lequel des
substances extracellulaires sont incorporées dans la cellule via la formation d’une vésicule,
appelée vésicule d’endocytose, qui fusionnera avec un endosome précoce pour y libérer son
contenu. Le CPP et son cargo (i.e I'objet qu’il transporte) doivent ensuite étre capable de
s’échapper de I’endosome pour rejoindre le cytosol. En effet, une fois dans I’'endosome, si le
peptide ne parvient pas a se libérer, il sera transféré dans le lysosome pour y étre digéré. Il
existe au totale quatre voies d’entrée pinocytiques. Deux d’entre elles sont spécifiques et
impliqguent la reconnaissance d’un récepteur membranaire. Il s’agit de I'endocytose
dépendante de la Clathrine et de I'endocytose dépendante de la Cavéoline. Les deux autres
voies sont non spécifiques, il s’agit de I’endocytose indépendante de Clathrine et Cavéoline
et de la macropinocytose. Ces voies different selon la taille de la vésicule endocytique
formée, de la nature de la matrice internalisée et du mécanisme de formation de la vésicule

(Figure 1.5).6
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Figure 1.5: Schéma représentant les différentes voies d'endocytose.

Macropinocytose

La macropinocytose est une voie d’endocytose responsable de l'internalisation de
grands volumes de milieu extracellulaire. Elle differe des autres voies d’endocytose par le
fait qu’elle est issue de la formation d’un lamellipode (large extension membranaire
constituée de polymeres d’actine F que la cellule utilise pour explorer son environnement a
la recherche de matrice extracellulaire). Le lamellipode va ensuite fusionner avec la
membrane cellulaire pour former une vésicule que I’'on appelle macropinosome dont la taille
est d’environ 120 nm. Le remplissage de cette vésicule par la matrice extracellulaire
internalisée se fait de maniére non spécifique. Le macropinosome ainsi formé fusionne avec
un endosome précoce afin d’y libérer son contenu.’®®” Comme pour d’autres voies
d’endocytose, la dynamine (une protéine de la famille des GTPases) permet la formation de
la vésicule d’endocytose.’® En 2007, Nakase et al., ont montré que le traitement de cellules
avec des peptides riches en arginines conduisait a I’activation de la protéine Rac nécessaire a
I’organisation de l’actine et a la formation du lamellipode. En utilisant des cellules
déficientes en protéoglycans, ils ont également mis en évidence que les protéoglycans
membranaires jouaient un rble essentiel dans I'activation de la polymérisation de |'actine F
et donc dans la macropinocytose. Ces résultats suggerent que les protéoglycans
fonctionnent comme des récepteurs a |'activation de la macropinocytose par des peptides
riches en arginines.%” L'implication de la macropinocytose dans I'internalisation de CPPs a été

prouvé pour le TAT, les polyarginines et la pénétratine.®-70
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Endocytose dépendante de la Clathrine

L'endocytose par vésicules recouvertes de Clathrine est une voie d’endocytose
sélective car elle implique la reconnaissance de récepteurs membranaires. Cette voie
d’endocytose implique la formation d’un puit membranaire recouvert de Clathrine dont le
diametre est d’environ 90 nm. La Clathrine est une protéine structurelle présente en triskele
(i.e trois « bras » reliés entre eux en étoile) dont les branches s’assemblent pour former une
structure polyhédrale. La formation de ces puits membranaires nécessite I’action concertée
de plusieurs protéines. Les étapes nécessaires a la formation de ces puits sont la
reconnaissance du ligand et sa concentration a la surface de la membrane, la déformation de
la membrane plasmique, le recrutement de Clathrine, et enfin la scission de la vésicule de la

surface cellulaire.”!

Endocytose dépendante de cavéoles

Les cavéoles sont des puits ronds d’environs 50-80 nm situés a la surface de la
membrane plasmique et enrichies en cholestérol. Ces puits sont recouverts c6té cytosol d’un
manteau protéique composé principalement de Cavéoline (une protéine membranaire). Bien
gue le role exact de la Cavéoline dans ce processus d’endocytose ne soit pas clairement
établi, des études ont montré qu’elle jouait un réle essentiel pour la formation et la stabilité

des cavéoles.”>"3

Endocytose indépendante de la Clathrine et de la Cavéoline

Les cavéoles ne représentent qu’un seul type de microdomaines membranaires
riches en cholestérol. Il en existe en réalité beaucoup d’autres que |I'on appelle plus
communément radeaux lipidiques. Ce sont de petites structures de 40-50 nm qui diffusent
librement a la surface de la membrane cellulaire. Les radeaux lipidiques peuvent étre
internalisés dans n’importe quelle vésicule d’endocytose. Ces radeaux sont constitués de
protéines qui s’insérent dans la membrane plasmique grace a une ancre lipidique de type
glygosylphosphatidylinositol (GPI). Ces protéines sont présentes sous forme monomérique
ou assemblées en clusters eux-mémes associés a des micro-domaines lipidiques riches en
cholestérol.%® Leur mécanisme d’internalisation est peu compris mais il semblerait que ce
mécanisme varie par le mode de formation de la vésicule d’endocytose, le type de cargo a
internaliser, la destination intracellulaire du cargo et comment leur internalisation est

régulée.®
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ii)  Lerdle clé des résidus Histidine dans la sortie de 'endosome

Quelle que soit la voie d’endocytose empruntée, le CPP se retrouve piégé dans une
vésicule intracellulaire, dont il devra s’échapper afin que son cargo puisse exercer son
activité biologique. L'échappée de I'’endosome est I'étape limitante de la voie d’endocytose.
Le mécanisme exact de cette sortie n’a pas été clairement identifié mais la chute de pH dans
les endosomes tardifs apparait comme un facteur déterminant et exploitable dans la
conception de CPPs.”

Apres I'entrée endocytique selon I'une des quatre voies décrites précédemment, le
complexe CPP/cargo se retrouve dans une vésicule d’endocytose (Figure I.5). Cette vésicule
fusionne ensuite avec un endosome précoce dont le pH est de 7,4 pour y relacher le CPP. A
son tour, I’endosome précoce fusionne avec un endosome tardif dont le pH est cette fois de
6,5. C'est a ce moment-la que le CPP doit pouvoir s’extraire de I'endosome. L’endosome
tardif fusionnera quant a lui avec un lysosome (pH 5) ou aura lieu la digestion enzymatique
du CPP par des hydrolases.”

La plupart des agents de transfection, qu’il s’agisse de lipides, de polyméres ou de
CPPs pénetrent les cellules par la voie d’endocytose. Différentes méthodes ont été décrites
dans la littérature pour permettre la sortie de I'endosome. On retrouve par exemple
I'incorporation de lipides fusogéniques dans les liposomes cationiques, I'association de
peptides fusogéniques avec des polyplexes et lipoplexes et I'activation de I'effet éponges a
protons a l'intérieur de I’endosome. %76

L’effet éponge a protons a d’abord été décrit avec les polymeéres cationiques de
types Polyethyleneimines (PEls), des agents de transfections polymériques. Ces polymeres
sont chargés positivement et se lient a la surface anionique de la membrane plasmique puis
pénetrent les cellules par endocytose. Dans |’endosome, dont le pH est de 6,5,
I’accumulation de protons, amenés a l'intérieur de la vésicule par I’ATPase endosomale, est
couplée a un afflux d’anions chlorures. La protonation des amines des PEl induit une
diminution de la pression osmotique qui résulte en un gonflement osmotique de la
membrane endosomale jusqu’a sa rupture, libérant ainsi le PEl et son cargo dans le cytosol.”’
C’est ce phénomene que I'on appelle « effet éponge a protons ».

Dans le cas des CPPs, I'introduction de résidus histidines dans la séquence permet
d’utiliser I'effet éponge a protons et donc améliore I'efficacité de pénétration cellulaire de
certains peptides. Le noyau imidazole de I'histidine a un pKa d’environ 6. Selon son

environnement, il peut donc se protoner au pH endosomale et est neutre au pH
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physiologique (pH 7,4 : celui du milieu extracellulaire). Cette stratégie a été utilisée dans
plusieurs études. Par exemple, les lysines du peptide K5 (séquence:
GLFKAIAKFIKGGWKGLIKG), ont été mutées par des histidines (séquence:
GLFHAIAHFIHGGWHGLIHG). P. Midoux et al., ont observé que ce peptide riche en histidines
devenait positivement chargé lorsque le pH était inférieur a 7 et permettait le transport
d’ADN dans le cytosol.”® En 2010, B. Langlet-Bertin et al., ont décrit un nouveau peptide,
LAH4 (séquence : KKALLALALHHLAHLALHLALALKA) amphiphile et riche en résidus histidines
qui posséde une forte capacité a transporter des pADN dans les cellules. De plus, grace a des
expériences d’inhibition de I'acidification dans les endosomes en utilisant un inhibiteur de
I’ATPase ils ont pu confirmer le réle des résidus histidines. L’activité du peptide LAH4 dans
ces cellules modifiées a chuté de facon significative et a permis de démontrer I'importance
de la protonation des histidines dans I'efficacité de transfection du peptide LAH4.”

Aujourd’hui, I'introduction de résidus susceptibles d’activer |’effet éponge a protons
est largement employée dans le design de nouveaux CPPs. Les résidus histidines restent les
plus utilisés mais d’autres résidus se sont montrés capables d’activer I'effet éponge a
protons. Ainsi, en 2010, Yun Lan et al. ont rapporté que l'introduction de résidus non
naturels de type acide 2,3-diaminopropionique permettait la conception de nouveaux CPPs
sensibles aux variations de pH.%

Il est important de noter que I'ensemble de ces mécanismes d’internalisation, qu’il
s’agisse des voies d’endocytose ou de translocation directe ne sont pas isolés mais ont lieu
simultanément. Il n’est aussi pas possible d’attribuer un mode de pénétration particulier
pour un CPP donné. En effet, le mode de pénétration variera en fonction de la nature du
CPP, de la taille du cargo internalisé et de la lignée cellulaire. De plus, I'implication de la
translocation directe n’a été démontrée que pour l'internalisation de CPPs seuls (i.e sans
cargo) ou bien attachés a de petits cargos (i.e fluorophores). La possibilité de transporter des

biomacromolécules par translocation directe reste aujourd’hui incertaine.

c) Activité biologique des CPPs

Les CPPs utilisés pour acheminer des cargos dans les cellules sont généralement
dépourvus d’activité biologique. Il existe cependant des exemples de CPPs intrinsequement
bioactifs.

En 2008, Langel et al., ont identifié un CPP composé de 22 acides aminés ayant une
activité pro-apoptotique. Ce CPP correspond au domaine N-terminal de la protéine p14ARF,

une protéine dite « suppresseur de tumeur » capable d’inhiber la prolifération et d’induire
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I"apoptose. Il s’agit la du premier exemple de CPP issu d’une protéine présentant une activité

81 Plus récemment, en 2012, Jones et al., ont introduit le terme de

pro-apoptotique.
bioportide pour désigner des CPPs intrinsequement bioactifs et ainsi les différencier des
CPPs qui seraient liés de facon covalente a un peptide bioactif.?? Différents bioportides ont
alors été décrits. On retrouve par exemple le camptide, un CPP dérivé du récepteur humain
de la calcitonine, capable de moduler la sécrétion d’insuline mais aussi le caractere
contagieux de certains virus.?? Le peptide nosangiotide est lui un exemple de bioportide
utilisé comme inhibiteur de I'angiogenése.®? On retrouve aussi chez les CPPs des applications
antivirales. Par exemple, Debnath et al. ont synthétisé un CPP capable de se lier aux
polyprotéines GAG du VIH permettant ainsi d’empécher I'assemblage de nouvelles particules
virales.?

Les CPPs sont similaires par leur séquence a des peptides antimicrobiens, il est donc
logique que certains présentent une activité antimicrobienne. Par exemple, il a été montré
que les CPPs pVec (séquence: LLILRRRIRKQAHAHSK) et TP10 (séquence:
AGYLLGKINLKALAALAKKIL) étaient capables de pénétrer des cellules bactériennes. TP10 est

capable de pénétrer et de tuer Staphylococcus aureus. PVec peut pénétrer et tuer

Mycobacterium smegmatis a des doses n’ayant aucune toxicité sur des cellules humaines.?>

2) Les CPPs comme agent de transport

La membrane plasmique des cellules eucaryotes controle I'afflux non régulé de
molécules bioactives.?® Bien que certaines petites molécules soient capables de s’internaliser
via des processus cellulaires naturels, la plupart des composés pharmaceutiques peinent a
pénétrer les cellules. Le rbéle des agents de transfection est alors de promouvoir
I'internalisation des agents pharmaceutiques dans la cellule afin qu’ils puissent atteindre
leur cible intracellulaire ou nucléaire. De plus, I'utilisation d’agents de transport permet aussi
d’améliorer la biostabilité du médicament et de limiter les effets secondaires dus au
déclenchement d’une réponse immunitaire. Il existe de nombreux exemples d’agents de
transfection (vecteurs viraux, polyméres cationiques, nanovecteurs... etc.). Cependant, ils
présentent certaines limites, comme leur haute toxicité (polymeres cationiques), le
déclenchement d’une réponse immunitaire (vecteurs viraux) ou leur difficulté a atteindre
rapidement le cytosol car ils peuvent se retrouver piégés dans I'endosome.’’” Dans ce
contexte, depuis une vingtaine d’années, un intérét particulier pour les CPPs a émergé car

ceux sont des outils moléculaires prometteurs pour pallier ces limitations. De nombreuses
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études ont en effet montré la capacité des CPPs a délivrer une grande variété de cargos dans
les cellules. lls peuvent ainsi étre utilisés pour le transport d’agents d’imagerie, d’agents

thérapeutiques, d’acides nucléiques ou de protéines (Figure 1.6).

CPP ---
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/;\% Imagerie Agents Acides Nucléiques Protéines 7,)
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Figure 1.6: Application des CPPs comme agents de transport.

Dans le contexte de cette thése, seules les applications de transport d’acides

nucléiques et de protéines seront discutées.

a) Transport d’acides nucléiques

La thérapie génique consiste a introduire du matériel génétique dans les cellules
pour soigner une maladie. Initialement, cette approche a été destinée aux maladies
monogéniques (i.e liées a la dysfonction d’un seul gene), en délivrant aux cellules un gene
sain capable de suppléer au géne altéré. Aujourd’hui, avec I’évolution rapide des
technologies, les indications se révelent beaucoup plus larges. On peut par exemple
incorporer un gene suppresseur de tumeur, produire des cellules thérapeutiques (exemple :
cellules CAR T, des lymphocytes T modifiés pour éliminer les cellules malignes), modifier
I’ARN pour obtenir une protéine fonctionnelle, éliminer ou réparer un gene altéré
directement dans la cellule. L'utilisation d’ARN (messager ou interférant) permet de réguler
ou d’inhiber I'expression d’'un géne défectueux. Ces nouvelles thérapies connaissent un fort
intérét depuis une vingtaine d’années et il existe aujourd’hui de nombreux médicaments en
phase pré-clinique ou clinique. Ces technologies peuvent étre utilisées pour toute maladie
génétique héréditaire ou acquise (cancer, SIDA, asthme, hépatites, mucoviscidose...).

Cependant, les acides nucléiques ne sont pas stables dans le sang car ils sont trés

sensibles a la dégradation enzymatique par les nucléases, leur temps de demi-vie est
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inférieur a 10 min dans le sérum humain. De plus, leur charge globale négative les empéche
de traverser la membrane plasmique. Le recours a des agents de transfection est donc
essentiel afin d’augmenter leur temps de demi-vie et de pouvoir les transporter
efficacement dans les cellules cibles.®®

Les CPPs offrent une stratégie unique pour délivrer du matériel génétique dans les
cellules avec une grande efficacité. Il existe plusieurs facons d’acheminer des acides
nucléiques avec des CPPs. La premiére est la co-incubation de I'oligonucléotide avec le CPP.
Cette méthode est issue de I'observation que l'interaction des CPPs a la surface cellulaire
promeut une augmentation de I'endocytose qui pourrait induire I’absorption par la cellule
des macromolécules présentent dans le milieu environnant. Ainsi, le CPP et les
macromolécules pourraient s’accumuler ensemble dans les vésicules endocytiques.®”-688
Une autre consiste a lier de fagon covalente le CPP a I'oligonucléotide. Une derniere
approche repose sur la formation d’un complexe non-covalent par interactions
électrostatiques entre le CPP chargé positivement et les acides nucléiques chargés

négativement (Figure 1.7).

e

CPP: -ARM Oligonucléotide: /PPN

Figure 1.7: Schéma représentatif des différentes stratégies de transport d’acides nucléiques par des CPPs : a)
co-incubation, b) conjugaison directe et c) complexe non-covalent.

La synthese du complexe covalent CPP-oligonucléotide peut se faire via différentes
stratégies. La partie peptidique est assemblée par synthése sur support solide en utilisant la
stratégie Fmoc puis I'oligonucléotide est lié au peptide par son co6té 3’ en utilisant la
stratégie phosphoramidite.”” Une méthode alternative implique de synthétiser séparément

le peptide et I'oligonucléotide, de les déprotéger et de les purifier puis de les conjuguer I'un
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a I'autre par un pont disulfure ou par la formation d’un lien thioether.®' Par exemple, M.
Pooga et al., ont décrit en 1998 la synthése d’un oligonucléotide de 21 résidus couplés au
peptide Antp. Cet oligonucléotide est complémentaire de I’ARN messager du récepteur de la
galanine (impliqué dans la modulation et I'inhibition des impulsions nerveuses dans le
cerveau). Il a été délivré dans des cellules Bowes (cellules de mélanome) et a permis de
bloquer efficacement le récepteur de la galanine.’?

Aujourd’hui, les CPPs sont principalement utilisés pour délivrer des acides
nucléiques sous la forme de complexes non-covalents (Figure 1.7.c). lls permettent ainsi de
masquer I'oligonucléotide par interactions électrostatiques pour le protéger de la
dégradation enzymatique. Cette stratégie permet aussi d’éviter de modifier chimiquement
I’oligonucléotide. Par exemple, le peptide LAH4, décrit pour la premiere fois par A. Kichler et
al., est un CPP amphipatique composés de 26 résidus et riche en histidines qui possede une
grande efficacité pour le transport d’ADN et de siARN dans de nombreuses lignées cellulaires
(Figure 1.8).°

Figure 1.8: Modélisation moléculaire du peptide LAH4 ou les résidus lysines sont représentés en vert et les
résidus histidines en bleu.

Il existe un tres grand nombre d’exemples dans la littérature relatant I'utilisation de CPPs
pour acheminer des plasmides d’ADN, des siANR ou des oligonucléotides antisens (Table 1-2).

Ceci souligne I'importance de ces composés pour transporter des acides nucléiques.

Table I-2 : Exemples d’assemblages non-covalents entre CPP et oligonucléotide.

CPP Cargo Ref
Poly-L-Lysine p-Luc %
ppTG20
P luc %
(GLPRALLRLLRSLWRLLLRA)
MPG (GAAGSTMGAWSQPKKKRKV) ~ siARN %6
LAH4
SIARN | 7°
(KKALLALALHHLAHLALHLALALKKA)
WRAP (LLRLLRWWWWRLLRLL)  siARN 7
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b) Transport de protéines

Ces vingt derniéres années, les protéines thérapeutiques ont connu un succés
important en tant qu’outil de recherche et sont parmi les nouvelles classes de médicaments
en plein essor. Entre 2011 et 2016, la FDA (US Food and Drug Administration) a approuvé la
mise sur le marché de 62 protéines thérapeutiques, notamment des anticorps monoclonaux,
des facteurs de coagulation, des enzymes, des hormones, des facteurs de croissance ou
encore des protéines plasmatiques.”® Cependant, la plupart des protéines pharmaceutiques
visent des cibles extracellulaires ou présentes sur la surface membranaire alors que de
nombreuses cibles thérapeutiques se localisent a I'intérieur des cellules. Les protéines ne
traversent pas spontanément la membrane cellulaire en raison de leur taille et/ou leurs
propriétés biophysiques. Tout comme les acides nucléiques, elles sont aussi instables dans le
sang car elles sont sensibles a la dégradation enzymatique par les protéases. Concevoir des
agents de transport capables d’acheminer des protéines fonctionnelles dans les cellules
constituerait un outil puissant tant pour sur le plan fondamental qu’appliqué. Les CPPs font
partis des agents de transfection décrits dans la littérature comme étant capable de
transporter des protéines.

Il a ainsi été montré que les CPPs peuvent transporter des protéines ayant des
tailles allant de 30 kDa (GFP)*® & 120-150 kDa (1gG).! Comme dans le cas des acides
nucléiques, il existe deux méthodes pour former un complexe protéine/CPP, soit en les liant
de facon covalente,” soit en formant un complexe non covalent entre la protéine et le CPP.
Les complexes covalents ont prouvé leur efficacité pour l'internalisation de nombreuses
protéines. Par exemple, le peptide Pep-1, a été utilisé pour transporter différentes protéines
dans plusieurs lignées cellulaires en formant des complexes non-covalents entre le peptide
et la protéine. Ce peptide a permis d’acheminer la GFP (30 kDa) et la B-galactosidase (119
kDa).!®' Plus récemment, un CPP riche en résidus arginines a été utilisé pour transporter des
anticorps monoclonaux dans des cellules. Acheminer des anticorps dans les cellules permet
de marquer et de manipuler des antigenes intracellulaires. Ces anticorps ont été liés de
facon covalente au CPP sur un site spécifique de I’anticorps. 1%

Les multiples exemples décrits ci-dessus soulignent les nombreuses applications des
CPPs comme agents de transport de biomolécules. Les CPPs permettent ainsi d’améliorer
I’efficacité de médicaments et se sont montrés utiles pour délivrer des agents d’imagerie. Ils
ont aussi pu prouver leur utilité pour transporter des acides nucléiques, des protéines et

d’autres peptides.
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Cependant, malgré leur grande efficacité in vitro et de grandes avancées, les CPPs
présentent des inconvénients majeurs avec en particulier leur faible stabilité en milieu
biologique qui limite aujourd’hui encore leur utilisation thérapeutique.

Différentes stratégies ont été décrites dans la littérature afin d’améliorer la stabilité
et la biodisponibilité des peptides.?® Ces méthodes consistent a modifier chimiquement les
peptides, par exemple, en les cyclisant, en modifiant les extrémités N et C terminales, en
alkylant certains azotes des fonctions amides (peptide N-methylés) ou en remplacant tous
les résidus (L)-acides aminés par leur énantioméres (D). Une autre stratégie envisageable est
de concevoir de nouveaux mimes synthétiques de CPPs. Cette approche consiste a
reproduire les caractéristiques biophysiques essentielles des CPPs dans un oligomere
possédant un squelette non-naturel.

Parmi les différentes approches biomimétiques de design de nouveaux agents de
transfection, la multimérisation de peptides a été largement décrite dans la littérature pour
acheminer des acides nucléiques par voie endocytose. Cette stratégie a été possible grace a
I"utilisation de dendriméres peptidiques équipés de terminaisons amines (Figure 1.9). On
peut citer par exemple les dendrimeres Poly(propyleneimine) (PPI) ou Poly(amidoamine)
(PAMAM), 103,104
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Figure 1.9: Schéma général représentatif d’une structure dendrimeére.

Ces macromolécules forment des structures globulaires qui comparées a leurs homologues
monomeériques, affichent une concentration plus localisée des unités chargées et

permettent donc une efficacité accrue. De surcroit, ces objets de synthése possedent une
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stabilité accrue face aux peptidases due a la ramification de leur squelette.'”* Par exemple,
M. Ohsaki et al. ont décrits en 2002, |'utilisation de dendriméres Poly(L-lysines) (DPKs)
(Figure 1.10.a) pour acheminer des plasmides d’ADN dans différentes lignées cellulaires
(CHO, COS-7, Hela et Huh).'% IIs ont criblés différentes tailles de dendriméres et ont observé
qgue les deux générations les plus efficaces contenaient respectivement 64 et 128 acides
aminés. De plus, I'efficacité de ces agents de transfection n’est pas réduite en présence de
50% de sérum. Les DPKs ont ensuite été largement décrits dans la littérature pour acheminer

d’autres acides nucléiques tels que les siARN. 1067109
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Figure 1.10: Exemples de structures chimiques de dendriméres a) dendrimére Poly(L-lysine)
de troisieme génération et b) hétéro-dendrimére cationique amphiphile AD décrit par L.
Peng et al.

Récemment, I'équipe de Ling Peng a développé de nouveaux dendrimeres
cationiques et amphiphiles pour le transport de siARN. Ces nouveaux dendrimeres allient le
caractere multivalents des vecteurs dendrimeres avec la capacité d’auto-assemblage des
vecteurs lipidiques.'?!1% pour cela, ils ont exploité la chimie click pour lier le dérivé poly-
lysines équipés d’un linker alcéne au dérivé lipidique équipé d’une fonction azoture. Cette
nouvelle génération de dendrimeres appelée AD (Figure 1.10.b) présente une haute efficacité
pour transporter des siARNs dans une grande variété de lignées cellulaires (dont des cellules
souches humaines). De plus, I'activité de ces vecteurs dendriméres a été confirmée in vivo
sur des modéles de souris.!?

Enfin, une autre approche biomimétique de design de nouveaux vecteurs a été
décrite par T. Aida et al. ''! lls ont synthétisé des « colles moléculaires » équipées d’un grand

nombre d’unité guanidine sur le squelette de leurs oligoméres. Ces colles moléculaires (Gua)
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adherent fortement aux lipides membranaires en interagissant avec les phosphates des
tétes anioniques des lipides membranaires. Plus récemment, T. Aida et al. ont équipé ces
objets cationiques synthétiques de fonctions thiols sur chaque extrémité de leur oligomere
(Figure 1.11.a)''2. lIs ont alors réalisé une oxydation polymérisante des thiols en présence de
SiARN et ont montré qu’il était possible de former des objets de tailles nanométriques
capables d’acheminer des siARNs dans les cellules (Figure 1.11.b). Une fois dans la cellule,
une dépolymérisation réductrice se fait grace a la présence de glutathion permettant ainsi
de libérer le siARN dans le cytoplasme. En effet, la concentration en glutathion (GSH) dans le

cytosole est plus élevée en comparaison au milieu extra-cellulaire.
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Figure I.11: Représentation schématique des « colles moléculaires » décrits par Aida et al. a) structure
chimique des colles moléculaires Gu, et b) schéma de principe pour la formation de complexe siARN/polyGua.

En 2015, I'équipe d’O. Merkel en collaboration avec S. Gellman a décrit une
approche similaire en utilisant une nouvelle classe d’agents de transport cationiques et
amphiphiles. Il s’agit ici de co-polyméres de nylon-3 (Figure 1.12).''3> Ces copolyméres
possédent un squelette polyamide identique a celui des B-peptides. Leur séquence est
irréguliere et hétérochirale. lls sont synthétisés a partir d’une polymérisation par ouverture

de cycle de B-lactames de fagon a pouvoir incorporer a la fois des unités cationiques et des
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unités hydrophobes. En jouant sur le ratio des différentes sous-unités, il est possible de
moduler les propriétés physicochimiques de ces polymeres (hydrophobicité, charge nette,
amphiphilie). Le caractére hydrophobe a été introduit en incorporant des unités cyclohexyl
ou cyclopropyl (Figure 1.12). O. Merkel et S. Gellman ont alors évalué la capacité de ces
polymeéres a acheminer des siARNs. Ces nouveaux polymeres sont en effet capables de
transporter efficacement des siARNs tout en ayant une relative faible toxicité comparée a

d’autres vecteurs polymériques tels que les PEls ou les polylysines.
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Figure 1.12: (A) Structure chimique de polyméres nylon-3 utilisés pour le transport de siARN avec R = diméthyl,
cyclohexyle ou cyclopropyle et (B) transfection du siARN ciblant I'expression de la luciférase dans les cellules
H1299-luc par le polymére nylon (G2A-D) a différents ratios N/P, en comparaison avec la lipofectamine et le
PEI-25 kDa.!'?

En conclusion, ces exemples montrent qu’il est possible de mimer des CPPs avec des
objets ne présentant pas une organisation structurelle particuliere mais qu’en revanche le
caractere amphiphile du vecteur synthétique est important. Un ajustement précis du ratio
hydrophobe/charge doit étre réalisé afin d’obtenir la meilleure efficacité de transfection
avec une faible toxicité.

Enfin, la recherche de mimes synthétiques de peptides a aussi bénéficié de I'intérét
croissant de la conception de nouvelles architectures moléculaires non naturelles présentant

des conformations contrélables et bien définies inspirées des biopolymeéres, que I'on appelle
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aujourd’hui les foldameéres.?’>3114 C’est cette derniére stratégie a laquelle nous allons nous

intéresser dans la suite de ce chapitre.

3) Les foldameéres pénétrant les cellules (CPFs)

a) Les foldaméres comme mimes de peptides

La conception d’oligomeéres synthétiques capables d’adopter des structures
secondaires repliées et stables a vue le jour dans les années 90 avec les travaux séminaux de
S. Gellman?’ et D. Seebach!'”. Les foldaméres montrent une grande diversité de composition
chimique mais aussi de complexité structurale. Le squelette des foldameres peut étre
aliphatique (a—, B—, y-peptides, peptoides ou N,N’-oligourées)!!'* (Figure 1.13.a) ou constitué

de sous-unités aromatiques (oligoaryles, oligoquinolines) (Figure 1.13.b).
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Figure 1.13: Exemples de squelettes de foldaméres a) squelettes aliphatiques et la représentation
schématique de la distribution des chaines latérales sur I'hélice et b) squelettes aromatiques.

Au cours des 15 dernieres années, de nombreuses avancées scientifiques ont été
réalisées dans la découverte de foldameres bioactifs issus de différents squelettes.
Aujourd’hui, les scientifiques utilisent les foldameres pour mimer la composition et la

structuration des peptides afin de concevoir de nouveaux agents thérapeutiques ou de
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reproduire des propriétés biologiques. Les foldameres ont I'avantage de présenter une plus
grande stabilité face a la dégradation enzymatique des protéases, un meilleur controle de
leur structure secondaire et une capacité a former des assemblages définis en milieu aqueux
(Figure 1.14.a).16

Ces foldameéres sont capables de cibler des membranes, des protéines ou encore
des acides nucléiques. La haute prédictibilité de leur repliement, la modularité de leur
séquence et la compatibilité de leur synthése avec la synthése sur support solide ont été les
garants de leur succes. C’'est grace a des données structurales a haute résolution qu’il est
aujourd’hui possible de concevoir plus précisément des foldameéres bioactifs capables par

exemple d’inhiber des interactions protéines-protéines (Figure 1.14.b).!!7

Figure I.14: a) structure cristalline d’'un assemblage de 6 hélices d’oligourées et b) structure cristalline d’un
foldamere o/P peptide en complexe avec la protéine VEGF.

Les foldameéres construits a partir d’unités synthétiques ne possédent pas les sites
de clivages reconnus par les enzymes et sont donc potentiellement plus stables en milieu
biologique. Des études de stabilité enzymatique in vitro ont été réalisées sur différentes
familles de foldameéres et soulignent une résistance accrue a un grand nombre de peptidases
et protéases. C'est le cas par exemple des B— et y— peptides,'!® des peptoides,'!” des N,N’-
oligourées'?’ ou encore des oligoamides aromatiques.'?!

Dans ce contexte, différentes architectures foldameéres ont été décrites pour mimer les
peptides antimicrobiens. Un grand nombre de foldameéres antimicrobiens ont été concus

dans le but de former des hélices amphiphiles en combinant des unités hydrophobes et des
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unités cationiques. C'est le cas notamment des antimicrobiens issus de B-peptides!??, de

peptoides,* d’oligourées'?® ou plus récemment de sulfono-y-AApeptides!?® (Figure 1.15).
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Figure 1.15: Exemples de séquences foldameres antibactériennes a) B-peptide, b) peptoide, c) N,N’-oligourée et
d) sulfono-y-AApeptide.

Comme évoqué précédemment, il existe un lien direct entre peptide antimicrobiens
et CPP, il est donc possible d’envisager la méme analogie dans le cas des foldameéres. En
effet, de par leur grande stabilité structurale et leur résistance a la protéolyse, les
foldameres représentent d’excellents candidats potentiels pour reproduire les structures
secondaires des CPPs et leur fonction de systeme efficace de transport. Bien qu’il existe
plusieurs exemples de foldameéres antimicrobiens et que différentes architectures
foldameres aient montré une capacité a traverser spontanément la membrane cellulaire,
peu d’entre eux ont été étudiés comme systeme de transport intracellulaire. Dans la suite de
cette partie, nous présenterons des exemples de foldameres pénétrant les cellules (CPFs)

ainsi que leurs applications in vitro.
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b) Exemples de foldameéres pénétrant les cellules (CPFs)

Les CPFs constituent une nouvelle famille potentielle d’agents de transfection qui
présentent une stabilité augmentée dans les milieux biologiques. En 2000, P.A. Wender et al.
ont montré que des peptoides (Figure 1.15) équipés de chaines latérales de type arginines
s’internalisaient dans les cellules plus efficacement que les peptides R9 et TAT, tout en ayant
une biostabilité accrue.'* De la méme facon, les B-peptides (Figure 1.15) développés par D.

Seebach!?* et les oligocarbamates de L.B Wylie,'®

montrent eux aussi une forte capacité a
s’internaliser dans les cellules tout en étant stables a la protéolyse. Ces études ont été
réalisées en marquant ces foldameéres avec de la fluorescéine et en mesurant la fluorescence
des cellules transfectées. Plus récemment, I'équipe de |. Huc a décrit des oligomeres
aromatiques constitués d’'un squelette de type oligoamide issu de I'acide 8-aminoquinoline-
2-carboxylique. Ces oligomeéres aromatiques ont été équipés de chaines latérales cationiques
pour promouvoir leur solubilité en milieux aqueux. Une fois marqués a la FITC, ces
foldameres ont montré une efficacité a pénétrer différentes lignées cellulaires (Jurkat, Huh-7
et Hela) similaires a celle du peptide TAT. En revanche, les tests de transport de plasmides
d’ADN réalisés avec le plasmide de la luciférase n’ont montré qu’une faible activité.!?! En
2013, I'équipe de D. Seebach a décrit un polypeptide hybride octa-argine constitué d’un
mélange d’acides aminés (L) et (D). Ces hybrides montrent une efficacité de pénétration
cellulaire comparable au peptide TAT et aux (L)-Args mais une stabilité dans le sérum
nettement augmentée. Le temps de demi-vie dans le sérum du peptide (L)-Args est inférieur
a 0,5 min alors que celui d’un hybride (L/D)-Args est compris entre 8 min et 5h selon la
position et le nombres de résidus D insérés.!?® Une tendance similaire a été observée avec
des hybrides /B peptides.'?’

En résumé, peu d’études ont été réalisées sur |'utilisation de foldameéeres comme
mimes de peptides pénétrant les cellules. Cependant, les exemples décrits ci-dessus
montrent que ces nouvelles architectures synthétiques possedent une résistance
protéolytique élevée.''®120  De plus, la modularité de leur séquences et leur haute
prédictibilité structurale permettent d’obtenir des composés de faible toxicité et ayant une

structure secondaire stable et prédéfinie. Les B-peptides'* ou les oligoquinolines'?!

par
exemple, sont capables de s’organiser en hélices dans I'eau alors que la plupart des CPPs
non modifiés n"adoptent une structure secondaire définie qu’au contact des membranes

plasmiques. Les foldameéres présentent donc I'avantage d’étre déja structurés.
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Malheureusement, malgré un intérét évident et grandissant, il n’existe aujourd’hui que peu

d’exemples de foldameére pénétrant les cellules capables d’acheminer un cargo.

4) Les oligourées pénétrant les cellules

a) Présentation et caractérisation structurale

Les foldameres d’oligourées sont des oligoméres aliphatiques constitués de
monomeres de type éthylene diamine reliés entre eux par une urée. Ces oligomeres ont été
décrits pour la premiére fois en 1995 par Burgess et al.'?%!?° et ont connus depuis une
attention croissante. Ces oligomeres de type N,N’-liées sont des aza-analogues des y-
peptides ol le motif (CH,-CO-NH) est remplacé par le motif (NH-CO-NH). De plus, I'urée
possede un NH supplémentaire permettant la formation d’une liaison hydrogene
supplémentaire (Figure 1.16). Des études approfondies du repliement de ces foldaméres ont
été réalisées ces 15 dernieres années que ce soit en milieu organique ou plus récemment en
milieu aqueux avec des propriétés d’auto-assemblages trés prometteuses.'!¢ Le lien urée
possede des caractéristiques communes avec le lien amide comme sa rigidité, sa planéité, sa
polarité et sa capacité a former des liaisons hydrogenes. Cependant, I'urée différe de I'amide

130 son caractére de double liaison diminué et

par son moment dipolaire qui est supérieur,
une barriére d’énergie de rotation plus faible (10-12 Kcal.mol? contre 16-20 Kcal.mol* pour

I’amide).
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Figure 1.16: Comparaison des structures cristallines d’une hélice a-peptide'?!, de y-peptide!!’ et d’oligourée.!3?

Tout d’abord, des études en solution3?!33-135 puis & I’état solide'*%!37 ont permis de
montrer que les oligourées dérivés de (L)-acides a-aminés forment une (P)-hélice a 2,5
résidus par tour similaire a I’hélice-(P)-2,614 des y-peptides. Les urées forment alors un
réseau de liaisons hydrogene a trois centres fermant des pseudocycles de 12 a 14 atomes
dus aux liaisons hydrogéenes C=0; HN’.> et C=0,..HN;s. (Figure 1.17.a). Pour réaliser ces
études structurales, différentes méthodes de caractérisations structurales en solution et a
I’état solide ont été utilisées.

L'analyse par spectrométrie RMN (Résonnance Magnétique Nucléaire) du proton
(RMN !H) dans différents solvants (pyridine, MeOH, DMSO, ACN) a révélé que les signaux
correspondants aux NHs sont fortement dispersés lorsque I'oligourée est constituée d’au
moins 5 résidus et cela quel que soit la température de |’échantillon. Ceci est caractéristique
de I'implication des NHs dans des liaisons hydrogénes. De plus, les valeurs élevées des
constantes de couplages vicinales (couplage NH,CHP, J = 9-10 Hz) témoignent d’ un
arrangement anti-périplanaire des protons NH et CHP de la chaine principale. L’analyse RMN
'H a aussi montré de forts écarts de déplacement chimiques (allant jusqu’a 1-1,5 ppm pour
les résidus centraux) entre les deux protons CH,* caractéristiques d’une forte

anisochronicité des protons methylénes (Figure 1.17.b). L’existence de corrélations NOE
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(Nuclear Overhauser Effect) répétées a moyenne distance (i/i-2 et i/i-3) est caractéristique
de l'existence d’un repliement en hélice (Figure 1.17.c). A cela s’ajoutent d’autres
caractéristiques conformationnelles'?3: 1) dans les solvants peu polaires seules 4 & 5 unités
urées suffisent pour insuffler le repliement en hélice, 2) la stabilité de I’hélice est accrue en
bloquant I'amine en N-terminal (capping par un motif isopropylurée) ce qui permet
d’apporter un 1% groupement accepteur de liaisons hydrogénes et de supprimer les
interactions électrostatiques répulsives entre la charge a lI'extrémité N-terminale et le
macrodipole de I’hélice. Des analyses en solution par dichroisme circulaire (CD) dans le 2,2,2-
trifluoroéthanol (TFE) et le MeOH révélent une signature caractéristique de ['hélice
d’oligourée avec un minimum négatif d’ellipticité a 188 nm et un maximum positif
d’ellipticité a 203 nm dont l'intensité est proportionnelle au nombre de fonction urées
(Figure 1.17.d).'?° Par ailleurs, des études CD sur des oligourées hydrosolubles (réalisées en

tampon salin a pH = 7,4) ont confirmé le maintien de la structuration en milieu aqueux avec

la présence de la signature CD caractéristique de ce type d’hélice.!®
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Figure 1.17: a) Informations structurales obtenues par spectroscopie RMN H: connectivités NOE
caractéristiques de I'hélice d’oligourée (en orange sur un schéma simplifié de I'hélice oligourée) ; b) Ecarts de
déplacement chimique entre les protons CH,* diastéréotopiques sur une RMN 2D TOCSY enregistrée dans le
CDs0H ; c) Extrait d’'une structure RX d’oligourée illustrant I’anisochronicité des protons CH,%; d) Spectre CD
d’une hélice d’'oligourée dans le TFE (séquence modéle Boc-Val“-Ala"-Leu“-Val“-Ala“-Leu“-NHMe a 200 puM).
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Enfin, les données structurales obtenues en solution ont pu étre confirmées par
I'obtention de différentes structures cristallographiques aux rayons X a la fois en solvant

organique et plus récemment en milieux aqueux (Figure 1.18).116:136.137
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Figure 1.18 : Structure cristalline d’hélices d’oligourées obtenues par diffraction aux rayons X : a) cristaux
obtenus dans un solvant organique, DMF, (séquence :Boc-Val“-Ala"-Leu"-Val“-Ala"-Leu"-Pro“-Val“-Ala"-Leu"-
Val'-Alat-Leu!-NHMe)!¥” CCDC code 836813 et b) a partir de cristaux ayant poussés en milieu aqueux (séquence
iPr-Leu"-Glu“-Lys"-Leu“-Tyr-Leu“-Glu-Lys!-Leu"-Ala"-Leu"-NH,).' ¢

Récemment, des études ont permis de mettre en évidence la possibilité de
concevoir des structures hybrides comportant des résidus de type urées insérés dans une
séquence peptidique. Ces hybrides sont capables de former une seule et méme hélice

réguliére (Figure 1.19).140

Figure 1.19: Structure cristalline d’hybrides urées-peptides ou la portion urée est représentée en vert. Les
cristaux ont été obtenus dans le DMSO. Séquence : Boc-Leu-Ala-Leu-Ala-Leu-Ala-Leu-Val“-Ala“-Leu“-Val"-Ala"-
Leu“-NH, (gauche) et Boc-Val*-Ala“-Leu"-Val'-Ala"-Leu"-Ala-Leu-Ala-Leu-Ala-Leu-Ala-NH, respectivement
(droite).
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En raison de leur modularité de séquence, de leur stabilité structurale et de la
conservation de leur conformation en milieu aqueux, les foldameres d’oligourées sont
particulierement intéressants pour de potentielles applications biologiques. De plus, leur

120

stabilité accrue a la protéolyse'~” en fait de bons candidats pour mimer la composition et le

repliement des peptides pénétrant les cellules.

b) Synthése des oligourées

La premiére synthése des oligourées décrite par Burgess!'?®

a depuis largement été
rapportée dans la littérature. Cette premiere synthese sur support solide consistait a coupler
des monomeres activés sous forme d’isocyanate dont I'amine N-terminale était d’abord
protégée par un groupe phtaloyl (Figure 1.20.a) pour étre libérée aprés couplage par un
traitement a I’hydrazine (60% dans du DMF). Cette stratégie nécessite des couplages de 1,5
h et I'étape de déprotection n’est complete qu’aprés 10h (a ce moment-la, le chauffage
micro-onde n’avait pas encore été appliqué a la synthése supportée). Parallelement, le
groupe de Schultz'*' développa une autre stratégie de synthése sur support solide qui
consista a coupler un monomere activé par le chloroformiate de 4-nitrophenyle et dont
I’amine N-terminale était masquée sous forme d’azoture (Figure 1.20.b). Le couplage de ce
block était réalisé en 4h a température ambiante, et la réduction de I'azoture en amine se
faisait en présence de triéthylamine, de thiophenol et de chlorure d’étain (un composé tres
toxique) dans du THF en moins de 2h a température ambiante. Au moment ou les travaux de
Burgess et de Schultz ont été réalisés, le champ des foldaméres n’avait pas été introduit par
Gellman, il n’était alors question que de peptidomimes. De plus, les séquences synthétisés
sur support solide n’étaient que tres courtes. Plus tard, de nouvelles méthodologies de
synthése ont été développées par G. Guichard et al., basées cette fois-ci sur I'utilisation de
monomeres activés dérivés de motifs éthylene diamine et protégés par des groupements
protecteurs de type N-fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc) (Figure 1.20.c)'** ou tert-

butoxycarbonyle (Boc) (Figure 1.20.d).'#3
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Figure 1.20: Représentation schématique d'oligourées et les différentes unités monomériques utilisées pour
leur synthese.

Aujourd’hui, la méthode utilisant un monomeére activé sous la forme de carbamate
de succinimide et protégé par un groupement Boc (Figure 1.20.d) donnent accés a toutes les
chaines latérales des acides a-aminés naturels. Une fois les monomeéres activés en main, la
synthése des oligourées peut se faire en solution'?” ou sur support solide.!3?

Historiquement, |'utilisation de la synthese sur support solide dans I'équipe a
d’abord été réalisée a partir de monoméres activés protégés par un groupement Fmoc!?®
mais les faibles rendements obtenus, les problémes de sur-insertion des résidus et
I'incompatibilité de ces monomeres avec une assistance micro-ondes ont conduit a
I’abandon de cette stratégie. Une voie de synthese dite « Boc » a alors été développée en
utilisant la méme activation sous forme de carbamate de succinimide mais en remplacant le
groupement Fmoc par une protection Boc. Cette stratégie de synthése s’est montrée plus
stable et compatible avec I'assistance micro-ondes. Cette voie de synthése permet de
synthétiser des oligomeres avec des rendements corrects compris entre 15 et 35%, apres
purification par HPLC préparative, selon la taille et la composition de la séquence.

Toutefois, cette stratégie posséde elle aussi certaines limites. Elle nécessite I'usage
d’'une résine de type 4-Méthylbenzhydrylamine (MBHA) et donc un clivage final par
traitement a I'acide fluorhydrique. De plus, le lien urée formé par couplage du monomeére A
sur la résine MBHA n’est pas stable en présence d’acide trifluoroacétique et oblige
I'introduction du premier résidu sous forme de y-acide aminé (Figure 1.21).'%4

Pour ces raisons, le développement d’une nouvelle voie de synthése sur support
solide, compatible avec des résines acido-labiles (ex : Rink amide) a été mis au point par C.
Douat et al.!® Cette nouvelle stratégie repose sur le couplage sous assistance micro-ondes

de monomeres activés de type B dont I'amine est masquée sous la forme d’un azoture.

L'azoture est ensuite réduit sur support solide par une réduction de Staudinger en présence
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de trimethylphosphine (PMes) libérant ainsi I'amine nécessaire au couplage suivant (Figure

1.21).145
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Figure 1.21 : Schéma de synthése des oligourées sur support solide sous assistance micro-ondes en stratégie
Boc et en stratégie azoture.

c) Développement de séquences oligourées pénétrant les cellules capables de délivrer

un cargo

Précédemment, I'équipe a décrit de courtes séquences d’oligourées de 8 résidus,
mimes de peptides antibactériens. Ces foldaméres montrent un haut taux d’hélicité au
voisinage des membranes phospholipidiques et ont une activité antimicrobienne dont le
mécanisme implique une perméabilisation de la membrane des bactéries.!?® Ainsi, C. Douat
et al. ont envisagé de convertir ces séquences d’oligourées antimicrobiens en CPFs afin de
transporter des acides nucléiques. En effet, comme évoqué précédemment, il existe un lien
direct entre les séquences de certains peptides antimicrobiens (riches en lysines) et des

CPPs, leurs analogues ou les lysines ont été remplacées par des arginines. Pour cela, C. Douat
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et al. a choisi de combiner la distribution des chaines latérales des oligourées antimicrobiens
décrits précédemment avec les résidus clés du CPP LAHA4.

Ainsi, dans une étude réalisée en collaboration avec le Dr. Antoine Kichler de
I’Université de Strasbourg, sept oligourées ont été congus avec différentes chaines latérales
et différentes longueurs.'¥® Une premiére série (oligourées 1-4 ) a été préparée en
s’inspirant de la composition des séquences antimicrobiennes mais en y incorporant des
résidus de type histidine et des résidus de type arginine. Une deuxiéme série (oligourées 5-7
) a été synthétisée de facon a se rapprocher un peu plus de la composition du peptide LAH4
et comportait donc des résidus de type leucine et alanine pour la partie hydrophobe et des
résidus de type lysine et histidine pour la partie hydrophile. Tous ces oligourées ont été

synthétisés sur phase solide en utilisant la stratégie Boc (Figure 1.22).

= «/
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Figure 1.22: Séquences d’oligourées synthétisées pour la conception de CPFs d’oligourées.
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Avec ces composés en main, une étude par électrophorese a été réalisée afin de
déterminer la capacité de ces oligourées a complexer le plasmide de la luciférase. De cette
facon, la quantité nécessaire pour retarder la migration de I’ADN a été mesurée. Par la suite,
des tests d’expression de la luciférase ont été faits sur des cellules HEK293 en utilisant le
peptide LAH4 comme controle. Dans cette étude, les oligourées ont été utilisés seuls ou en
présence de 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DOPE) ou de ZnCl, des
additifs. Le DOPE est un lipide connu pour faciliter I'assemblage du complexe agent de
transport/acide nucléique et les ions Zn?* sont connus pour aider a la fusion du complexe
avec la membrane plasmique et a la libération du plasmide d’ADN une fois internalisé. '
Ces ions métalliques peuvent aussi se lier aux noyaux imidazoles des résidus de type
histidine et ainsi stabiliser la structuration en hélice. Ces expériences ont montré que les
composés 1-7 sont tous capables de retarder la migration de I’ADN sur gel d’agarose. En
revanche, ces oligourées présentent des efficacités trés variables pour I'expression de la
luciférase (Figure 1.23). Le composé 3 est le plus efficace pour acheminer le plasmide de la
luciférase (pLuc) dans les cellules HEK293. Son efficacité est accrue en présence de ZnCl; et
est similaire a celle de LAH4 (Figure 1.23). De maniére non anticipée, les composés 5-7 dont
les séquences ont été congues pour ressembler a celle de LAH4 n’ont montré aucune
capacité a transporter le plasmide pLuc. Ce premier résultat souligne I'importance de la
présence de résidus de type tryptophane et que deux résidus de type histidine sont

suffisants pour acheminer le géne dans le noyau et I’expression de la luciférase.

40



CHAPITRE 1

Conception de nouveaux mimes de peptide pénétrant les cellules et leurs applications thérapeutiques

a) [ CPF alone
1x10'° HEK293 M + DOPE
m +0.135 mm ZnCl,

Activé de la luciférase
RLU.s't.mg de protéine

& T3(9) 3(12) 3(147) 4(10.7)

d) HEK293

Activé de la luciférase
RLU.s't.mg1 de protéine
x
3,

AR R 4 O
FFFF SFEE o
Voole e QO FE 2
5=Q 4
nf.
e) =N
MRC5-V2 R
1x10° 5 - 2K
[
@ c
@2
= 5
2o 7
2:’ [x10" 4
o bo ]
SE gl
‘g—“n [x10° 3 lj|:J .
S o a
< 2 Y -
= x10° N S T | 23
© D ] - b
K
N A\ N P

Figure 1.23 : a) Transfection de pLuc dans des cellules HEK293 en présence de LAH4 et de différents oligourées
a plusieurs ratios massiques (CPF/ADN, entre parenthéses) sans ou avec additifs (0, 135 mM ZnCl, ou 3,3 ug
DOPE/ pg ADN). L'activité de la luciférase a été mesurée apres 28h d’incubation ; b) Gel d’électrophorése avec
pLuc (1 ug) et des quantités croissantes d’oligourées (1-20 pg); c) cryo-TEM du complexe Dim3/pluc; d)
Comparaison de I'efficacité de transfection de 3+ ZnCl,, 3-SH, LAH4 et Dim3; e) Efficacité de transfection
obtenue sur des cellules MRC5-V2; f) Expression de la GFP 48h apres transfection sur HEK293 avec des
complexes pGFP/DOTAP ou pGFP/Dim3.

Afin d’améliorer I'activité de l'oligourée 3, il a été envisagé de synthétiser un
oligomere plus long qui se rapprocherait de la longueur du peptide LAH4. Pour cela, un thiol
a été introduit du c6té N-terminale du composé 3, ce nouveau oligourée sera noté 3SH.
Celui-ci a ensuite été dimérisé via la formation d’un pont disulfure. Ce type de dimérisation
est connu pour améliorer I'assemblage du complexe foldamére/ADN. '*® De plus le lien
disulfure est bioréductible car la présence d’une forte concentration en glutathion dans le

milieu intracellulaire permet la réduction du pont disulfure et donc la libération du cargo
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dans le cytoplasme et une toxicité potentiellement diminuée (Figure 1.24)'%°. Le dimére

obtenu est appelé Dim3.

HNYNH,

a)

b)

NH NH
W NH | )
) I/ N [}
ns\/\NJLN TSNP NS TN U\./\)Lun, 3sH 90
I 1 i 1 1

N i i i
\E» A~ A N
NH

0,5 eq 2,2-dithiobis (S-nitropyridine)
NH,HCO; (20 mM), ACN/H,0

HNYNHI
NH NH
; SN C NS
SV\”)LHI/U\*/\U Uy Ay ”Y\)LNM,
N\) AN = A~

h+

70 -_3
—— Dim3

50

30

PRME (deg cm’ dmol ") x 1000

N NH,

Dim3 -30
190 200 210 220 230 240 250

™y
NH NH
D Ji i e
s\/\u,\L:1 Uy NNy U\g/\)LNHz

" i
\EV AN A AN
NH

Figure 1.24 : a) Représentation schématique de I'oligourée 3SH sa dimérisation pour former Dim3 ; b) Spectre
CD de 3 et de Dim3.

Des études de dichroisme circulaire ont été réalisées et prouvent que la
dimérisation est compatible avec le maintien de la structuration en hélice de I'oligourée
(Figure 1.24). Des mesures de DLS ont aussi été réalisées et montrent que la taille des
particules obtenues aprés complexation de I’ADN est de I'ordre de 100 nm en absence de
sels et de I'ordre de 700 nm en conditions salines (les complexes sont assemblés dans une
solution de NaCl). Des mesures de charges de surface ont révélé que ces particules étaient
chargées positivement ( + 30 mV). Enfin, des expériences de cryoTEM (cryo-microscopie
électronique a transition) ont montré que les objets obtenus étaient de forme globulaire et
de taille compris entre 100 et 200 nm (Figure 1.23.c).

Enfin, les tests d’expression de la luciférase témoignent que Dim3 surpasse
I’efficacité du composé 3 et a une efficacité comparable a celle du peptide LAH4 sans avoir
besoin d’ajouter d’additifs (DOPE ou ZnCly). Il est aussi intéressant de constater que le
composé 3SH est lui aussi actif sans additifs mais a une dose supérieure, ce qui suggere une
possible dimérisation de ce monomere au contact du plasmide. L'efficacité de transfection
de Dim3 a ensuite été testée sur d’autres lignées cellulaires (A549, MRC5-V2) en utilisant
LAH4 ainsi que deux agents de transfection commerciaux (DOTAP et PEI-25k) comme
contréle. Dans ces lignées cellulaires, Dim3 s’est montré aussi efficace que les contréles et sa
capacité de transfection a été confirmée par microscopie confocale en délivrant un plasmide

permettant I'expression de la GFP (Green Fluorescent Protein). On peut voir sur les images
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de microscopie que le niveau d’expression de la GFP est supérieur apres transfection par
Dim3 qu’apreés transport du plasmide par le DOTAP (Figure 1.23). Des tests de cytotoxicité
ont aussi été réalisés en utilisant le test au MTT : 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl-
tetrazolium bromure, et les résultats ont été comparés a ceux du DOTAP et du PEI-25k. Dim3
ne présente aucune toxicité apparente alors que le DOTAP induit 8% de mortalité cellulaire.
Cette étude a été complétée par des tests de réponse au pH. En effet, il a été montré dans le
cas des PEI que Il'utilisation d’un inhibiteur spécifique de I’acidification des endosomes tel
que la concanamycin A, diminue de fagon significative I'efficacité des PEls. L’utilisation de
concanamycin A en présence de Dim3 a conduit a une chute de |'efficacité d’un facteur 13 a
15. Ceci souligne donc I'importance de la protonation des résidus de type histidine dans le
mécanisme d’internalisation de ces CPFs d’oligourées.

En conclusion, cette étude a permis de concevoir une premiére génération de CPF
d’oligourées de faible toxicité et de charge modérée, capable de transporter des plasmides
d’ADN dans différentes lignées cellulaires. Il a aussi été montré que la dimérisation de
I'oligourée via un pont disulfure permet 1) d’amplifier la complexation de I’hélice 2,5
d’oligourée avec les acides nucléiques et 2) de faciliter la délivrance du cargo dans la cellule
par un mécanisme redox. L’assemblage ainsi obtenu que I'on appellera « foldaplexe »
montre une grande efficacité de transfection pour I'expression de genes, comparable a celle
obtenue avec les PEI, le DOTAP et le peptide LAH4.!46
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5) Objectifs de la these

Des expériences préliminaires menées en collaboration avec le Dr. Antoine Kichler
du laboratoire de Conception et Application de Molécules Biologiques a la faculté de
Pharmacie de Strasbourg ont montré que I'oligourée 3 présente une efficacité de transport
de plasmide d’ADN similaire a celle du peptide LAH4. L’objectif principal de cette these a été
d’étudier 'activité de foldameres a base d’urées en tant que nouvel agent de transport de
biomolécules dans les cellules. Une premiere étude pour le transport de plasmide d’ADN a
permis d’identifier un nouveau CPF présentant une efficacité de transport améliorée dans un
milieu riche en serum. Puis, plusieurs modifications chimiques ont été envisagées pour
étendre les propriétés de transport des CPFs a base d’urées a d’autres acides nucléiques. En
particulier, nous nous sommes intéressés a acheminer de petits ARNs interférent (siARN)
dans diverses lignées cellulaires. 1l a été montré que I'utilisation de ces petits ARN permettait
de bloquer I"'expression d’une protéine cible. Cette nouvelle stratégie pharmaceutique est
aujourd’hui en plein essor et plusieurs systémes de transport sont actuellement en phase
d’évaluation thérapeutique (polymeres et lyposomes cationiques). Enfin, nous nous sommes
aussi intéressés au transport de protéines d’intérét thérapeutique. Afin d’accroitre la
diversité chimique de nos CPFs, I'insertion de nouveaux motifs aux extrémités des séquences
oligourées ont été envisagées. De plus, de nouvelles méthodologies de synthese des CPFs
oligourées ont été développées. La synthese ainsi que I’évaluation de I’activité in vitro de ces
CPFs ont été réalisés au cours de la thése et seront présentés dans ce manuscrit.

En parallele, de ce projet de transport de biomolécules, nous nous sommes
intéressés a moduler I'hélicité des foldameres d’oligourées afin d’étendre leur champ
d’applications. Pour cela, nous avons étudié la plasticité de I’hélice d’oligourée en préparant
des macrocycles a base d’urées. La synthese et I'étude conformationnelle en solution de ces
nouveaux macrocycles seront décrites dans le troisieme chapitre. Enfin, nous avons aussi
étudié la dynamique de I'hélice oligourée et la possibilité d’induire un sens d’hélicité par

reconnaissance d’anion.
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Evoquée précédemment dans le chapitre 1, la conception de structures
amphipatiques d’oligourées a conduit a de bonnes activités de transport de plasmide d’ADN
dans différentes lignées cellulaires (HEK293, A549, MRC5-V2). Parmi les oligourées testées,
le composé 3 possede l'activité la plus intéressante. Par la suite, il a été établi que
I'introduction d’une fonction thiol terminale (composé 3SH) permettait une rapide
homodimérisation du foldamére qui 1) améliore la formation du complexe foldamére/pADN
(appelé foldaplexe) et 2) permet un relargage efficace du cargo une fois dans la cellule ou le
pont disulfure sera réduit par le glutathion présent dans le milieu intracellulaire. Dans ce
chapitre, le composé 3SH sera renommé OL1 pour plus de clarté. La structuration en hélice-
2,5 de l'oligourée OL1 et de son dimére (Dim1) a été confirmée par dichroisme circulaire
dans un tampon aqueux. De plus, le CPF Diml posseéde une efficacité de transfection
similaire a celle du peptide contréle LAH4 et a d’autres agents de transfection comme le PEI
ou le DOTAP.! Ces résultats ont donc constitué le point de départ de ce travail de thése sur la
conception de nouveaux foldameres d’oligourées dérivants de la séquence d’OL1 répondant
a trois objectifs différents.

Tout d’abord, de nouvelles séquences oligourées monomériques ou dimériques ont
été congues dans le but de maximiser I'assemblage du complexe foldamére/pADN. Ensuite,
ce projet de recherche s’est focalisé sur le transport de petits ARN interférents (siARN). Il a
été montré que ces petits ARN permettaient de bloquer I'expression d’une protéine cible.?
Cette nouvelle stratégie thérapeutique est aujourd’hui en plein essor et plusieurs systemes
de transport sont actuellement en phase d’évaluation thérapeutique (lyposomes
cationiques, vecteurs polymériques).> Enfin, nous nous sommes également intéressés a
I"utilisation de ce type d’architecture pour le transport intracellulaire de protéines d’intérét
thérapeutique. En effet, ces vingt dernieres années, les protéines thérapeutiques ont connu
un succes important en tant qu’outil de recherche et sont parmi les classes de médicaments
les plus dynamiques. Par conséquent, développer des agents de transport capables
d’acheminer des protéines fonctionnelles actives dans les cellules constituerait un outil
puissant tant pour la recherche fondamentale qu’appliquée.

Ainsi, en collaboration avec I’équipe du Dr. Antoine Kichler du laboratoire de
Conception et Application de Molécules Bioactives a la faculté de pharmacie de I’Université
de Strasbourg, de nouveaux foldameres d’oligourées ont été développés afin de répondre a
ces trois objectifs. Ces composés ont ensuite été testés in vitro afin d’étudier leur potentiel

de transport de biomolécules.
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1) Conception d’un nouveau systeme hybride foldameére-peptide :

adressage cellulaire et stabilité accrue en milieu biologique

Afin de diversifier la composition de nos diméres d’oligourées et de potentiellement
améliorer leur capacité a transporter des plasmides d’ADN dans les cellules cibles, nous
avons décidé de combiner la séquence de l'oligourée OL1 avec un pseudo-peptide
multivalent riche en résidus arginine, appelé NCL (Figure I1.1). Pour cela un analogue d’OL1 a
été utilisé ou la position de la fonction thiol terminale a été déplacée du c6té N-terminal vers
le coté C-terminal pour des raisons purement synthétiques. Dans ce chapitre, cet analogue
sera nommé OL1in et son homodimere Dim1iny. OL1iny @ donc été couplé a NCL via un pont
disulfure pour former I’hétérodimére Dim2 (Figure 11.1). Le pseudo-peptide NCL a été décrit
dans la littérature comme étant capable de se lier aux nucléoprotéines de la surface

cellulaire et notamment a la nucléoline.*?
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Figure 1.1 : Représentation de la répartition spatiale des résidus sur la projection d’une hélice 2,5 d’oligourée
et formule chimique de a) 1% génération de CPF a base d’urées : homodimére Dim1 et son analogue Dim1;,, et
b) 2" génération de CPF : hétérodimére foldamére-NCL 3 base d’urées Dim2.
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La nucléoline est une protéine de 76 kDa qui joue un réle clé dans différents
processus cellulaires tel que la transcription, le transport d’ARNr, la réplication et la
recombinaison d’ADN.S La nucléoline est aussi un récepteur a la surface cellulaire ou elle est
associée a 'actine du cytosquelette et joue le réle de transporteur entre le cytoplasme et le
noyau. De plus, elle est surexprimée a la surface des cellules endothéliales activées et dans
différents types de cellules cancéreuses.” Plusieurs études récentes ont rapporté I'intérét
d’utiliser des ligands de la nucléoline (i.e 'aptamére AS1411,° le peptide F3 ciblant les
cellules tumorales’ ou des pseudo-peptides multimériques>®) comme anticancéreux mais
aussi comme agent de transport intracellulaire.

Ainsi, I’hétérodimeére hybride Dim2 (Figure 11.1) a été assemblé en solution a partir
de deux fragments thiols et sa capacité de transport a été évaluée in vitro. Dans un premier
temps, la synthése supportée du fragment thiol oligourée et des peptides controles ainsi que
I’assemblage en solution des dimeres seront décrits. Puis les résultats d’activité in vitro de
I’hétérodimere Dim2 seront présentés en comparaison avec des CPP connus, et les
homodiméres d’OL1in et de NCL appelés respectivement Dim1li, et Dim3” (*attention ce
composé est différent du Dim3 évoqué dans le chapitre 1 qui avait été nommé ainsi dans le
papier cité, ici les composés ont été nommés par ordre d’apparition).

Cette étude a d’abord été initiée par le Dr. Céline Douat puis m’a été confiée car elle

répondait aux objectifs de ma theése.

a) Développement d’une résine de type cystamine pour la synthése de CPF

Le premier volet de ce projet a consisté a synthétiser sur support solide I'oligourée
OL1;. Pour cela, différentes stratégies étaient disponibles au laboratoire (stratégie de type

Boc et azoture c.f chapitre 1).

HN._NH,
H Y
N NH
< NH lN/>
o} o o} o} o}
H H H H H H H H
)\NJLNI/N NV\NJLN N NV\NJLN N NV\NJLN N N\/\NJLN/\/
H H b i H H bl i H H b : H H b : H H
o o = o _~
N N N\H N
[
N
H OL1;,,

Figure 11.2: Structure chimique d’OL1iny.
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La séquence de I'oligourée OL1Lin (Figure 11.2) differe de celle du composé OL1 utilisé
dans la premiere génération de CPF (Figure 1l.1), par la position de l'urée cysteamine
terminale. En effet, celle-ci a été déplacée du c6té N- vers le c6té C-terminal pour faciliter la
synthése de I'oligourée par stratégie Boc en évitant d’avoir recours a un clivage final a I'HF.
De plus, la stratégie Boc a été préférée a la stratégie azoture car jusqu’a présent le
monomeére activé de type histidine (His") n’est accessible qu’avec une protection Boc.’ La
synthése sur support solide par stratégie Boc est une méthode robuste qui permet de
synthétiser des oligourées avec de bons rendements et une pureté élevée.'’!? Toutefois,
cette stratégie possede certaines limites. D’une part, elle nécessite I'emploi d’une résine de
type 4-Methylbenzhydrylamine (MBHA) et donc un clivage final a I’acide fluorhydrique (HF).
Elle nécessite aussi le couplage du premier résidu sous forme de y-acide aminé car un lien
urée directement introduit sur la résine n’est pas stable au TFA. Pour ces différentes raisons,
une nouvelle approche de syntheése sur support solide, compatible avec la stratégie Boc a
été développée au cours de ma these.

Cette nouvelle stratégie repose sur I'emploi d’une résine MBHA équipée d’un linker
de type cystamine qui pourra étre clivé en conditions réductrices pour libérer I'oligourée
avec une fonction thiol C-terminal. Cette nouvelle stratégie permet non seulement d’éviter
d’avoir recours a un clivage final a I’'HF mais, elle évite aussi I'utilisation d’un y-acide aminé
en premiére position. Le linker cystamine fonctionnalisé sous forme d’urée étant stable aux
conditions TFA. Une résine équipée d’un linker de type cystamine a déja été décrite dans la
littérature.'3 Ici, il a été supposé que la nouvelle résine (R1) serait compatible avec une
irradiation micro-ondes et serait stable a |'utilisation de TFA nécessaire pour la déprotection
du groupement Boc.

Pour préparer la résine R1, le linker L1 a initialement été synthétisé en solution
(Figure 11.3). La cystamine commerciale a tout d’abord été monoprotégée par un
groupement Boc pour former I'intermédiaire L1a qui a ensuite été mis a réagir en présence

d’anhydride succinique et de DMAP pour former le linker L1 avec un rendement de 79%.
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Figure 1.3 : Schéma de synthese du linker L1.

La résine R1 a ensuite été préparée en réalisant un couplage peptidique sous
irradiation micro-ondes du linker L1 sur la résine commerciale MBHA (Figure I1.4.3).
L'introduction du linker L1 sur la résine MBHA a été controlée en réalisant un test
colorimétrique (i.e test Kaiser). On peut noter que cette nouvelle méthodologie permet de
réaliser une fonctionnalisation totale de la résine.

Une fois la résine R1 en main, des étapes de couplages/déprotections itératives des
différents monomeéres (M) portant des chaines latérales de type valine (MV), tryptophane
(MW), ornithine (M©) et histidine (M") ont été effectuées en conditions standard et sous
irradiation micro-ondes (Figure 11.4.a). Puisque cette nouvelle méthodologie de synthése ne
nécessite pas I'utilisation d’HF, les groupements protecteurs des chaines latérales utilisés
habituellement en stratégie Boc ne peuvent pas tous étre employés. Par exemple, les résidus
de type arginine sont habituellement protégés par un groupement tosyl en stratégie Boc, qui
est déprotégé lors du clivage a I'HF. Ici, une alternative a donc d0 étre envisagée pour
I'introduction du résidu Arg". Un résidu de type ornithine protégé par un groupement Alloc
sur 'amine de la chaine latérale (M°) a donc été introduit en position b de I'oligourée
comme précurseur du résidu Arg". Une fois I’élongation de chaine terminée, I'intermédiaire
supporté OLlinsb a été traité par du Pd(Phs)s en présence de phénylsilane sous atmospheére
inerte pour enlever le groupement Alloc de I'Orn" et permettre la guanidinylation en
utilisant le 1-amido-pyrazole hydrochloride (1) pour former I'intermédiaire OL1invc (Figure
[I.4.3). Aprés déprotection du tosyl des noyaux imidazoles des His* par de
I’hydroxybenzotriazole (HOBt), I'oligourée OL1iny a été détachée de la résine par réduction
du pont disulfure en présence de dithiothréitol (DTT) en milieu basique et a été obtenue
avec un rendement de 13% aprés purification sur RP-HPLC préparative (Figure 11.4.a). Le

chromatogramme HPLC du produit brut (Figure 11.4.b) révéle une pureté de 45%.
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Figure 11.4 : a) Schéma de synthése de I'oligourée OL1in, sur support solide sous assistance des micro-ondes en
stratégie Boc avec la nouvelle résine R1 ; b) Chromatogramme HPLC du produit brut OL1i,. Conditions HPLC :

(30-70% CH3CN (+0,1% TFA) dans H,O (+0,1% TFA) en 10 min, A = 200nm).

Synthése automatisée sur support solide de la version « cystéine » du peptide LAH4

Les peptides LAH4 (séquence: KKALLALALHHLAHLALHLALALKKA) et LAH4-L1

(séquence : KKALLAHALHLLALLALHLAHALKKA) sont des peptides cationiques amphipatiques

de synthese qui ont montré une grande capacité in vitro a délivrer des plasmides d’ADN dans

différentes lignées cellulaires.'*!> Ces peptides ont été choisis comme contrdle positif dans
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cette étude car ils sont parmi les CPPs les plus efficaces décrits dans la littérature.!>'® Notre
collaborateur, le Dr Antoine Kichler, avait déja dans son laboratoire les peptides de contréles
LAH4 et LAH4-L1. Cependant, I’hétérodimere composé du peptide LAH4 et de NCL (Dim4) a
aussi été préparé afin de comparer son activité avec celle de I’hétérodimere Dim2. Pour cela,
il a fallu introduire une fonction thiol terminale sur le peptide LAH4. La séquence de LAH4 a
été allongée en position N-terminale par un résidu cystéine permettant la conjugaison a NCL.

La synthése de ce peptide Cys-LAH4 (Figure 11.5) a donc été réalisée au cours de ma thése.

NHZ”\)LHIKN\)LK;\)LJ\W\)LJ\WN\)L HJ¢J$¢§~J$¢&~J&(~J{JJ\WM

NM2 Cys-LAH4 NHZ

Figure I1.5 : Structure chimique du peptide Cys-LAH4.

La synthese du peptide Cys-LAH4 a été réalisée en utilisant la stratégie Fmoc
classiquement utilisée en synthése supportée sur la résine commerciale Rink amide MBHA.
Cette synthése a été faite sur un synthétiseur micro-ondes automatique, le Liberty-Blue
commercialisé par CEM qui permet une haute reproductibilité des cycles de
couplages/déprotection et pilote I'ajout des différents réactifs ainsi que les étapes de lavage
tout au long de la synthese.

Lors d’un premier essai, la synthése a été réalisée en suivant les recommandations
par défaut de CEM. Les couplages itératifs des acides aminés protégés N-Fmoc ont été
réalisés deux fois de facon systématique en présence de diisopropylcarbodiimide (DIC) et
d’éthyl-2-cyano-2-(hydroximino)acétate (Oxyma) comme agents de couplage sous irradiation
micro-ondes a 75°C et 30 W pendant 5 min. Une fois I’élongation de chaine terminée, le
peptide a été détaché de la résine en utilisant un « cocktail de clivage » composé de
TFA/TIS/H,0/EDT (92,5 :2,5 :2,5 :2,5; v/v/v/v). Le peptide a ensuite été précipité en utilisant
de I’éther froid et le brut réactionnel a été analysé par RP-HPLC analytique. L’analyse HPLC a
révélé un trés grand nombre d'impuretés et la présence du peptide attendu n’a pu étre
identifiée (Figure 11.6.a).

Nous avons donc décidé de répéter la synthése supportée en utilisant d’autres
conditions de couplages. Au lieu d’utiliser un agent de couplage in situ de type carbodiimide,
nous  avons utilisé le N,N,N’,N’-tetraméthyl-O-(1H-benzotriazol-1-yl) uronium
hexafluorophosphate (HBTU) un réactif de couplage de type uronium associé a du 1-

hydroxybenzotriazole (HOBt), classiquement utilisé pour réduire les risques d’épimérisation
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au cours des cycles de couplage. De la diisopropyléthylamine (DIEA) a été utilisée comme
base au cours des réactions de couplage. Les étapes de couplages ont été réalisées sous
irradiation micro-ondes a 75°C, 30 W pendant 5 min, a I’exception des résidus histidines qui
ont été couplés a 50°C, 30W pendant 10 min. Chaque couplage a été répété une seconde
fois de facon systématique. Aprés clivage du peptide dans les mémes conditions que celles
décrites précédemment et précipitation a I’éther, le chromatogramme RP-HPLC du brut
réactionnel a révélé la présence d’un pic majoritaire avec une pureté supérieure a 80%
(Figure 11.6.b) dont I'analyse par LC-MS a permis de confirmer qu’il correspondait au peptide

Cys-LAHA4.
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Figure 1.6 : Chromatogramme HPLC du produit brut de cys-LAH4 aprés syntheése sur support solide
automatisée en utilisant a) DIC/oxyma ou b) HBTU/DIEA. Conditions d’HPLC : (10-100% CH3CN (+0,1% TFA) dans
H,0 (+0,1% TFA) en 10 min, A = 200nm).

La synthese de Cys-LAH4 a ainsi été optimisée et le peptide a pu étre isolé par RP-

HPLC préparative avec un rendement global de 35%.
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c) Homo- et Hétéro-dimérisation des séquences CPF et CPP en solution

i) Synthése des dimeéres d’oligourées

La dimérisation des oligourées via la formation d’un pont disulfure est une méthode
rapide et efficace pour allonger une séquence sans avoir recours a des couplages
supplémentaires. De plus, il a été montré que cette dimérisation améliore I'efficacité de
transfection des CPFs & base d’urées.! Une premiére méthode de synthése de ces
homodimeres a été employée précédemment en activant le soufre terminal par
I'intermédiaire d’un nucléophile relais de type Bis(5-nitro-2-pyridyl) disulfide (NPys), en
milieu tamponné.! Dans le cadre de ce projet, cette méthode a été utilisée pour former le
dimére Dimlin, (Figure I1.7). Celui-ci a été obtenu avec un rendement de 54% apres

purification sur RP-HPLC préparative.
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Figure 11.7: Schéma de synthése du composé Dim1i,, 3 partir de OL1iny.

L’homodimere Dim3 a quant a lui été synthétisé par oxydation au DMSO. En effet,
I’oxydation de thiols en pont disulfure peut se faire par une oxydation a I’air (comme c’est le

cas dans la synthése de Dim1i,) ou bien par une oxydation au DMSO. Pour cela, le composé
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NCL (acheté a la société PolyPeptide) est dissous dans un tampon phosphate (0,1 M, pH 7,5)
contenant 15% de DMSO et la réaction est laissée sous agitation durant 48h et suivi par
HPLC. Cette voie de synthese a permis d’obtenir le dimere Dim3 avec un rendement de 72%
apres purification sur RP-HPLC préparative.

En ce qui concerne la synthése des hétérodimeres, celle-ci doit se faire en deux
étapes. Tout d’abord, le thiol d’'un des deux monomeres est activé en présence d’un exces
de (NPys), dans un milieu tamponné (tampon NH4OAc 50 mM, pH 7,5), I'activation est alors
suivie par HPLC. Une fois celle-ci terminée, I'excés de (NPys), est extrait a l'aide de
dichlorométhane et une solution du second monomére (non activé) est ajoutée. La
dimérisation est elle aussi suivie par HPLC et permet d’obtenir efficacement I’"hétérodimere
souhaité. Aprés une mise au point nécessaire sur petite quantité afin de déterminer quel
monomere activé conduisait au meilleur rendement, les deux hétérodimeéres d’intéréts ont
pu étre préparés. En effet, nous avons pu observer que les rendements varient en fonction
de la nature du monomere activé. Cette optimisation sur petite quantité a donc été
nécessaire pour optimiser le rendement. Cette voie de synthése a permis d’obtenir
I’hétérodimere Dim2 avec un rendement de 12% et I'hétérodimere Dim4 avec un
rendement de 20% apres purification sur RP-HPLC préparative. Cette méthode de pré-
activation permet de favoriser la formation de [I’hétérodimere au détriment des

homodiméres (Figure 11.8).!7
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Figure 11.8: Schéma de synthése des hétérodiméres Dim2 et Dim4.

ii)  Etude conformationnelle en solution du dimére Dim2 par dichroisme circulaire

L’étude du repliement de I'oligourée OL1 et de son dimere Dim1 avait été faite par
dichroisme circulaire (CD) lors de I’étude de la premiére génération de CPF comme expliqué
dans le chapitre 1. Les hélices-2,5 des oligourées ont une signature CD caractéristique avec
un maximum positif d’ellipticité molaire aux environ de 205 nm.!® Ici, des expériences de CD
ont été réalisées pour confirmer la structuration en hélice-2,5 de la portion oligourée du
dimére Dim2. Les spectres CD ont été mesurés soit dans les conditions de transfection (150
mM NaCl) soit dans un tampon phosphate (40 mM, pH 7,4) (Figure 11.9). Les analyses CD
indiquent que I’hétérodimeére Dim2 possede un signal positif intense a 205 nm et cela quel
gue soit le milieu alors que le monomeére NCL ne montre aucun signal a cette longueur
d’onde. De plus, NCL ne présente pas de signal caractéristique d’une structuration connue
(hélice-a. ou feuillets-B). Ce résultat est contraire a celui attendu puisque le peptide
multivalent NCL posséde des résidus Aib dans son squelette qui ont été introduits pour
favoriser sa structuration en hélice-a. Ces résultats CD permettent donc d’affirmer que la
portion urée de Dim2 adopte une conformation en hélice-2,5. En comparant les spectres CD
de Dim2 et OL1iny, on peut remarquer que le signal caractéristique de 'urée a 205 nm est
plus intense pour Dim2 que pour OL1in. Ceci suggere que I’hélice-2,5 est stabilisée par la

dimérisation avec le ligand NCL.
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Figure 11.9: Comparaison des spectres CD des composés Dim2, OL1i,, et NCL mesurés (a) dans une solution de
NaCl et (b) dans un tampon phosphate a pH 7,4 (40 mM).

d) Détermination des propriétés de transfection des nouvelles architectures
foldameres et peptidiques

i) Formation du complexe Dim2/ADN et étude de la capacité de transport de Dim2

Dans un premier temps, des expériences de gel retard ont été réalisées afin de
déterminer la capacité du composé Dim2 a former un complexe avec un plasmide d’ADN (ici
le plasmide permettant I'expression de la luciférase : p-Luc) (Figure 11.10). Pour une quantité
fixée d’ADN, des quantités croissantes en hétérodimere Dim2 ont été utilisées et le composé
Dim1 a été choisi comme controle positif. Le gel révele que Dim2 est capable de fortement
interagir avec I’ADN puisque I’'on observe une perte totale de la migration de p-Luc a un ratio
massique Dim2/p-Luc égal a 1 (Figure 11.10). De plus, le marquage de I’ADN n’est plus visible
ce qui prouve la force de I'interaction entre le foldameére et p-Luc. La valeur obtenue pour le
controle positif Dim1l est en accord avec les données précédemment décrites dans la

littérature.!
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Figure 11.10 : Gel retard réalisé avec un quantité fixe de plasmide d’ADN (p-luc) et une quantité croissante de
I’hétérodimére Dim2. Le ration massique Dim2/pADN est indiqué au-dessus de chaque dépot. Diml;,, a été
utilisé comme contrdle positif.

Des tests de transfection ont ensuite permis de déterminer la capacité du nouveau
CPF Dim2 a transporter ’ADN dans les cellules ciblées. Les composés Dim1, Dim1i,, et Dim3
ont aussi été étudiés (Figure 1l.11.a). La capacité de transport des différents vecteurs a été
déterminée en utilisant le plasmide exprimant la luciférase (pLuc) comme géene rapporteur
dans la lignée cellulaire HEK293 (cellules embryonnaires rénales humaines). La luciférase est
une enzyme a l'origine du phénomeéne de bioluminescence. Aprés ajout de son substrat (la
luciférine), la luciférase catalyse la réaction de bioluminescence en oxydant la luciférine en
présence d’oxygene. Cette oxydation fait passer la luciférine d’un état stable a un état
électronique excité et instable. En retournant a son état stable, la luciférine émet un photon
qui produit une lumiére jaune-verte. Cette lumiére est facilement quantifiable par
luminescence et le géne exprimant la luciférase peut donc servir de gene modele pour
évaluer la capacité d'un vecteur a délivrer de I’ADN. Ici, le CPF Diml et le N,N,N-
triméthylammonium méthylsulfate (DOTAP), un vecteur lipidique cationique, ont été choisis
comme contrdles positifs.

Tout d’abord, les complexes vecteurs/ADN ont été préparés en mélangeant une
quantité définie d’ADN (1,5 pg) a une quantité étudiée de vecteur dans une solution de NaCl
(150 mM). Les complexes d’ADN ont ainsi été préparés a différents ratios molaire N/P (i.e le
ratio entre la quantité molaire d’amines cationiques présentes dans le vecteur et la quantité
molaire de phosphates anioniques portés par I’ADN). Ce ratio correspond donc a un ratio de

charges et est calculé de la fagon suivante :

N n(vecteur)(mol) - nombre de charges positives du vecteur

P m(ADN)(ug) = 3,0 E~°

Ou n(vecteur) correspondant au nombre de moles du vecteur, m(ADN) correspondant 3 la

masse d’ADN utilisée en ug (car 1 ug d’ADN contient 3 nmol de phosphates).
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Ces complexes se forment par interaction électrostatique entre les résidus chargés
positivement du vecteur et les phosphates chargés négativement de I’ADN. Il aussi possible
que les liens urées soient impliqués dans la reconnaissance des acides nucléiques car il a été
montré que I'urée est capable de reconnaitre des phosphates!??? mais le role spécifique des
urées dans les complexes ADN/CPF n’a pour I'instant pas été démontré. Aprés 20 min, les
complexes ont été dilués avec du milieu de culture et le milieu enrichi en foldaplexe a été
déposé sur les cellules. Apres incubation des cellules pendant 2,5 heures a 37°C, le milieu a
été remplacé par un milieu cellulaire frais contenant du sérum. L’activité de la luciférase a
été mesurée 24 a 48 heures plus tard apres avoir lysée les cellules. Chaque expérience a été
effectuée plusieurs fois, et des triplicats ont été faits de fagcon systématique. Si pLuc a bien
été internalisé dans le noyau, alors la cellule sera capable de produire de la luciférase et
celle-ci pourra étre quantifiée. Sauf mention exceptionnelle, toutes les expériences de

transfection décrites dans cette these ont été réalisées en suivant le méme protocole.
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Figure I1.11 : Evaluation de I'efficacité de transport du plasmide de la luciférase (pLuc) par différents vecteurs
peptidiques ou CPF a une quantité fixe en ADN (1,5 pg) et des quantités croissantes en vecteurs, pour
différents ratios N/P. L’activité de la luciférase a été mesurée 24-48h apreés la transfection. L'efficacité de
transport est exprimée en unité de lumiére par seconde et par mg de protéines, les résultats présentés
correspondent aux moyennes des triplicats. Ici, seules sont reportées les conditions ayant données le meilleur
résultat. L'ensemble des conditions testées sont décrites dans la partie expérimentale (Figure V.24 et Figure
PE.25). Les masses (ug) des composés utilisés dans ce test et les ratios de charges vecteur/ADN (N/P) sont
indiqués entre parentheses. (a) Transfection de cellules HEK293 avec pLuc en présence de DOTAP et de 4
dimeres Dim1, Dim1;,, Dim3 et Dim2 ; (b) transfection de cellules MRC5-V2 en présence de DOTAP, PEIl ou
Dim2 en présence (#) ou absence de concanamycin A (15 nM); (c) transfection de cellules MDA-MB-231 en
présence de DOTAP, PEI ou Dim2 et (d) comparaison de I'efficacité de transfection de Dim2 par rapport a des
CPP de référence (Vpr55-82, LAH4 et LAH4-L1).

Ces premiers résultats montrent que Dim2 transporte efficacement pLuc dans la
lignée HEK293 avec un niveau d’expression de la luciférase similaire a celui obtenu avec le
lipide DOTAP et supérieur a celui de Diml1l. On peut noter aussi que malgré un poids
moléculaire plus élevé (MW = 4842 g.mol™? pour Dim2 contre 2899 pour Dim1), le ratio de
charges N/P de Dim2 reste inférieur a celui de Dim1 avec une valeur optimale de N/P égale a
3 pour Dim2, et a 3,7 pour Dim1. Ce résultat est particulierement intéressant car un faible

ratio de charges limite le risque de cytotoxicité et le risque d’engendrer une potentielle
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réponse immunitaire. Cela réduit aussi la possibilité que du foldamere non complexé soit
présent dans le milieu cellulaire. De plus, si I'on compare I'activité de Dim1 et Dim1iny, On
peut conclure que déplacer la fonction thiol du N- terminal vers le C- terminal n’'impacte pas
I’efficacité de transfection du CPF. Le composé Dim3 correspondant a I'homodimeére du
ligand NCL ne démontre quant a lui qu’une faible activité de transfection (1000 fois
inférieure a celle de Dim2). Ce résultat souligne donc I'importance de la portion urée et son
réle clé pour le transport de pLuc par Dim2 (Figure 11.11.a).

Afin de confirmer ces premiers résultats, des tests de transfection ont été réalisés
dans deux autres lignées cellulaires humaines : des fibroblastes MRC5 immortalisés par le
virus a ADN SV40 (MRC5-V2) et une lignée cellulaire de cancer du sein (MDA-MB-231). Ici, en
plus du DOTAP, le polymere cationique 25 kDa b-PEI qui est aujourd’hui I'un des meilleurs

21-26 3 été utilisé comme contréle positif

vecteurs cationiques décrits dans la littérature,
(Figure I1.11.b et 1.11.c). Ces expériences confirment |'efficacité de transfection du CPF Dim2
et soulignent qu’il est aussi efficace que les deux agents de transport commerciaux (DOTAP
et b-PEl) avec de faible ratios N/P compris entre 1,5 et 3 selon la lignée cellulaire étudiée.
Des expériences ont ensuite été répétées sur la lignée cellulaire MDA-MB-231 afin
de comparer I'activité du CPF Dim2 avec des CPPs (LAH4,?” LAH4-L1%8 et Vpr55-82%°0). Dim2
surpasse |'efficacité des trois CPPs avec un ratio N/P de 1,5, qui est inférieur a celui des trois
CPPs étudiés (ratio N/P allant de 2 a 6,6 pour les CPPs) (Figure 11.11.c). Enfin, si I'on regarde
I"activité de I’hétérodimere Dim4, correspondant a I'hétérodimere composé du peptide
LAH4 et du ligand NCL, on constate que celui-ci est moins actif que le peptide LAH4 seul
(Figure 11.11.d). Ce dernier résultat souligne encore une fois I'importance de la portion urée

dans I'efficacité de transfection de I’hétérodimeére Dim2.

ii) Etude du mécanisme d’internalisation du nouveau CPF Dim2

Comme évoqué dans le chapitre 1, le principal mode d’internalisation des CPPs est
la voie d’endocytose. L'efficacité du transport d’acides nucléiques dans les cellules dépend
donc de la capacité du vecteur a sortir de I’endosome afin de libérer son cargo dans le
cytoplasme. Dans le chapitre 1, on a évoqué I'importance de I'acidification des endosomes
pour permettre la libération du foldaplexe (c.f effet éponge a protons chapitre 1).

Afin d’étudier le mode d’internalisation du CPF Dim2, I'expression de la luciférase a
été mesurée apres inhibition de I'acidification des endosomes par la concanamycin A (un
antibiotique connu comme étant capable d’inhiber les V-ATPase, responsables de I'afflux de

protons dans I’endosome).3! En présence de concanamycin A, I’efficacité du b-PEl et celle du
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dimere Dim2 sont toutes les deux diminuées d’un facteur 1000 alors que I'activité du DOTAP
n‘est pas affectée (Figure I1.11.b). Ces résultats soulignent donc l'importance de
I'acidification des endosomes et donc de la protonation des résidus His" dans
I'internalisation du CPF Dim2. Ce résultat est en accord avec I’étude réalisée sur la premiere

génération de CPF, le dimére Dim1.

iii)  Caractérisation physico-chimique des foldaplexes

Des analyses par DLS (Diffusion dynamique de la lumiéere) ont été faites afin de
déterminer la taille des complexes de seconde génération CPF/ADN et leur charge de
surface. Lorsque les complexes ont été préparés en absence de sels, la majorité des
particules ont montré une taille d’environ 100 nm similaire a celle décrite pour le dimere
Dim1.! Cependant, pour favoriser les assemblages, la préparation des assemblages
s’effectue en milieu salin a une concentration de 150 mM en NaCl. Les expériences de DLS
dévoilent qu’en milieu salin, les foldaplexes forment de plus grosses particules ayant une
taille 10 fois plus grande que dans I’eau pure (environ 1000 nm). La présence de sel induit
donc une agrégation des particules. La charge de surface des complexes a quant a elle été
déterminée en mesurant le potentiel zeta des complexes. Cette mesure a été faite au ratio
optimale de N/P (N/P = 2,7). A ce ratio, les foldaplexes montrent un zeta potentiel positif de

+27mV. Cette charge globale positive permet donc I'internalisation du complexe Dim2/ADN.

iv)  Détermination de I’efficacité de transport en milieu enrichi en sérum

Pour examiner d’avantage la capacité de transport de génes du nouveau CPF Dim2,
des études de transfection ont été réalisées dans un milieu enrichi en sérum, afin d’étudier
la stabilité du complexe dans un milieu qui se rapproche des fluides biologiques en vue de
potentielles futures études in vivo. En effet, des études préliminaires sur des séquences
d’oligourées proches de celles d’OL1 ont montré une stabilité des composés a la
protéolyse.!? Ces résultats ont donc conduit & envisager que les CPFs a base d’urées
pourraient étre stables en milieu enrichi en sérum. Des tests de transfection ont donc été
faits dans un milieu cellulaire contenant jusqu’a 50% de sérum foetal bovin. Cette nouvelle
étude a elle aussi été effectuée sur les trois lignées cellulaires mentionnées plus haut. Les
agents de transfection DOTAP, b-PEl, LAH4 et Dim1 ont eux aussi été inclus dans cette étude
(Figure I1.12.a et 11.12.b). Lorsque 25% de sérum a été introduit dans le milieu cellulaire pour
la transfection de cellules MRC5-V2, aucun perte d’activité n’a été observée pour le CPF

Dim2 et celui-ci a révélé une activité comparable aux agents de transfection commerciaux

73



CHAPITRE 2

Nouveaux foldameéres d’oligourées pour le transport intracellulaire d’acides nucléiques et de protéines

DOTAP et b-PEl. En revanche, une chute d’activité d’un facteur 1000 a été observée pour le
CPP LAH4 (Figure I1.12.a). La méme tendance a pu étre observée sur la lignée cellulaire MDA-
MB-231 (Figure 11.12.b). Alors que le composé Dim2 ne présente aucune modification de son
activité de transfection en présence ou en absence de sérum, ce n’est pas le cas du CPF
Dim1 qui montre une activité environ 700 fois plus basse en présence de 50% de sérum
(Figure 11.12.b). Il est aussi intéressant de noter que contrairement au DOTAP et au b-PEl
pour lesquels le ratio vecteur/ADN doit étre augmenté pour compenser 'effet du sérum,
dans le cas du dimére Dim2 le méme niveau d’expression de la luciférase est conservé en

présence ou en absence de sérum (Figure PE.26).
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Figure 11.12 : Comparaison de I'efficacité de transfection en milieu enrichi en sérum de Dim2. Les masses (ug)
des composés utilisés dans ce test et les ratios de charges vecteur/ADN (N/P) sont indiqués entre parenthéses.
(a) Transfection de cellules MRC5-V2 avec (®) ou sans 25 % de sérum ; (b) transfection de cellules MBDA-MB-
231 en absence ou présence de 50% de sérum (A). L’ensemble des conditions testées sont décrites dans la
partie expérimentale (Figure PE.26). c) expression de la GFP (protéine fluorescente verte) 48h aprés
transfection du géne correspondant sur des cellules HEK293 sans sérum avec le DOTAP comme agent de
transport (photo de gauche) ou avec 50% de sérum et Dim2 comme agent de transport (photo de droite).

Enfin, pour compléter cette étude et la rendre plus visuelle, un autre plasmide a été

inclus dans I’étude. Des cellules HEK293 ont été analysées par microscopie fluorescente
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apres transfection du gene exprimant la GFP (« Green Fluorescent Protein ») par le CPF Dim2
dans un milieu cellulaire contenant 50% de sérum. Ces images ont été comparées a celles
obtenues aprés transfection de ce géne par le DOTAP en absence de sérum (Figure 11.12.c).
En comparant les deux images, on peut noter que le nombre de cellules exprimant la GFP

24h apres transfection est supérieur en présence de Dim2 que de DOTAP.

v)  Tests de cytotoxicité

La toxicité des complexes Dim2/p-Luc a été évaluée sur des cellules MDA-MB-231 a
partir de trois tests in vitro dont les protocoles sont décrits ci-dessous. Tout d’abord, la
viabilité cellulaire a été mesurée en utilisant un test au bromure de 3-(4,5-dimethylthaizol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium (MTT) ce qui permet de mesurer la viabilité cellulaire. Le MTT est
un sel jaune dont la coloration passe au violet lorsque le MTT est réduit en 5-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan par des réductases seulement présentes dans les
cellules vivantes. Le dosage UV du formazan formé permet donc de mesurer la viabilité
cellulaire. Appliqué dans le contexte de notre étude, le test MTT a permis de confirmer que
Dim2 n’a pas d’impact négatif sur la viabilité et la croissance cellulaire (Figure 11.13.a).
Parallélement, I'intégrité membranaire a été évaluée en mesurant la quantité de lactate
dehydrogenase (LDH) présente dans le milieu extracellulaire. Cette enzyme se localise dans
le milieu intracellulaire, son dosage dans le milieu extracellulaire est un marqueur de
I’altération de la membrane plasmique.®? Les résultats révélent que le b-PEl et le DOTAP
perturbent I'intégrité de la membrane car on mesure environ 1,5 a 2 fois plus de LDH
extracellulaire en présence de ces agents de transfection qu’avec le controle (cellules
seules). En revanche, en présence de Dim2 les cellules ne présentent pas d’altération de leur
membrane car le dosage n’a pas révélé de quantité importante de LDH (Figure 11.13.b). Enfin,
le dernier test a consisté a déterminer la quantité totale de protéines apres transfection des
cellules par les différents vecteurs.?’ Ici encore, le b-PEl et le DOTAP présentent une
diminution de la quantité totale de protéines par rapport au controle alors que Dim2
n’affiche aucune toxicité (Figure 11.13.c). Ces trois tests permettent de conclure que le CPF

Dim2 ne montre aucune toxicité apparente pour les cellules.
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Figure 11.13 : Comparaison des différentes méthodes de mesure de la toxicité cellulaire. Différents agents de
transfection ont été complexés a une quantité constante de pADN (2,25 ug par triplicat) et les complexes ont
été incubés pendant 2h40 avec des cellules MDA-MB-231 en absence ou en présence de 50% de sérum (barre a
damier). Les masses (ug) des composés utilisés dans ce test et les ratios de charges vecteur/ADN (N/P) sont
indigués entre parenthéses. (a) Test MTT, (b) Mesure du taux de lactate deshydrogenase et (c) dosage de la
quantité totale de protéines ol la quantité de protéines est exprimée en ug par puits (axe y a droite).

2) Conception de nouvelles séquences CPF a base d’urée pour le transport
de siARN

a) L’ARN interférence comme outil thérapeutique

Comme évoqué dans le chapitre 1, la thérapie génique, qui consiste a prévenir ou
soigner une maladie en introduisant du matériel génétique dans les cellules a connu un fort
gain d’intérét ces vingt dernieres années. L'emploi d’ADN ou d’ARN comme agent
thérapeutique permet d’introduire un géne sain capable de suppléer a un géne altéré. Une
nouvelle approche s’est aussi développée et consiste a utiliser le mécanisme naturel
d’inhibition post-transcriptionnelle : I’ARN interférence (ARNi), plutét que des stratégies
antigénes ou antisens.?* L’ARNi est un mécanisme naturel impliquant de petits ARNs doubles
brins (siARN, small-interfering ARN) dont I'un des brins est complémentaire d’'un ARN

messager (ARNm) cible. La thérapie siARN consiste a utiliser des siARNs synthétiques
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constitués de 19 a 23 paires de base concgus pour cibler de facon spécifique un ARNm et
donc inhiber I'expression d’un géne cible. Une fois introduit dans la cellule, les deux brins
seront séparés par une enzyme présente dans le cytosol (enzyme Dicer) puis le brin dit
passager sera éliminé et le brin fonctionnel sera reconnu et chargé par le complexe RISC
(« RNA Induced Silencing Complex »). Le complexe ainsi chargé va pouvoir cribler les ARNm
jusqu’a reconnaitre I’ARNm cible. Celui-ci sera ensuite dégradé, empéchant ainsi I’expression

de la protéine et donc I'expression du géne cible** (Figure 11.14).
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Figure 11.14 : Schéma de principe de I’ARN interférence.

L’utilisation de cette nouvelle technologie s’est montrée tres attractive pour traiter
de nombreuses maladies génétiques.>*** Cependant, comme I’ADN ou I’ARN, les siARNs ne
sont pas capables de pénétrer les cellules spontanément, il est donc nécessaire d’avoir
recours a des agents de transfection pour les transporter.

Différents vecteurs cationiques ont ainsi été décrits dans la littérature pour
acheminer les siARNs. On peut citer notamment, les polyméres cationiques comme les
PEls,*¢ les dendriméres décrits par L.Peng et al.’” ou certains CPPs.3840
Grace aux résultats encourageants obtenus dans I'équipe concernant le transport

d’ADN dans les cellules par des CPFs a base d’urées, nous avons envisagé qu’il serait peut-
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étre aussi possible d’acheminer des siARNs dans les cellules grace aux CPFs a base d’urées.
De facon surprenante, ni Dim1l ni ses dérivés OL1, OLliny ou Dimliny n'ont démontré
d’activité de transport de siARNs malgré leur efficacité comme transporteur de genes.
L’hétérodimere Dim2 ne permet pas non plus d’acheminer des siARNs dans les cellules. Par
conséquent, de nouveaux designs ont dii étre envisagés pour préparer des CPFs capables de
transporter des siARNs. Différentes stratégies ont donc été testées et seront décrites dans

cette partie.

b) Séquences foldaméres a base d’urée ciblant les siARN

A premiere vue, les siARNs doubles brins et les ADNs doubles brins possedent des
points communs : ils sont constitués de deux brins d’acides nucléiques et possedent tous des
squelettes phosphodiesters anioniques avec le méme ratio de charges négatives par acide
nucléique. Néanmoins, dans un contexte de transfection, leurs différences peuvent
expliquer pourquoi certains agents de transport parviennent a acheminer de I’ADN et sont
inefficaces pour le transport de siARN.

Les plasmides d’ADN (pADN) utilisés en thérapie génique sont généralement long de
plusieurs milliers de paires de bases alors qu’un siARN n’est constitué que de 19 a 23 paires
de base. La taille des plasmides leur permet généralement de pouvoir se compacter en de
petites particules de taille nanométrique lorsqu’ils sont complexés par un vecteur
cationique. Cette condensation de I’ADN assure la stabilité du complexe et la protection de
I’ADN face a la dégradation enzymatique. A contrario la longueur de persistance d’un siARN
(i.e la longueur minimale a laquelle I’ARN se comporte comme une tige rigide) est de 70 nm
(équivalent a environ 260 paires de base). Ainsi un ARN de taille inférieure, tel qu’un siARN
gui ne contient pas plus de 23 paires de base, se comporte comme une tige rigide et ne peut
donc pas se compacter comme un plasmide d’ADN lorsqu’il est complexé par un vecteur.
Cette caractéristique fait du siARN une molécule bien plus rigide qu’un pADN. Il a été
suggéré que cette différence de rigidité se traduit par une plus grande difficulté a former des
complexes vecteur/siARN stables mais aussi par la formation de particules de taille plus
grosses et donc plus difficiles a internaliser dans les cellules. En effet, il est généralement
admis qu’au-dela de 150 nm, les particules ne peuvent s’internaliser par des mécanismes
d’endocytose.*!*? Ces raisons expliquent certainement pourquoi un bon agent de transport
d’ADN n’est pas nécessairement capable d’acheminer des siARNs dans les cellules.

Afin de diversifier la composition de nos CPFs a base d’urées et ainsi identifier des

séquences capables d’acheminer des siARNs, deux séquences d’oligourées ont été
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synthétisées. La composition de la séquence de I'oligourée OL1iny a été conservée mais la
fonction isopropyl N-terminale a été modifiée.

En 2012, G. Creusat et al. ont décrit que I'introduction de motifs pyridilthiourée sur
les amines primaires de vecteurs de type PElI améliore de facon significative la stabilité du
complexe vecteur/siARN. L’hydrophobicité particuliere apportée par le motif pyridylthiourée
confére alors au PEl une haute capacité de transport de siARN in vitro avec une faible
toxicité.®? De plus, il est aussi possible d’envisager que ce motif pyridylthiourée soit capable
de se lier aux phosphates des acides nucléiques. En s’inspirant de ces travaux, le composé
OL5 a été congu dans lequel un motif pyridylthiourée a été introduit en position N-terminale
de I'oligourée (Figure 11.15). Cette modification pourrait avoir un effet positif sur la formation
et la stabilité de I’'assemblage entre le CPF et le siARN mais pourrait aussi faciliter la sortie de

I’endosome.
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Figure 11.15 : Structure chimique des oligourées OL5 et OL6.

Une autre approche consiste a augmenter I’hydrophobicité du CPF. En effet, il a été
décrit dans la littérature qu’augmenter I’hydrophobicité d’un CPP peut, en plus de diminuer
sa toxicité, augmenter I'accumulation du vecteur a la surface de la membrane cellulaire et
par voie de conséquence améliorer sa pénétration, mais cela peut aussi favoriser la sortie de
I’endosome.* Par exemple, S. Reinhart et al. ont couplé une chaine acide oléique en N-
terminale d’un CPP et ont montré que cette longue chaine hydrophobe permettait la
formation de complexes stables CPP/siARN capables de s’internaliser dans différentes
lighées cellulaires (N2A et DU145).%% Il a donc été envisagé d’ effectuer le méme type de
modification sur le CPF OL1inv. Une chaine octyle a ainsi été couplée en N-terminale via un

lien urée pour former I'oligourée OL6 (Figure 11.15).
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La préparation de |'oligourée OL5 a été réalisée par synthése sur support solide en
suivant la méthodologie décrite précédemment (Figure 11.4) puis le 2-pyridyl-isothiocyanate
a été couplé en position N-terminale sous irradiation micro-ondes. Un rendement de 14% a
été obtenu apres purification par RP-HPLC préparative. L'oligourée OL6 a été préparée en
suivant la méme stratégie. Cette fois-ci le composé 1-octyl-isocyanate a été couplé en N-
terminal sous irradiation micro-ondes. Le composé OL6 a pu étre isolé avec un rendement
de 6% apres purification par RP-HPLC préparative. Ce faible rendement s’explique par un
couplage incomplet de I'octyl urée terminale (~50% de rendement de couplage). Les
chromatogrammes RP-HPLC des bruts de synthése des composés OL5 et OL6 sont présentés

Figure 11.16.

2500

2000 -
é 1500
< 4,9
g 1000 DTT
500
’ —\H
-500 T T T T |
0 2 4 6 8 10
Temps (min)
b)
6001 DTT
500
400
300 délétion
s octyl urée
€ 200 6,79
s
-1
<

0 2 4 6 8 10
Temps (min)

Figure 11.16: Chromatogramme HPLC des bruts de synthese des composés (a) OL5 et (b) OL6 : (10-100% CHsCN
(+0,1% TFA) dans H,0 (+0,1% TFA) en 10 min, A = 200nm).

c) Transport in vitro d’un siARN ciblant I’expression de la luciférase

i) Etude de la capacité de transport de siARN des oligourées OL5 et OL6

Une premiére série de tests biologiques a été réalisée afin de connaitre la capacité
des oligourées OL5 et OL6 a acheminer un siARN. Ces expériences ont été faites sur une

lignée cellulaire humaine d’adénocarcinome du poumon exprimant le gene de la luciférase
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(A549-luc). Le gene de la luciférase une fois isolé est introduit dans un plasmide qui est
employé pour transformer la lignée cellulaire de facon stable et lui conférer le géne de la
luciférase. Les expériences de transfection ont été réalisées en suivant le méme protocole
gue celui décrit précédemment pour la transfection de pADN mais cette fois-ci, les tests ont
été faits en duplicats. Deux siARNs différents ont été utilisés : un siARN capable de s’apparier
parfaitement a ’ARNm codant pour I’expression de la luciférase (siLuc) et un siARN controle
(siCTRL) non spécifique et donc n’inhibant pas I'expression de la luciférase. Le siCTRL est
donc un controle négatif qui ne cible aucun ARNm. Il permet de s’assurer de la spécificité de
I’extinction de la luciférase par siLuc mais est aussi un moyen de mesurer la toxicité du
vecteur. En effet, lors des expériences de transfections, la viabilité cellulaire est déterminée
par dosage des protéines cellulaires. L'activité de la luciférase est alors normalisée par la
guantité en mg de protéines cellulaires. Une chute de 'activité de la luciférase avec le siCTRL
est donc un marqueur de la toxicité du vecteur. Pour chaque complexe, le ratio N/P, sera

cette fois-ci calculé de la maniére suivante :

N n(vecteur) (mol)  nombre de charges positives du vecteur

P n(siARN)(mol) * 42

42 étant le nombre de phosphates présents dans le siARN utilisé (siLuc).

En contrdle positif, des agents de transfection de type CPP ont été utilisés, il s’agit du VPr-
pro et du VPr55-82.44¢ |’activité de la luciférase est exprimée en pourcentage en
considérant que l'activité des cellules non transfectées est égale a 100%. L’inhibition de
I’expression de la luciférase correspond donc a la différence entre I'activité obtenue aprés
internalisation du siLuc et I'activité des cellules non transfectées.

Ces premiers résultats soulignent qu’ OL5 montre des propriétés de transport de
siLuc dans la lignée A549-luc avec une inhibition du géne de 65% pour un ratio N/P égal a
12,3. A cette concentration en OL5, I'expression de la luciférase avec le siCTRL reste
supérieure a 80% ce qui signifie que I'inhibition du géne est spécifique et le vecteur est peu
toxique. L'oligourée OL6 présente lui aussi des propriétés de transport de siLuc avec une
inhibition de 95% avec un ratio N/P inférieur a celui d’OL5 (N/P = 6,1). Cependant, 'activité
de la luciférase avec le siCTRL est de 63%, ce qui témoigne d’une toxicité intrinseque du

vecteur (Figure 11.17).
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Figure 11.17 : Transfection de siLuc/siCTRL par différents vecteurs peptides (Vpr-Pro et Vpr55-82) ou CPF (OL5
et OL6) a une quantité fixe en siARN (50 nM) et des quantités croissantes en vecteurs, pour différents ratios
N/P. Lexpression de la luciférase est exprimée en pourcentage par rapport a l'activité des cellules non
transfectées, les résultats présentés correspondent aux moyennes des duplicats. Ici, seules sont reportées les
conditions ayant données le meilleur résultat. Les masses (ug) des composés utilisés dans ce test et les ratios
de charges vecteur/siARN (N/P) sont indiqués entre parenthéses. L'ensemble des conditions testées sont
décrites dans la partie expérimentale (Figure PE.27).

Des résultats plus prometteurs ont pu étre obtenus en ajoutant a la formulation du
complexe du 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DOPE), un lipide fusogénique
qui est connu comme étant un additif permettant d’ augmenter I'efficacité de transfection
des complexes vecteur/acide nucléique.*’ Ce lipide avait déja été utilisé lors de la premiére
étude de CPFs a base d’urées décrite en 2015.! Cet effet a été attribué a la capacité du DOPE
a déstabiliser la membrane endosomale par fusion. Cette capacité de la DOPE tient a sa
géométrie : sa téte polaire ayant une aire inférieure a celle de ses chaines alkyles, elle a une
géométrie conique qui modifie le rayon de courbure des membranes ou elle est insérée. Les
membranes endosomales adoptent alors une phase non lamellaire qui leur permettent de
fusionner ce qui aboutit a la formation d‘un pore et donc a la déstabilisation de la membrane
endosomale permettant la libération du complexe vecteur/acide nucléique.*3-!

Une deuxiéme série d’expérience a donc été effectuée afin d’étudier I'effet de
I’ajout de DOPE dans la formulation. Au cours de cette expérience, un nouveau criblage de
concentration a aussi été fait sur les composés OL5 et OL6 afin d’optimiser la dose employée

(Figure 11.18 et PE.28). Le DOPE seul a été utilisé ici comme contrble et témoigne de
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I'inactivité du lipide seul (activité de la luciférase a 90% avec le DOPE seul). Ainsi, la quantité
d’OL6 permettant d’atteindre une extinction de la luciférase a pu étre réduite a 2,5 ug ce qui
correspond a un ratio de N/P égal a 3. A cette concentration, I'activité de la luciférase apres
transfection du siCTRL est désormais supérieure a 80% alors qu’elle était de 63% a plus
haute dose (5 ug). Il est donc possible de réduire la toxicité d’OL6 tout en conservant une
activité de transport de siARN satisfaisante.

Il est cependant intéressant de constater que I'ajout de DOPE (2,5 pg) améliore
significativement I’activité de I'oligourée OL5 avec une inhibition de I'activité de la luciférase
de 92% de facon spécifique et sans toxicité comme en témoigne la valeur de I'activité apres
transfection du siCTRL (91% d’expression de la luciférase). En revanche, on n’observe pas
d’'impact de I'ajout de DOPE sur I'activité d’OL6, la formulation OL6 + DOPE est méme plus
toxique que la formulation sans DOPE comme en témoigne la chute d’activité apres
transfection du siCTRL (activité de la luciférase inférieure a 30%).

Dans I'étude de la premiere génération de CPF oligourée réalisée en 2015, il avait
été montré que la dimérisation d’OL1 via la formation d’'un pont disulfure améliorait
I’efficacité de transfection du vecteur. L'oligourée OL5 a donc été dimérisée en suivant la
méthodologie utilisée pour synthétiser Dim1 décrite précédemment (Figure 11.7) et a permis
de préparer le composé Dim5. L'homodimére Dim5 a donc été testé en absence ou en
présence de DOPE. Contrairement aux résultats obtenus en transport de genes, cette fois-ci,
la dimérisation de I'oligourée n’impacte pas I'efficacité de transfection (pour rappel, en
transport de gene, la dimérisation avait permis d’obtenir de bons niveaux de transfection
sans ajout de DOPE 3 la formule).! Dim5 posséde une efficacité de transport similaire a celle
d’OL5 avec une inhibition de la luciférase de 72% en absence de DOPE et de 90% en
présence de DOPE. On peut tout de méme noter qu’avec Dim5 le ratio N/P du complexe est
divisé par deux pour obtenir le méme niveau d’inhibition qu’avec OL5. En revanche, lorsque
I'on remplace le DOPE par un lipide non fusogénique le DOPC, on observe une perte de
I’activité de transfection (Figure 11.18).

L'ensemble de ces résultats permettent de conclure que les deux nouveaux CPFs
OL5 et OL6 transportent efficacement le siLuc. OL5 et son dimeére Dim5 possedent une
activité comparable avec des ratios N/P de 12,3 et 6,1 respectivement. La meilleure
formulation retenue pour OL5 et Dim5 sera en présence de DOPE alors qu’OL6 est moins
toxique en absence de DOPE et son ratio N/P optimal est de 6,1. Toutefois, on constate que

le CPF OL6 bien qu’efficace en absence de DOPE reste plus toxique qu’OL5 et son dimeére.
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Figure 11.18: Transfection de siLuc/siCTRL par différents CPF (OL5, OL6 et Dim5) a une quantité fixe en siARN
(50 nM) en absence ou en présence (carré rouge) de DOPE (2,5 ng) ou de DOPC (losange rouge, 2,5 pg).
L’expression de la luciférase est exprimée en pourcentage par rapport a I'activité des cellules non transfectées,
les résultats présentés correspondent aux moyennes des duplicats. Ici, seul sont reportées les conditions ayant
données le meilleur résultat. Les masses (ug) des composés utilisés dans ce test et les ratios de charges
vecteur/siARN (N/P) sont indiqués sous les barres. L’'ensemble des conditions testées sont décrites dans la
partie expérimentale (Figure PE.28).

ii)  Transport de siARN en milieu enrichi en sérum

Certains vecteurs voient leur activité chuter dans les milieux biologiques, c’est le cas
notamment de beaucoup de CPPs qui sont dégradés par les protéases du sérum. Cest
pourquoi les premiers tests de transfection sont habituellement réalisés en absence de
sérum. Cependant, si I’on veut pouvoir un jour étendre I'utilisation de nouveaux agents de
transport a une étude in vivo, ceux-ci doivent étre stables dans les fluides biologiques. C’'est
pour cela que nous avons voulu étudier la capacité des nouveaux CPFs OL5 et OL6 a
acheminer des siARNs en présence de sérum (Figure 11.19.a). De nouveaux tests de
transfection ont donc été faits en présence de 10% de sérum. De facon intéressante,
I'activité des CPFs OL5 et OL6 est conservée en présence de 10% de sérum avec une
inhibition du gene de la luciférase de 80% pour la formulation OL5+DOPE et une inhibition
de 85% pour OL6. Pour rappel, nous avions souligné précédemment que I'oligourée OL6
présente une toxicité intrinseque, il est remarquable ici de constater que cette toxicité
n‘apparait plus en présence de sérum, cette fois-ci l'activité de la luciférase apres
transfection du siCTRL est de 87% alors qu’elle était de 65% en absence de sérum. De plus,
on observe un méme comportement d’OL6 lorsque I'on augmente la dose de sérum a 25%
(expression de la luciférase inférieure a 20% et faible toxicité) (Figure 11.19.a). Ce résultat
peut s’expliquer par le fait que les agents de transfection cationiques peuvent interagir avec

les protéines sériques. En absence de sérum, il est donc probable qu’il existe dans le milieu
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cellulaire une quantité du vecteur OL6 non complexée avec le siARN et donc susceptible
d’induire une toxicité. En présence de sérum, cette portion « libre » de vecteur interagit avec
les protéines sériques ce qui limite sa toxicité. Ces nouvelles expériences de transfection
permettent de conclure que I'activité des CPFs OL5 et OL6 est stable en milieu enrichi en

sérum.

iii)  Evaluation de I'impact de la quantité de siARN

Nous avons ensuite voulu étudier s’il était possible d’observer une méme diminution
de I'expression de la luciférase en réduisant la quantité de siARN utilisée a un ratio N/P
constant. L’efficacité de transport du composé OL6 a donc été mesurée a 50 nM et a 20 nM
en siARN en présence de 10% de sérum.
On constate qu’a 50 ou a 20 nM en siARN, I"activité du CPF OL6 est conservée a un ratio N/P
constant (Figure 11.19.b). Ce résultat est intéressant car en conservant le méme ratio N/P, si
I'on diminue la concentration en siARN alors on diminue la quantité de vecteur utilisée et
donc la toxicité du vecteur est réduite. Ce dernier parametre permet donc d’optimiser la
formulation a base d’OL6 de fagon a obtenir une activité de transport satisfaisante tout en
limitant la toxicité du vecteur CPF. A 20 nM en siARN, seul 1,4 pg du CPF OL6 est suffisant

pour atteindre une inhibition de 78% de I’expression de la luciférase (Figure 11.19.b).
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Figure 11.19 : (a) Transfection de siLuc/siCTRL en présence des CPF OL5 et OL6 pour une concentration donnée
de siARN (50 nM) en absence ou présence de 10 ou 25% de sérum bovin. (b) Transfection de siLuc/siCTRL par
OL6 a différentes concentrations en siARN. L'expression de la luciférase est exprimée en pourcentage par
rapport a I'activité des cellules non transfectées, les résultats présentés correspondent aux moyennes des
duplicats. Ici, seules sont reportées les conditions ayant données la meilleure extinction d’expression de la
luciférase. Les masses (ug) des composés utilisés dans ce test et les ratios de charges vecteur/siARN (N/P) sont
indigués sous les barres. L'ensemble des conditions testées sont décrites dans la partie expérimentale (Figure
PE.29).
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iv)  Transport intracellulaire d’un siARN d’intérét thérapeutique

Les résultats décrits ci-dessus ont montré que les CPFs OL5 et OL6 sont capables de

transporter efficacement le siARN ciblant I’expression de la luciférase. Ce siARN est un siARN
modele utilisé généralement en premier lors de tests de transfection de nouveaux vecteurs
car I'activité de la luciférase est une donnée facilement mesurable. Afin d’étendre I’étude de
nos nouveaux CPF a des cibles biologiques plus pertinentes, nous avons réalisé des
expériences de transport d’ un siARN d’intérét thérapeutique, c’est a dire un siARN ciblant
un gene impliqué dans une pathologie.
Pour cela, nous avons choisi d’utiliser un siARN ciblant I'expression du gene de la Polo-Like
Kinase 1 (Plk1). Il a été décrit que cette protéine est surexprimée dans les cellules
cancéreuses.”? Des études ont démontré que ce géne était impliqué dans la prolifération
cellulaire et que son inhibition induisait I'apoptose.’® Dans le cadre de cette étude, nous
avons décidé de transporter un siARN anti-Plkl (siPlkl) dont la séquence (c.f partie
expérimentale) a déja prouvé son efficacité in vitro et in vivo.>*>>

L'efficacité biologique in vitro a été évaluée par des tests de cytotoxicité reliant
indirectement la mort cellulaire a I'inhibition de I’expression de la protéine Plk-1. La mort
cellulaire a été évaluée par un test MTS ( i.e un test similaire au test MTT impliquant un
autre sel de tétrazolium, le 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium) sur la lignée cellulaire A549-luc utilisée précédemment dans le
but de comparer I'activité de transport de nos CPF sur une méme lignée cellulaire mais avec
deux siARN différents (siLuc et siPlk1). Un siARN contrdle a également été testé (siCTRL). Le
protocole de préparation des complexes a été le méme que celui utilisé pour le transport de
siLuc et la concentration en siARN utilisée a été de 50 nM. Contrairement aux expériences
réalisées avec le silLuc, cette fois-ci les tests ont été faits en triplicats et non en duplicats car
éteindre un géne endogéne comme le PLK1 est nettement plus difficile qu’éteindre un gene
rapporteur comme la luciférase. L'activité de transport est déterminée par la viabilité
cellulaire exprimée en pourcentage ou la valeur de 100% correspond aux cellules non
traitées. Si le siPlkl a bien été acheminé dans les cellules alors I'inhibition de la protéine
induit une mort cellulaire et I'on peut mesurer une diminution du taux de cellules vivantes

(Figure 11.20).

86



CHAPITRE 2

Nouveaux foldameéres d’oligourées pour le transport intracellulaire d’acides nucléiques et de protéines

A549-luc msiPLK-1 msiCTRL

a) 120+
__ 100 [
R
@ 80+
<
=
=5 60t
o
2 40}
=
S
> 20+
0 g sans sérum 10% sérum [10% sérum 25% sérum | 10% sérum 25% sérum
2 11'3?5;;%:/[;,&::53'9 5,25 ug N/P = 6,4 2,63 ugN/P =32
3 ! Dim5 oL6 3,75 ug DOPE
oLe
b) OL6/ siPlk-1 (50 nM) OL6/ siCTRL (50 nM)
Cellules non traitées 3,75N/P =46 375N/P =46
avec 10% sérum avec 10% sérum

x10

x20

x40

Figure 11.20: (a) Transfection de siPlk1/siCTRL par différents vecteurs CPF (OL5/DOPE et OL6) a une quantité
fixe en siARN (50 nM). La viabilité cellulaire est exprimée en pourcentage par rapport aux cellules non
transfectées. Les résultats présentés correspondent aux moyennes des triplicats. Ne sont représentées ici que
les conditions ayant données les meilleurs résultats. Les masses (ug) des composés utilisés dans ce test et les
ratios de charges vecteur/siARN (N/P) sont indiqués entre parenthéses. L’ensemble des conditions testées sont
décrites dans la partie expérimentale (Figure PE.30). (b) Images obtenues par microscopie des cellules A549-luc
incubées avec les complexes formés avec le siPlk1 et le siCTRL et le vecteur OL6. Les cellules A549-luc ont été
incubées a 37°C pendant 48h. Observation réalisée sous plusieurs grossissements.

Les résultats soulignent d’une part, que le CPF Dim5 (11,25 ng) formulé avec du
DOPE permet d’atteindre une inhibition de 55% en présence ou non de 10% de sérum avec
un ratio N/P de 13,9. Le composé OL6 permet d’inhiber la protéine a hauteur de 60% en

présence de 10% de sérum mais inhibe I’activité de Plk1 de 68% lorsqu’il est formulé avec du
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DOPE, toujours en présence de 10% de sérum avec un ratio N/P de 6,4. D’autre part, on
remarque qu’en utilisant I'oligourée OL6 une baisse de la viabilité cellulaire est visible pour
le siCTRL témoignant de la toxicité intrinseque du vecteur OL6 (Figure 11.20.a).

Ces résultats sont trés encourageants car des taux d’inhibition similaires ont été
récemment décrits dans la littérature en utilisant des vecteurs cationiques micellaires de
polydiacetylenique (inhibition de 50% a une concentration en siARN de 100nM).>> Dans cette
étude, les auteurs ont montré qu’en augmentant la concentration en siARN, on pouvait
atteindre un meilleur taux d’inhibition. A une concentration de 200 nM, une inhibition de
prés de 60% a pu étre observée.’> Dans notre étude, les CPFs utilisés permettent une
inhibition de 50% a une plus faible concentration en siARN (50 nM).

Parallélement, les effets de I'inhibition de la protéine Plkl sur la morphologie des
cellules A549-luc ont été étudiés. Les images obtenues par microscopie confirment les
résultats obtenus en transfection in vitro. En effet, en présence de siPlkl, le nombre de
cellules diminue de fagon significative et la morphologie des cellules est modifiée (cellules
arrondies), indiquant une mort cellulaire importante, résultat de I'inhibition de I'expression
de Plk1 (Figure 11.20.b). A linverse, en présence du siCTRL la densité cellulaire reste
importante ce qui corrobore les résultats de viabilité cellulaire obtenus en transfection.

En conclusion, ces résultats ont permis de démontrer I'efficacité de nos vecteurs CPF
a transporter un siARN inhibant un gene endogéene induisant I'inhibition de I’expression de la

protéine Plk1 et la mort cellulaire.

3) Utilisation de CPF a base d’urées pour le transport intracellulaire de
protéines

a) Les protéines comme outil thérapeutique

De par l'importance de leurs fonctions, des maladies peuvent apparaitre si une
protéine contient une mutation ou est présente a une concentration anormale (sur ou sous-
exprimée).”® D’un point de vue médical, les protéines sont de formidables outils
thérapeutiques et sont aujourd’hui parmi les classes de médicaments les plus dynamiques.
Prés de 30% des médicaments approuvés par la FDA entre 2015 et 2018 sont des
protéines.”’” Comparées aux petites molécules, elles présentent de nombreux avantages :
une haute spécificité, une faible possibilité d’effets secondaires et une haute tolérance par

I’organisme. De plus, dans le cas de maladies dues a I'absence ou la mutation d’un gene,
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elles peuvent &tre un traitement alternatif a la thérapie génique.>® La Table II-1 présente des

exemples des différentes utilisations thérapeutiques des protéines.

Table II-1 : Exemples de protéines thérapeutique et leur utilisation’®

Type de .. o :
. Exemples de protéines Application thérapeutique
fonction
Régulation du taux de
Insuline glucose chez les personnes
Activité diabétiques

enzymatique

Immunoglobulines

Traitement de

ou de I'immunodéficience
régulation Augmentation de
Hormone de stimulation o
I’ovulation pour I'aide a la
folliculaire (FSH) _
reproduction
_ Traitement du cancer du
Activité Immunoglobulines
sein
d’inhibition
. ) Traitement pour les
d’une cible Fuzeon® petite protéine inhibant .
i . ) patients malades du SIDA a
moléculaire I’entrée du VIH dans les cellules )
un stade avancé
) Vaccination contre la
Lipoprotéine
Protéines maladie de Lyme
vaccins HbsAg (antigene du virus de Vaccination contre
I’hépatite B) I’hépatite B
o Diagnostique de déficience
GHRH (Hormone libératrice o
. de sécrétion d’hormones
. d’hormones de croissance) .
Protéines de croissance

diagnostiques

mAb spécifique de glycoprotéines
tumorales (Anticorps

radiomarqué)

Détection du cancer

colorectal

Cependant, la plupart des protéines pharmaceutiques actuelles visent des cibles se

trouvant a la surface cellulaire ou extracellulaire. Les protéines ne traversent pas

spontanément la membrane plasmique en raison de leur taille et/ou de leurs propriétés

physico-chimiques.

89

Le développement d’outils capables d’acheminer des protéines



CHAPITRE 2

Nouveaux foldameres d’oligourées pour le transport intracellulaire d’acides nucléiques et de protéines

fonctionnelles actives dans les cellules permettrait d’étendre le champ d’applications de ces
biomolécules.

Différentes technologies de transport ont été décrites dans la littérature pour
acheminer des protéines dans les cellules. Par exemple, Yoshizaki et al., ont décrit un lipide
cationique capable de former des liposomes et d’encapsuler la protéine OVA (ovalbumin)
utilisées dans le traitement du cancer par immunothérapie. Ces liposomes ont été préparés
en incorporant le lipide cationique 3,5-didodecyloxybenzamidine a des liposomes de
phosphatidylcholine de jaune d’ceuf. Yoshizaki et al. ont montré que ce lipososome
transporte la protéine OVA dans le cytosol mais aussi dans les endosomes et lysosomes.>®
Des co-polymers amphiphiles peuvent aussi s’assembler en micelles a structure cceur-
coquille et encapsuler des protéines dans leur coeur. Lin et al. ont ainsi décrit un polymere
amphiphile cationique équipé de PEG (Polyethyleneglycol) de type PEI (Alkyl-PEI2k-PEG2k)
capables d’acheminer la protéine TRAIL dans des cellules A-549.>° TRAIL est une protéine
ciblant un récepteur membranaire, capable d’induire I'apoptose des cellules cancéreuses. Or
son efficacité est limitée par un faible temps de demi vie et une résistance dans de
nombreuses lignées cellulaires cancéreuses. Dans cette étude, Lin et al. ont montré que leur
vecteur permettait d’augmenter la stabilité de la protéine et son efficacité thérapeutique.
Chang et al. ont eux, utilisé des technologies de type dendriméres (le PAMAM) pour
transporter différentes protéines (BSA, p53, saporine, -galactosidase, R-phycoerythrine)
dans le cytoplasme de cellules HELA.®°

Récemment, le groupe de Y. Cheng a développé un polymeére riche en guanidines
capables de transporter des protéines natives de tailles et de charges variées dans le cytosol
de cellules vivantes tout en maintenant leur activité biologique.®! Dans le domaine des CPPs,
le groupe de C. P. R. Hackenberger a décrit I'utilisation de CPPs cycliques liés de facon
covalente a la protéine cargo par un lien clivable (pont disulfure). lls ont pu délivrer la
protéine mCherry, une protéine fluorescente, dans des cellules HELA et montrer sa présence
dans différents compartiments cellulaires (membrane, noyau, cytosquelette de I'actine).?

Bien que d'importants progres aient été réalisés en transport de protéines,
différentes contraintes demeurent. Contrairement aux acides nucléiques qui possedent les
méme unités répétitives, les protéines different entre elles par leur poids moléculaire, leur
charge globale (positive ou négative), leur hydrophobicité et leur structure secondaire. Ainsi,
un agent de transport est souvent efficace pour une famille de protéines donnée et sera

totalement inactif sur d’autres cibles biologiques. C’est la raison pour laquelle, un agent de
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transport universel est requis et permettrait d’étendre [I'utilisation des protéines

thérapeutiques.5>4

b) Transport in vitro de plusieurs protéines par un dimére d’oligourée

Dans le chapitre 1, il a été rapporté que certains CPPs sont capables d’acheminer
des protéines dans les cellules. C’est le cas notamment du peptide Pep-1% qui a été utilisé
pour transporter la GFP et la 3-galactosidase. D’autres peptides riches en résidus arginines
(Penetratin, pTAT, pVEC et Transportan) ont aussi été étudiés pour leur propriété de
transport de protéines.%

Nous avons donc envisager qu’il serait possible d’utiliser les CPFs a base d’'urées
pour le transport intracellulaire de protéines via la formation de complexe CPF/protéine non
covalents. L'homodimeére Dim1in, a donc été testé in vitro pour transporter des protéines de
différents poids moléculaires et point isoélectrique (pl). Le pl correspond au pH auquel la
charge globale d’une protéine est neutre. Cela signifie donc que plus le pl est élevé plus la

protéine est riche en résidus cationiques.

i) Transport d’une enzyme : la luciférase

Comme premier choix de protéine, il nous a paru pertinent de sélectionner la
luciférase comme premier modele. Cette protéine a un poids moléculaire de 62 kDa et un pl
égal a 6,3. Une premiére série d’expérience a été effectuée dans le but d’étudier la capacité
de Dimliny a acheminer cette protéine. Ces expériences ont été réalisées sur une lignée
cellulaire humaine de cancer du colon (HCT116). Le peptide LAH4 a été utilisé comme
controle positif et la luciférase seule (sans vecteur) a été utilisée comme contréle négatif
dans la mise en place de cette série d’expérience. Les complexes vecteur/protéine ont été
préparés en solution, en mélangeant une quantité fixée de luciférase (2 ug) a des quantités
croissantes en vecteur dans un tampon phosphate (PBS). Aprés une faible agitation pour ne
pas détériorer la protéine, les complexes ont été laissés a température ambiante pendant 30
min puis du milieu cellulaire additionné d’antibiotiques et dépourvu de sérum a été ajouté
aux solutions de complexes. Chaque expérience a été faite en duplicats. Le milieu enrichi en
complexe a ensuite été déposé sur les cellules et celles-ci ont été remises en incubation a
37°C pendant 2 a 4h. Le dosage de I'activité de la luciférase a ensuite été réalisé de la méme

facon que décrit précédemment lors des tests de transfection de pLuc.
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Cette premiére série d’expérience a mis en avant la capacité de Dimlin a
transporter I'enzyme luciférase dans les cellules HCT116 avec une activité de la luciférase

supérieure a celle obtenue apreés transport de I'enzyme par le peptide LAH4 (Figure 11.21).
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Figure 11.21 : Transport de luciférase par le peptide LAH4 ou le CPF Dim1i,, a une quantité fixe en luciférase (2
pg) et des quantités croissantes en vecteurs. L’expression de la luciférase est exprimée unité de lumiére par
seconde et par mg de protéines, les résultats présentés correspondent aux moyennes des duplicats. Ici, seule
sont reportées les conditions ayant données le meilleur résultat. Les masses (ug) des composés utilisés dans ce
test sont indiquées sous les barres. L'ensemble des conditions testées sont décrites dans la partie
expérimentale (Figure V.31).

ii)  Transport de I’'albumine de sérum bovin

Encouragés par ces premiers résultats, de nouvelles expérience ont été réalisées
afin de transporter une autre protéine : I'albumine de sérum bovin (BSA). Cette protéine
possede un poids moléculaire de 66 kDa et un pl égal a 4,5. L’efficacité de transport a cette
fois-ci été mesurée différemment. En effet, la BSA n’a pas d’activité quantifiable comme
c’est le cas pour la luciférase. Une version de la BSA marquée par un fluorophore, la
fluorescéine, a donc été utilisée ici (BSA-FITC). L'efficacité de transport a ainsi pu étre
mesurée grace a deux techniques différentes : la cytométrie en flux et la microscopie de
fluorescence. Il faut noter qu’une mesure simple de la fluorescence n’est pas suffisante car
elle ne permettrait pas de distinguer la fraction de protéine qui a réellement été internalisée
de celle qui s’est retrouvé piégée dans la membrane cellulaire. Comme nous allons le
discuter dans le prochain paragraphe, un extincteur de fluorescence a été utilisé et a permis
aprés une seconde analyse des échantillons de déterminer la fraction de protéine se

trouvant dans le milieu intracellulaire. Pour la cytométrie en flux, les cellules sont analysées
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vivantes. Apres incubation 3-4 heures a 37°C dans du milieu contenant les complexes
préformés, les cellules ont été lavées avec du tampon PBS puis elles ont été décrochées avec
un mélange volumique (1:1) de Trypsine et de PBS (car les cellules utilisées sont
adhérentes). Les cellules ont ensuite été transférées dans des microtubes (en rassemblant
les duplicats), placées dans la glace et analysées au cytometre.

Le bleu de trypan agit comme extincteur de la fluorescéine. Apres ajout du bleu de
trypan a une concentration de 0,2%, les cellules ont été incubées 15 min dans la glace puis
une deuxiéme mesure au cytometre a été effectuée. En réalisant ces deux analyses (avec et
sans bleu de trypan) il est alors possible de déterminer la fraction de BSA-FITC ayant été
internalisée. Au cours de cette expérience, le peptide Vpr55-91 a été utilisé comme contréle
positif.

Les résultats prouvent que Dim1lin, transporte efficacement la BSA-FITC. En effet, le
graphe obtenu a 37°C montre que les cellules sont fluorescentes sans bleu de trypan aprés
transport par le peptide Vpr55-91 mais aussi apres transport par le CPF Dim1lin,. Apres
traitement au bleu de trypan, on remarque une diminution du signal, le signal résultant ne
correspond alors qu’a celui des cellules ayant effectivement internalisée la BSA-FITC. Il est
intéressant de constater, que le signal résultant est plus intense avec Dimli,, qu’avec le
peptide Vpr55-91 (Figure 11.22.b). Dim1iny sSemble donc posséder une meilleure activité de
transport que le peptide Vpr55-91.

Une autre série de mesure a été faite a 4°C. En réalisant la transfection a 4°C, il est
possible de bloquer le processus d’endocytose.®’” L’expérience précédente a donc été
répétée en incubant les cellules a 4°C au lieu de les incuber a 37°C. Les résultats obtenus
présentent un signal de fluorescence en absence de bleu de trypan apres transfection par
Vpr55-91 et par Dimlin. En revanche, apres traitement au bleu de trypan, le signal obtenu
est le méme que celui du contréle (cellules non transfectées). Cela indique donc que le signal
obtenu sans bleu de trypan ne correspond qu’a une absorption de la protéine a la surface
des cellules. Les résultats de cette expérience suggere donc que la BSA-FITC est internalisée

via un mécanisme d’endocytose (Figure 11.22.a).
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Figure 11.22 : (a) Histogramme de cytométrie en flux obtenus apres transfection de la BSA-FITC par Vpr55-91 ou

le CPF Dim1;,,. Les expériences ont été réalisées a 4°C ou a 37°C en absence ou en présence de bleu de trypan.
(b) Images obtenues par microscopie des cellules HCT116 incubées avec les complexes Dim1i,/protéine (x40).

En parallele, en utilisant les mémes conditions expérimentales que pour la
cytométrie en flux, les cellules ont été observées par microscopie apres incubation a 37°C
dans du milieu contenant les complexes vecteur/protéine. Les cellules ont été observées en
lumiére blanche, en lumiere fluorescente puis les images ont été superposées afin de
préciser la localisation des complexes (Figure 11.22.b). Les images montrent bien que les
cellules sont fluorescentes, en revanche, comme il ne s’agit pas de microscopie confocale, on
ne peut pas distinguer les complexes collés a la surface des cellules de ceux qui sont a
I'intérieur des cellules. Ces résultats ne permettent donc que d’illustrer ceux obtenus en

cytométrie en flux et devront donc étre confirmés par microscopie confocale.

iii)  Transport d’une protéine d’intérét thérapeutique

Les premiers résultats obtenus nous ont permis de démontrer que le CPF Dim1iny
transporte efficacement deux protéines de poids moléculaire et de pl différents grace a la

formation de complexes non covalents CPF/protéine. Nous avons ensuite choisi d’essayer de
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transporter une protéine d’intérét thérapeutique : la saporine, une protéine de 30 kDa
extraite de Saponaria officinalis, dont le pl est de 9,5. Cette protéine est un inhibiteur de
I"activité ribosomique et est donc un outil intéressant pour le traitement de cancer.®®
L’activité de transport a été déterminée en mesurant la viabilité cellulaire exprimée en
pourcentage ou la valeur de 100% correspond aux cellules non traitées. La viabilité a été
déterminée a I'aide d’un test MTS. Cette fois-ci les expériences ont été effectuées en
triplicats. La saporine seule ainsi que le CPF Dim1iny seul ont été utilisés comme contréles
négatifs.

Un premier test de transport de la saporine a été réalisé sur la lignée cellulaire
HCT116. Ces premiers résultats soulignent que Dim1in, transporte efficacement la saporine
et permet d’atteindre une mortalité cellulaire de 73% alors que moins de 20% de cellules
sont tuées en présence du vecteur Dim1iny ou de la saporine seule (Figure 11.23.a).

D’autres expériences ont ensuite été réalisées sur deux autres lignées cellulaires.
Une lignée de fibroblastes humains (MRC5-V2) et une lignée cellulaire humaine cancéreuse
de glioblastomes (U87). Cette fois encore, I’homodimere Dimliny @ montré une bonne
efficacité de transport de la protéine saporine. Sur la lignée MRC5-V2, une mortalité
cellulaire de 64% a pu étre observée et une mortalité de 52% a été mesurée sur la lignée
U87 (Figure 11.23.b et 11.23.c).
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Figure 11.23 : Transfection de la protéine saporine par Dim1li,. La viabilité cellulaire a été mesurée par un test
MTS, les résultats présentés correspondent aux moyennes des triplicats. Ici, seules sont reportées les
conditions ayant données le meilleur résultat. L’ensemble des conditions testées sont décrites dans la partie
expérimentale (Figure V.32). Les masses (ug) des composés utilisés dans ce test sont indiqués sous les barres.
(a) Transfection de cellules HEK293 avec la saporine en présence de Dim1li; (b) transfection de cellules MRC5-
V2 en présence de Dim1li,,; (c) transfection de cellules U87 en présence de Dim1in,.

iv)  Synthése du CPF Dim1i,, marqué par une sonde fluorescente

Dans le but d’étudier le mode de transport de nos CPF a base d’urées et d’avoir des
informations sur leur localisation intracellulaire, nous avons envisagé de préparer une
version fluorescente de Dim1iny. Pour cela le composé que I'on appellera Dim1in~FITC a été
synthétisé via la formation d’un hétérodimere entre OL1i, et OL7, un analogue fluorescent
d’OL1iny (Figure 11.24). OL7 a été préparé en suivant la méme procédure que pour la synthése
d’OL1iny a I'exception que le couplage de l'isopropylisocyanate terminal a été remplacé par
un couplage de la fluoresceinisothiocyanate (FITC) précédé par celui d’'un résidu de type
glycine urée afin d’espacer le fluorophore de la chaine oligourée. Le produit obtenu présente
deux pics car la fluorescéine est en solution sous la forme de deux isomeres (Figure 11.24.a).
OL7 a pu étre obtenu avec un rendement de 4,5% aprés purification sur RP-HPLC
préparative. Le chromatogramme HPLC du produit pur est représenté Figure 11.24.c.

L'hétérodimere Dim1in-FITC a ensuite pu étre préparé en suivant la méthodologie

de synthése utilisée pour la préparation de Dim2 (Figure 11.24.b) et a été obtenu avec un
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rendement de 37% apres purification sur RP-HPLC préparative (Figure 11.24.d). Ce composé

n’a pas encore été testé in vitro et le sera dans les prochains mois.
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Figure 11.24: (a)Structure chimique des isomeres de la FITC, (b) structure chimique des oligourées OL7 et
Dim1in-FITC, (c) RP-HPLC chromatogramme d’OL7 aprés purification sur RP-HPLC préparative, (d) RP-HPLC
chromatogramme de Dim1i,,-FITC apreés purification sur RP-HPLC préparative. Conditions HPLC : (10-100%
CH3CN (+0,1% TFA) dans H,0 (+0,1% TFA) en 10 min, A = 200nm), (e) Spectre de masse du dimére Dim1;,,-FITC.
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4) Conclusion et perspectives

En conclusion, le développement d’une nouvelle résine équipée d’un linker de type
cystamine pour la synthése d’oligourées en stratégie Boc a permis de préparer de nouveau
CPFs a base d’urées sans avoir recours a un clivage final a I’'HF. Cette nouvelle méthodologie
offre un acces facile a des oligourées équipées d’une fonction thiol terminale et permet leur
fonctionnalisation en exploitant la réactivité des thiols. Ceci a permis de préparer
I’hétérodimeére Dim2 issu du couplage entre la séquence d’OL1in et de NCL un ligand de la
nucléoline. Dim2 a témoigné d’une activité de transfection comparable a celle d’agents de
transfection commerciaux et concurrentielle de celle des CPPs parmi les plus efficaces. De
plus, ce nouveau CPF a présenté une haute stabilité en milieu riche en sérum avec aucune
perturbation de son efficacité de transport de genes contrairement aux CPP contréles. Les
tests réalisés ont aussi montré que Dim2 ne possede aucune cytotoxicité apparente.
L'hybride urée-peptide décrit ici pourrait représenter une alternative pour pallier les
limitations des CPPs. Des études futures viseront a étudier si le mécanisme d’internalisation
de ce nouveau CPF implique linternalisation d’une nucléoline de surface et si ce CPF
possede une sélectivité cellulaire. Dans ce chapitre, nous avons aussi décrit les tous premiers
exemples de CPFs capables d’acheminer des siARNs dans les cellules. Les nouveaux CPFs OL5
et OL6 ont tous les deux témoignaient d’une activité de transport de siARN dans la lignée
cellulaire A549-luc. Deux siARNs différents ont pu étre internalisés: le siARN inhibant
I’activité de la luciférase (siLuc) et un siARN thérapeutique ciblant I’expression de la Polo like
kinase 1 (siPlk1) permettant ainsi d’induire la mort de cellules cancéreuses. De futures tests
viseront a mesurer l'efficacité de transfection sur d’autres lignées cellulaires afin de
confirmer les résultats obtenus.

Enfin, nous avons aussi révélé dans ce chapitre que I"homodimére Dimlin, transporte
efficacement des protéines. Des tests de transport ont ainsi été réalisés et ont montré que
ce CPF peut transporter trois protéines différentes ayant des poids moléculaires différents
(30 a 66 kDa) et des points isoélectriques variés (4,5 a 9,5). Dans le cas du transport de la
saporine, une protéine d’intérét thérapeutique, les tests ont pu étre faits sur trois lignées
cellulaires différentes (HCT116, U87 et MRC5-V2). De futures expériences viseront a
transporter une protéine fluorescente avec I'analogue fluorescent de Dim1i,, (Dim1in-FITC)
afin de pouvoir co-localiser la protéine et le foldamere et ainsi obtenir des informations sur
la destination intracellulaire de nos CPFs. Enfin, nous essaierons d’acheminer d’autres

protéines telle que la GFP et/ou des anticorps qui ont un intérét thérapeutique.
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L'essor de la chimie des foldameéres a ouvert de nouvelles perspectives dans la
conception d’architectures synthétiques capables de mimer les fonctions biologiques.
Diverses molécules biomimétiques ont été congues a partir de précurseurs non biologiques
(B-peptides, y-peptides, oligourées, oligoquinolines...). Ces oligomeres sont, selon S.
Gellman, « des architectures moléculaires synthétiques ayant une forte propension a

adopter une conformation spécifique ».!

Ce sont donc des oligoméres possédant une
structure secondaire bien définie. Les foldameres peuvent ainsi mimer différents motifs
structuraux biologiques : hélices-a, feuillets-B a I'état solide mais aussi en solution.?? Ces
mimes synthétiques peuvent ainsi inhiber des interactions biologiques* ou étre utilisés
comme catalyseur de réactions chimiques.® Les foldaméres ont aussi été utilisés pour mimer
des peptides antibactériens,® ou reconnaitre des acides nucléiques.” On peut noter que la
plupart des exemples décrits dans la littérature soulignent I'importance de la relation
structure-activité dans le design de foldameéres biomimétiques.

Généralement, un foldameére « idéal » adopte une conformation stable et définie.!?
Or dans un contexte de biomimétisme, on doit prendre en compte qu’en réalité, la plupart
des protéines ne sont pas rigides.® Beaucoup de protéines fonctionnelles comportent des
segments non structurés ou bien ne se structurent qu’apres reconnaissance d’un ligand. On
dit alors qu’elles sont intrinsequement désordonnées. Par exemple, certaines enzymes
peuvent agir sur des substrats de forme et de géométrie différente et donc il est inévitable
gue ces enzymes présentent un certain degré de flexibilité dans leur structure afin d’étre
capables de reconnaitre des substrats de forme différentes.’ Certains fonctions biologiques
nécessitent donc une flexibilité conformationnelle.

La rigidité conformationelle des foldameres peut donc étre percu comme un facteur
limitant dans la conception de molécules synthétiques capables de mimer des fonctions
biologiques.”!?

C’est la raison pour laquelle, nous avons pensé qu’il serait intéressant d’essayer de
moduler la conformation des foldameéres d’oligourées afin de potentiellement accéder a de
nouvelles fonctions biomimétiques. Pour cela au cours de cette thése, nous avons choisi
d’étudier deux stratégies complémentaires.

La premiere a consisté a exploiter la réactivité des thiols pour former des oligourées
macrocycliques. En comparaison, les peptides cycliques ont connu un fort regain d’intérét
car il a été démontré que la rigidité de leur squelette améliore la pénétration cellulaire et
permet, dans certains cas, de former des assemblages en milieux aqueux.!""'> Nous avons

donc envisagé que la cyclisation d’oligourées pourrait aider a stabiliser la conformation en

105



Chapitre 3

Modulation de I’hélicité pour étendre les champs d’applications des foldameres d’oligourées

hélice de courtes séquences (i.e comportant un nombre maximum de 5 urées, ce qui
n’équivaut qu’a deux tours d’hélice) mais donnerait aussi acces a de nouvelles architectures
tridimensionnelles présentant un potentiel dans un contexte biologique. Pour réaliser ces
cyclisations, nous avons choisi d’exploiter la réaction de S-alkylation permettant
I'introduction de connecteurs externes. Il nous a ainsi été possible de cribler différents
connecteurs de taille et composition chimique différentes. Selon le type de connecteur
organique utilisé on pourrait ainsi jouer sur différentes propriétés en augmentant par
exemple la pénétration cellulaire des molécules résultantes ou en modifiant la conformation
de I'oligourée linéaire pour donner lieu a de nouvelles formes tridimensionnelles.

La deuxiéme stratégie qui sera décrite dans ce chapitre repose sur la conception
d’architectures foldameres capables de moduler leur conformation par reconnaissance d’un
ligand. Dans cette partie nous étudierons la dynamique de I’hélice oligourée et la possibilité

d’inverser le sens d’hélicité par reconnaissance d’anion.

1) Conception d’oligourées hydrosolubles cycliques et étude de leur
repliement

Au fil des ans, les peptides cycliques de synthése ont connu un intérét grandissant,
principalement parce qu’ils sont des candidats médicaments intéressants pour I'industrie
pharmaceutique et de potentiels outils biologiques.!® Ci-dessous, nous dressons un état de
I’art non exhaustif, des stratégies les plus connues de cyclisation de peptides avec un intérét
particulier pour les méthodes récentes impliquant la réactivité des thiols.

Parmi les stratégies de cyclisation les plus classiques, on peut citer, la formation de
lien amide, de pont disulfure, la cyclisation azoture-alcyne, la réaction thiol-ene ou la
métathése cyclisante (RCM).!* Des réaction de lactamisation « téte-queue », c’est-a-dire
liant les deux extrémités du peptide (N- et C-terminale) par un lien amide ont aussi été
utilisées pour préparer de courts peptides cycliques qui ont montré une haute stabilité a la
protéolyse, une faible cytotoxicité et une biodisponibilité orale.!> Au début des années 2000,
la stratégie dite « peptide agrafe » (Figure I1l.1) a permis de concevoir des peptides cycliques
capables de cibler la surface de protéines afin de développer des inhibiteurs d’interactions
protéine-protéines.'® Cette approche reposait sur une réaction de métathése cyclisante
entre deux résidus o, a-disubstitués contenant une chaine latérale de type alcéne, insérés en
position i, i+4 ou i, i+7. Ce choix de position étant fait de maniere a stabiliser fortement la

formation de I’hélice-a tout en facilitant la pénétration cellulaire du peptide natif. Depuis la

106



Chapitre 3

Modulation de I’hélicité pour étendre les champs d’applications des foldameres d’oligourées

premiere découverte par Verdine et al., de tres nombreux exemples de peptides agrafes ont

été décrits dans la littérature.!”

Figure 1.1 : Structure cristalline d'un peptide agrafe ol I’hélice-a. est représentée en rouge et I'agrafe
hydrocarbonée en vert (code PDB : 4MZK).!”

Plus récemment, des méthodes de S-arylation sur la chaine latérale de résidus
cystéines ont été décrites conjointement par les groupes de B. Pentelute et de S.
Buchwald.!® Dans le méme ordre d’idées, le groupe de R. Derda a décrit la modification de
résidus cystéines via une réaction de substitution nucléophile aromatique (SnAr) avec des
perfluoroarénes en milieu aqueux.'® Le groupe de P. Dawson a lui utilisé le dichloroacétone
comme connecteur sur des résidus cystéines pour préparer des peptides agrafes dans le but
de stabiliser I’hélice-o. du peptide natif.?’ Grace a la nucléophilie particuliére des thiols, le
groupe de A. Wilson a réussi a bloquer la conformation en hélice-a. de peptides par une
double substitution de deux résidus cystéines en position i, i+4 en présence de
dibromomaléimide.?! Depuis les travaux de Verdine et al. sur la métathése cyclisante, une
grande variété de méthode de cyclisation de peptides a été décrite. Chacune d’entre elles
utilise une réaction chimique différente permettant de former des peptides agrafes
présentant des propriétés biologiques variées. Le groupe de D.R. Spring a récemment
rassemblé I'ensemble de ces méthodes dans une revue et présente les différentes méthodes
de cyclisation en deux groupes. Le premier correspondant aux méthodes de cyclisation
intramoléculaire (i.e la réaction d’une chaine latérale sur une autre) et le second

correspondant aux cyclisations impliquant I'introduction d’un linker externe (Figure 111.2).?
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Figure 111.2 : (a) Cyclisation intramoléculaire v.s cyclisation par introduction d’un linker externe. La cyclisation
intramoléculaire implique la réaction d’une chaine latérale sur une autre et la cyclisation par introduction d’un
linker externe nécessite I'utilisation d’un réactif bifonctionnelle capable de réagir simultanément sur deux
chaines latérales. (b) Comparaison des différentes stratégies de cyclisation sur un pentapeptide modéle.?

Une autre approche de cyclisation a récemment été décrite par le groupe de W.
Degrado qui a développé une méthode de macrocyclisation englobant la totalité de la
séquence peptidique (i.e reliant les deux extrémités N- et C-terminales).Un connecteur semi-
rigide aromatique a été attaché aux deux extrémités du peptide via la formation de
thioethers reliant le connecteur a des résidus cystéines. Le peptide cyclique ainsi formé
montre non seulement une forte stabilité de I'hélice-a. mais permet aussi de former des

assemblages définis en milieux aqueux (Figure 111.3).!!

90°

Figure 1l.3: Macrocyle peptidique développé par W. Degrado. (a) Structure cristalline du peptide
macrocyclique ou le connecteur aromatique est représenté en orange et (b) structure cristalline de
I’'assemblage obtenue en milieu aqueux (code PDB : 6B17).!"!

En parallele, le groupe de C. Heinis a mis au point une méthode rapide de cyclisation

permettant d’accéder a une librairie composée de milliers de peptides bicycliques. Pour cela,
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ils ont combinés la méthode de « phage display » a des cyclisations par formation de
thioethers a partir de connecteurs composés de deux atomes de brome. En présence de
deux connecteurs différents, ils ont pu avoir acces a une librairie de peptides tres riches en
taille, en composition chimique et en géométrie. Cette méthodologie a été appliquée a
I'identification d’inhibiteurs de la protéine plasma kallikrein, une cible thérapeutique
d’intérét pour traiter I'angio-cedéme héréditaire. Cette stratégie a permis d’identifier des
inhibiteurs ayant des constantes d’affinité de liaison de I'ordre du subnanomolaire.?

Dans le domaine des foldameres, le groupe d’l. Huc en collaboration avec H. Suga a
récemment démontré que des hybrides foldameére-peptide peuvent étre synthétisés par le
ribosome en utilisant la reprogrammation génétique. En particulier grace aux connaissances
de I'équipe de H. Suga dans la cyclisation de peptides via la réaction de S-alkylation de
résidus cystéine, ils ont congu des macrocycles peptide-foldameére aromatique dont I'étude
conformationnelle en solution a révélé une induction totale du sens d’hélicité du segment
foldamére induite par le fragment peptidique.?*

En ce qui concerne, I'utilisation de connecteurs photoisomerisables, on peut citer les
travaux de J. Chmielewski et al. qui ont étudié I'impact de linsertion de connecteurs
azobenzene sur la structuration de coudes- peptidiques? ou le travail intensif du groupe de
G. A. Wooley sur la modulation de la conformation en hélice-a de peptides cycliques par
irradiation photochimique grace a l'insertion de connecteurs de type azobenzene. G.A.
Wooley et al. ont démontré que la photoisomerisation de I'azobenzene de la configuration
trans a cis induisait une forte augmentation du taux d’hélicité du peptide.?6-28

Tous ces exemples soulignent I'intérét grandissant pour la synthese de peptides
cycliqgues. Ce constat nous a donc permis d’envisager qu’il serait intéressant d’étudier
I'impact de la cyclisation sur le repliement des hélices-2,5 d’oligourées. La cyclisation
pourrait permettre de stabiliser de courtes séquences oligourées mais aussi nous donner
acces a de nouvelles conformations originales. En particulier nous nous sommes intéressés a
I'utilisation de la réaction de S-alkylation pour cycliser des oligourées car cette réaction est
chimiquement stable, facile a réaliser, sélective et peu couteuse.?’ De plus, il existe un grand
nombre de connecteurs commerciaux capables de réagir avec des thiols ce qui nous permet
de cribler une grande variété de composés présentant des tailles et des compositions

chimiques différentes.
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a) Développement d’une nouvelle résine pour la synthése d’oligourées bis-thiol

Afin d’étudier les conséquences structurales de la cyclisation sur I’hélice-2,5
d’oligourées, la synthese de différentes oligourées comportant une terminaison de type
cystamine aux deux extrémités N- et C-terminales a été réalisée sur support solide. Trois
séquences oligourée ont donc été préparées. Elles different par leur taille mais sont toutes
constituées par les mémes résidus (Figure 111.4). Le design de ces séquences s’est inspiré de
la composition de I'oligourée H1 (séquence : jPr'-Leu“-Glu“-Lys"-Leu"-Tyr"-Leu“-Glu"-Lys"-
LeuU-Ala“-Leu“-NH>) dont la structure cristalline a été obtenue en milieu aqueux.? Ce choix
de design a été fait afin de pouvoir comparer le repliement des nouvelles oligourées
cycliques avec celui d’'une oligourée connue (H1). Lintroduction de terminaisons de type
cystamine nous a permis d’exploiter la réactivité des thiols et ainsi de préparer des
macrocycles « téte-queue » fermés soit par un pont disulfure soit via l'introduction d’un

connecteur externe introduit par S-alkylation ou S-arylation.
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Figure 111.4 : Structure chimique des oligourées OL8, OL9 et OL10.

Comme évoqué dans le chapitre 1, deux approches de synthése sur support solide
des oligourées sont disponibles au laboratoire: la stratégie Boc et la stratégie azoture. Dans
cette étude, c’est la stratégie azoture qui a été choisie pour préparer les oligourées OLS8, OL9
et OL10. La stratégie azoture en synthése supportée (c.f. chapitre 1) a été développée en

2012 au laboratoire.’® Cette approche qui utilise une résine acido-labile et le TFA pour le
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clivage final de la résine permet d’éviter certains probléemes liés a I'utilisation de la stratégie
Boc et notamment I’emploi de I'acide fluorhydrique pour le clivage final.

Ici, une nouvelle résine (R2) a été mise au point afin de pouvoir exploiter la stratégie
de synthése sur support solide azoture tout en introduisant une terminaison de type
cystamine en position C-terminale de I'oligourée (Figure IIl.5.a). Cette résine a été préparée
au laboratoire a partir d’'une résine commerciale, la 2-chlorotritylchloride (résine CTC) sur
laquelle a été couplé un linker de type cystamine (L2) préalablement protégé par un
groupement Fmoc. Une fois le linker installé, le nouveau taux de greffage de la résine
(exprimé en mmol/g) a été déterminé par dosage UV de I’adduit Fmoc-pipéridine a 289 nm
et 300 nm. Cette méthodologie s’inspire de travaux publiés par le groupe de F. Albericio, qui
a développé une résine dérivée de la CTC en y greffant un linker alkyl thiol, I'acide 16-
mercaptohexadécanoique. Grace a cette résine, ils sont parvenus a synthétiser sur support
solide un alkyl thiol biotinylé dont la synthése n’avait alors été décrite qu’en solution.’!

La résine CTC n’est pas compatible avec I'irradiation micro-ondes. En effet, il a été
démontré que bien que la résine CTC permette d’obtenir des peptides par synthese
supportée avec une haute pureté et un faible taux d’épimérisation, celle-ci n’est pas
compatible a l'irradiation micro-ondes. Apres synthése supportée sous assistance micro-
ondes, les rendements des produits obtenus sont tres faibles car le lien trityl ester est
hydrolysé au cours du chauffage ce qui se traduit par un relargage en solution de la chaine
en cours d’élongation.?? Cette résine est donc habituellement utilisée avec des conditions de
couplages a température ambiante. Dans la résine R2, le lien trityl ester a été remplacé par
un lien trityl thioether qui lui n’est pas hydrolysé au cours de la synthése, la résine R2 devrait
donc étre stable a l'irradiation micro-ondes. Une fois obtenue, la résine R2 a été utilisée avec
la stratégie de synthése azoture classiquement utilisée au laboratoire (Figure I11.5.b).

Aprés déprotection du Fmoc, des étapes de couplages/réductions itératives des
différents monoméres (M) portant des chaines latérales de type acide glutamique (ME),
lysine (MX), leucine (MY), alanine (MA) et tyrosine (MY) ont été effectuées en conditions
standard et sous irradiation micro-ondes (Figure IIl.5.b). Une fois I'élongation de chaine
terminée, le linker L3 a été couplé sur 'amine N-terminale afin d’introduire la deuxieme
terminaison de type cystamine. L'oligourée a ensuite pu étre détachée de la résine R2 en
utilisant un cocktail de clivage composé de TFA/TIS/H,O/EDT (92,5: 2,5: 2,5: 2,5; v/v/v/V)
(Figure 111.5.b).
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Figure II1.5 : (a) Conditions expérimentales de préparation de la résine R2. (b) Méthode de synthése supportée
utilisée pour préparer les oligourées OL8, OL9 et OL10.

Grace a cette nouvelle résine, les oligourées OL8, OL9 et OL10 ont été obtenus avec
des rendements globaux de 35%, 21% et 10% respectivement aprés purification sur RP-HPLC
préparative. La Figure Ill.6 présente les chromatogrammes HPLC des bruts de synthese des
composés OL8, OL9 et OL10. Le rendement plus faible de la synthese d’OL10 s’explique par
la présence de deux délétions (Figure IIl.6). Cette synthése pourra étre améliorée en
augmentant les temps de réduction et de couplage pour les trois derniers résidus.

Néanmoins, on peut noter que les résultats obtenus confirment la stabilité de la

résine R2 a l'irradiation micro-ondes.
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Figure 111.6 : Chromatogrammes RP-HPLC des produits bruts (a) OL8, (b) OL9 et (c) OL10 synthétisés par

stratégie azoture avec la résine R2 (UV a 200 nm, 10-100% CHsCN (+ 0,1% TFA) dans H,0O (+0,1% TFA) en 10
min).

b) Macrocyclisation d’oligourées

Dans une série de réactions réalisées en paralléles, nous avons fait réagir |'oligourée
OL8 avec différents connecteurs et avons isolé les macrocycles correspondants : MC3-MC6
(Figure 111.8). En paralléle, nous avons synthétisé les macrocycles MC1 et MC2 qui sont issus
de I'oxydation des thiols des oligourées OL8 et OL9 respectivement (Figure II.8). La
formation du pont disulfure intramoléculaire est un moyen « chimique » de vérifier la
réactivité des thiols mais aussi la flexibilité de la conformation hélicoidale en milieu aqueux
permettant le coudage de cette derniére pour permettre le macrocycle « contraint » de se
former.

La cyclisation par oxydation des thiols en pont disulfure a donc été réalisée en
premier en utilisant I'oxydation au DMSO. Ce choix d’oxydation permet de former
rapidement le pont disulfure avec un excellent rendement et une haute pureté.’? Afin de
limiter la multimérisation de I'oligourée et de favoriser la cyclisation intramoléculaire, la
réaction d’oxydation a été réalisée en conditions diluées (0,5 mg/mL d’oligomére) dans un

tampon bicarbonate d’ammonium (50 mM, pH 8) contenant 25% de DMSO a température
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ambiante. La réaction a été laissée sous agitation pendant 48h puis les macrocycles MC1 et
MC2 correspondant a I'oxydation des oligourées OL8 et OL9 ont pu étre isolés apres
purification par RP-HPLC préparative avec un rendement de 34% et 31% respectivement. En
revanche, lorsque I'oligourée OL10 a été traitée dans les mémes conditions, aucune trace du
macrocycle attendu n’a pu étre détectée par LC-MS, méme aprés 7 jours de réaction. Cette
différence de réactivité indique que la rigidité du squelette hélicoidal d’OL10 empéche la
réaction de cyclisation d’avoir lieu. A I'inverse, les squelettes hélicoidaux des oligourées OL8
et OL9 semble plus « fragiles » et donc peuvent permettre une cyclisation facile.

Nous avons ensuite réaliser les cyclisations impliquant un connecteur externe en
exploitant la réaction de S-alkylation. Cette stratégie nécessite I'utilisation d’un réactif
bifonctionnel qui permet de former un macrocycle en réagissant sur les deux thiols de
I’oligourée. En comparaison avec une cyclisation intramoléculaire comme celle réalisée
précédemment (MC1 et MC2) plus de sous-produits peuvent se former au cours de cette
réaction en raison de son chemin réactionnel (Figure 111.7). La premiére étape correspond au
couplage intermoléculaire entre le connecteur et I'un des thiols de I'oligourée pour former
un intermédiaire linéaire (MCa), puis un second couplage intramoléculaire se produit entre
le thiol libre et la seconde terminaison du connecteur pour former le macrocycle (MC). Cette
réaction est donc en compétition avec le couplage de deux connecteurs sur une oligourée
qui fournit un produit linéaire (L). Cette réaction paralléle n’existe pas dans le cas d’une
cyclisation intramoléculaire et s’ajoute donc aux autres sous-produits potentiels qui
correspondent a des produits de multimérisation. Malgré cela, la formation du produit
macrocycligue peut étre favorisée par une pré-organisation conformationnelle de
I'intermédiaire réactionnel (MCa) positionnant la terminaison qui n’a pas réagi du

connecteur, proche du second thiol de I'oligourée (Figure 111.7).
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) Intermédiaire MCa

Macrocycle Mc Sous produit linéaire L

Figure 111.7 : Chemin réactionnel de la réaction de cyclisation impliquant un connecteur externe proposé par le
groupe de R. D. Spring.?

Les réactifs bifonctionnel utilisés comme connecteurs externes dans cette étude
sont des composés possédant deux terminaisons de type CH-Br. Nous avons fait le choix de
cribler différents connecteurs de différentes tailles et composition chimique (C3, C4 et C6,
Figure 111.8). En fonction de la taille du connecteur, on s’attend a observer une modulation
de I’hélicité de I'oligourée. Par exemple, un connecteur dont la longueur sous forme étendue
correspondrait a la distance entre les deux extrémités N- et C- terminales d’une oligourée
constituée de 5 motifs urées devrait permettre de stabiliser la conformation hélicoidale
d’une courte séquence (5 urées ne correspondant qu’a deux tours d’hélice) en hélice-2,5. A
I'inverse, un connecteur plus court devrait déstabiliser I’hélice-2,5 de I'oligourée et pourrait
induire une courbure dans le squelette de I’hélice. Ainsi, en fonction du connecteur utilisé, il
devrait étre possible soit de stabiliser la conformation en hélice-2,5 de courtes séquences

oligourées, soit d’accéder a de nouvelles conformations coudées.
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Figure 111.8 : Structure chimique des macrocycles (MC1-MC6) synthétisés au cours de cette étude.

En plus des connecteurs équipés de terminaisons CH,-Br présentés précédemment,
nous avons inclus dans I’étude un connecteur de type perfluoroaromatique (C5, Figure 1l1.8).
Ce connecteur a été utilisé par le groupe de B. Pentelute pour cycliser un CPP. B. Pentelute
et al., ont en effet montré que la réaction de substitution nucléophile aromatique (SnAr)
était sélective des deux fluors en position para du connecteur perfluoroaryle. L'introduction
de ce connecteur leur a permis de stabiliser la structure en hélice-a du peptide et
d’améliorer son efficacité de transport d’oligonucléotides antisens d’un facteur 14 tout en lui
conférant une stabilité accrue a la protéolyse.!? Ainsi, dans un contexte d’utilisation de nos
oligourées pour des applications pharmaceutiques, il nous a paru intéressant d’inclure ce
connecteur dans notre étude.

Les cyclisations par S-alkylation ont été réalisée en conditions basiques (tampon
bicarbonate d’ammonium, 50 mM, pH 8) a température ambiante et en présence de 1,5
équivalent de connecteur. Ces réactions ont été faites en conditions diluées (0,5 mg/mL
d’oligourée) afin de minimiser la multimérisation. L’ensemble des conditions expérimentales
utilisées pour les différentes cyclisations sont résumées Figure II1.9. Les bruts réactionnels
ont été analysés par LC-MS afin d’identifier la nature des produits formés. Lorsque les

macrocycles ont pu étre formés en quantité suffisantes, ceux-ci ont ensuite été isolés par
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RP-HPLC préparative. En ce qui concerne la cyclisation par S-alkylation d’OL8, tous les bruts

réactionnels ont montré la présence d’un seul pic majoritaire correspondant au macrocyle

attendu.
a)
25% DMSO
w dans NH4HCO3 (50 mM, pH 8)
S=S
b)
3,0 eq. TCEP,

1,5 eq connecteur (Br-X-Br)
w dans CH3CN/NH,HCO3 (50 mM, pH 8) 1:1
o
S=X=S

Figure 111.9 : Conditions expérimentales de cyclisation des oligourées : (a) oxydation des thiols en présence de
DMSO pour la cyclisation intramoléculaire par formation d’un pont disulfure et (b) cyclisation via I'introduction
d’un connecteur externe couplé par formation de liens thioethers.

Ainsi, les macrocycles MC3-MC6 ont pu étre obtenus avec des rendements de 23%, 23%,
13% et 19% respectivement apres purification sur RP-HPLC préparative. Le mode de
repliement des macrocycles isolés (MC1-MC6), dérivant du tétramere OL8, a ensuite été

étudié en solution par dichroisme circulaire.

c) Etude conformationelle en solution

Au cours de cette étude, nous avons évalué I'impact de la cyclisation sur I’hélice-2,5
d’oligourée en réalisant des expériences CD en milieu aqueux (Figure 111.10). Cette étude a
été compliquée par le fait que les spectres sont généralement exprimés en ellipticité
molaire, ce qui nécessite de connaitre la concentration exacte de la solution. Celle-ci est
habituellement déterminée en mesurant I'absorbance a 280 nm des résidus de type Tyr". Or,
certains des connecteurs aromatiques utilisés dans cette étude absorbent aussi a cette
longueur d’onde ce qui complique la mesure de la concentration. Il a donc été décidé de
calibrer chacun des spectres CD grace a I'absorbance UV a 205 nm qui correspond a la
longueur d’onde a laquelle absorbe la liaison urée. Ainsi, nous avons mesuré la
concentration du composé de référence linéaire OL8 grace a I'absorbance a 280 nm du
résidu TyrY. Pour les dérivés macrocycliques d’OL8, nous avons appliqué un facteur de
correction de la concentration correspondant au rapport des absorbances a 205 nm. Ainsi

nous avons considéré que la concentration du composé macrocyclique était égale a :
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Absorbance MC (205 nm)
Absorbance OL8 (205 nm)

Concentration (MC) = Concentration (OL8)

Cette calibration a été appliquée a chacun des macrocycles a I’exception de MC1 car le linker
biphényl absorbe a 205 nm. Pour ce macrocycle, nous avons donc estimer la concentration
en pesant le macrocycle isolé sec aprés lyophilisation. Etant donné que les solvants de
purification contiennent du TFA, les produits isolés sont sous forme de sels de TFA. Afin de
réduire, I'incertitude de la pesée due a la présence de ce sel de poids moléculaire élevé (113
g.mol?), un échange de sel a été réalisé au préalable en réalisant 3 traitements successifs
avec une solution d’HCI (0,1M) avant une nouvelle lyophilisation.

Dans cette étude, les données CD ont été interprétées en se basant sur la forme et
I'intensité a 205 nm des spectres CD des oligourées macrocycliques. Les oligourées linéaires
(OL8 et OL9) ont aussi été analysées et ont été utilisées comme référence pour discuter les
données CD des macrocycles et ainsi estimer I'impact de la cyclisation sur la stabilité de
I"hélice-2,5.
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Figure 111.10 : Spectres CD des oligourées OL8 et OL9 en comparaison avec leur macrocycles isolés. (a) Spectres
CD d'0OL8, MC1 et MC3-MC6 et (b) spectres CD d’OL9 et MC2. Les spectres ont été enregistrés dans un tampon
phosphate de sodium (50 mM, pH 7,5) et mesurés a 0,1 mM.

Les spectres présentés Figure 111.10 ont été réalisés dans un tampon phosphate de
sodium (50 mM, pH 7,5) a 0,1 mM. Comme attendu, les oligourées tétrameéere (OL8) et
heptameére (OL9) présentent la signature CD caractéristique d’une hélice-2,5 droite avec un
maximum d’ellipticité positif a 203 nm dont I'intensité augmente avec le nombre de résidus
dans la chaine oligourée (le signal d’OL9 étant plus intense que celui d’OL8). L’intensité du
maximum a 203 nm des composés MC1, MC3, MC4 et MC5 est tres faible par rapport a celle
d’OL8. La cyclisation oxydante du tétramere oligourée ainsi que les cyclisation par insertion
des connecteurs bis(bromométhyl)biphényle, bis(bromométhyl)pyridine et

décafluorobiphényle semble donc déstabiliser I'hélice-2,5 d’OL8. En revanche, le macrocycle
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MC6 présente un signal a 203 nm plus intense que les autres macrocycles et proche de
I'intensité du composé linéaire OLS8, le connecteur aliphatique C6 semble donc compatible
avec I’hélice-2,5 du tétrameére OLS.

En ce qui concerne, la cyclisation d’OL9, on constate que le macrocycle MC2
correspondant au produit de cyclisation oxydante d’OL9, présente un maximum positif a 203
nm qui est moins intense que celui de I'oligourée linéaire. Cette cyclisation semble donc
déstabiliser I’'hélice-2,5 de I’heptamere.

Pour compléter cette étude structurale par CD, des études futures en RMN seront
réalisées. En paralléle, des essais de cristallisation ont été initiés afin d’obtenir des données

structurales a I’état solide et déterminer le mode de repliement de ces oligomeéres cycliques.

2) Dynamique de [I’hélice oligourée et induction d’hélicité par

reconnaissance d’anion

Une hélice est un objet chiral construit a partir de sous unités chirales ou achirales.
Les hélices formées a partir de sous unités chirales sont caractérisée par une forte induction
du sens d’hélicité. Par exemple, les hélices a-peptidiques construites a partir de (L)-acides
aminés forment une hélice droite (P). A I'inverse, dans le cas d’hélices construites a partir de
sous unités achirales, les deux «pas de vis » de I’hélice sont formés en mélange équimolaire
dit racémique comprenant 50% d’hélice gauche (M) et 50% d’hélice droite (P).>*

Les oligourées construites a partir de monoméres dérivés de (L)-acides aminés
adoptent une conformation en hélice-2,5 (P).>> En 2016, le groupe de J. Clayden en
collaboration avec notre groupe a montré qu’il était possible de construire des oligourées a
partir de sous unités achirale de type meso 1,2-cyclohexane diamine.?® Pour maintenir la
symétrie meso, les monomeres ont été liés par des liens urées car c’est un motif symétrique
facilitant I'accés a des oligomeéres meso (Figure 111.11). Grace a des études RMNs, il a été
montré qu’en solution 50% de I’hélice est gauche (M) et 50% est droite (P). Ces deux hélices
sont en échange lent au temps de la RMN avec une barriére d’inversion de 70 kJ.mol* ce qui

se traduit par la présence de deux jeux de signaux d’égale intensité en RMN.
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Figure 111.11 : (a) Structure chimique d’une oligourée chirale synthétisée dans I'équipe et (b) structure chimique
des oligourées meso dérivant du monomer meso cyclohexane-1,2-diamine décrits par J. Clayden et al.

Dans le cas des oligourées meso, I'inversion du sens d’hélicité s’accompagne d’une
inversion de la direction du réseau de liaisons hydrogénes et donc du sens du macrodipéle
de I’hélice. Les deux terminaisons N- (coté positif du macrodipdle) et C- terminales (coté
négatif du macrodipdle) de I'oligourée meso étant énantiotopes, J. Clayden et al. ont montré
gu’en modifiant I'une des deux terminaisons, il est possible d’induire une légere préférence
pour un sens d’hélice. Le ratio des deux populations d’hélices (P) et (M) devient alors
différent de 1. Il est aussi possible d’induire une préférence pour un sens d’hélice en formant
un complexe 1:1 entre l'oligourée meso et un anion chiral, le Boc-D-proline.’® Cette
reconnaissance d’anion a été paralléelement mis en évidence dans une étude menée par
notre groupe et publiée en 2016 par V. Diemer et al. Il a alors été prouvé que la
reconnaissance d’anion par une hélice d’oligourée s’effectue spécifiquement sur un site
dédié de I’hélice : I'urée terminale située du coté positif du macrodipdle de I’hélice-2,5 (coté

« N- terminal ») (Figure 111.12).%7
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Figure 111.12 : Schéma de principe de la reconnaissance d’anion par le péle positif du macrodipéle de I'hélice-
2,5 d’oligourée.

Plus récemment, J. Clayden et al. ont publié une nouvelle étude sur les oligourées
meso. lls ont montré qu’en choisissant des terminaisons ayant des propriétés de donneurs
de liaisons hydrogenes différentes, il était possible de moduler le sens d’enroulement de
I’hélice.?® Ces oligourées désymétrisées seront appelés dans notre étude pseudo-meso.
Ainsi, la terminaison qui est le meilleur donneur de liaisons H se retrouve du c6té négatif du
macrodipole de I'hélice, a I'inverse le meilleur accepteur de liaisons H se retrouve du cété
positif. Par exemple, si une urée est placée a l'une des extrémités de I'oligourée pseudo-
meso et qu’un carbamate est située a l'autre extrémité, alors I'extrémité urée se situera du
coté négatif du macrodip6le car c’est un meilleur donneur de liaisons H. Les populations
relatives des deux conformeéres, dans lesquels chaque terminaison fonctionne soit en tant
qgue C- terminale (groupement donneur de liaisons H) soit en tant que N- terminale
(groupement accepteur de liaisons H), varient alors en fonction des propriétés de donneurs
de liaisons H des groupements terminaux.

Dans cette méme étude, J. Clayden et al. ont observé qu’en présence d’un exces
d’anion (achiral cette fois-ci: phosphate, acétate ou chlorure), le sens d’hélicité de ces
oligourées pseudo-meso s’inversait, passant d’une hélice (P) a une hélice (M). L'origine de
cette inversion de I’'hélice (P) a (M) peut se comprendre en considérant les sites de liaisons
possibles de I'anion sur I'oligourée pseudo-meso. En effet, I’hélice (M) expose deux NHs du
coté positif de son macrodipéle (terminaison urée) alors que I’hélice (P) n’expose qu’un seul
NH du coté positif du macrodipole de I’hélice (terminaison carbamate). Ainsi puisque la

reconnaissance d’anion se fait spécifiquement du c6té positif du macrodipdle et que c’est
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I’hélice (M) qui posséde le macrodipéle positif avec le meilleur site de coordination pour
I’anion alors pour satisfaire la coordination de I’anion, les populations d’hélices (P) et (M)
s’inversent. Cette inversion du sens d’hélicité a été caractérisée par dichroisme circulaire.’®
Parallelement a cette étude, nous avions initié de notre co6té une étude sur des
séquences meso et pseudo-meso qui seraient cette fois-ci construites a partir de sous unités
chirales mais cette étude a longtemps était rendu difficile de part des problémes
synthétiques.
Pour conserver le caractere meso, ces nouvelles oligourées ont été congues avec un plan de

symétrie interne (Figure I11.13).

R2 0 Rs H H Re Re H H R: 0 Re
BocHN\/\NJLN/\/N N A NN N\/\NJLN/\/NHBoc
1 H H 1 \ﬂ/ 1 H H 1 \n/ 1 H H 1

Figure 111.13 : Représentation schématique des oligourées meso décrites dans cette these.

Ce nouveau design est intéressant car il est plus proche des systémes biologiques et
pourrait aussi a long terme permettre de concevoir des oligourées hydrosolubles équipées

de chaines latérales dérivées d’acides aminés naturels (Lys" ou Glu“ par exemple).

a) Synthése en solution des nouvelles oligourées meso

Les tous premiers essais de synthése de ces oligourées avaient été réalisés sur
support solide mais la terminaison NH(CO)NH; induisait des problemes d’agrégations et des
difficultés de caractérisation des séquences. De plus, des limitations sur les possibilités de
modification post-synthése nous ont poussé a « revenir » sur une approche de synthése en
solution.

Ainsi, pour cette étude, trois oligourées meso (OL11, OL12 et OL13) et quatre
oligourées pseudo-meso (OL14, OL15, OL16 et OL17) ont été synthétisées (Figure 111.14). Afin
de faciliter I'étude en comparant ces nouvelles oligourées avec des composés
précédemment décrits, il a été décidé d’équiper ces oligourées meso de chaine latérale de
type ValY, Ala" et Leu" (Figure I11.14). Les oligourées ont été préparées en solution a partir de
monomeére énantiomériquement pur préalablement synthétisé (c.f partie expérimentale)
dont les chaines latérales sont situées soit en position a soit en position 3 du résidu urée

(Figure 111.14). Les séquences meso des oligourées OL11, OL12 et OL13 different les unes des
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autres par les combinaisons possibles des configurations des chaines latérales: OL11
correspondant a (S)(S)(S)(R)(R)(R), OL12 a (S)(S)(R)(S)(R)(R) et OL13 a (S)(R)(S)(R)(S)(R).
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Figure 111.14 : Structure chimique des oligourées meso OL11-0OL13 et pseudo-meso OL14-0OL17 synthétisé pour
cette étude.

Pour préparer les différentes oligourées, des monomeres activés sous la forme de
carbamate de succinimide dont I'amine est masquée sous forme d’azoture ont été utilisés et
la syntheése a été réalisée de maniere conventionnelle de I'extrémité « C- terminale » vers
I’extrémité « N-terminale ». La position et la configuration de la chaine latérale ont donc été
préalablement définies lors de la synthese des monomeres. Par exemple, dans I'oligourée
OL11, le premier résidu a été préparé a partir de Boc-(D)-Val-OH commerciale en réduisant
I"acide carboxylique en alcool avant de le convertir en azoture. Le Boc-NH de ce résidu a
ensuite été considéré comme |'extrémité C-terminale. La chaine latérale de ce premier
résidu a donc été positionnée sur le CH,, du résidu urée avec une configuration (R). Une fois
introduit, la configuration de la chaine latérale du résidu est conservée tout au long de

I’élongation de chaine. L’azoture a ensuite été réduit par hydrogénation au palladium sur
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charbon pour permettre le couplage du second résidu a I’aide du monomeére de type (R)-Ala"
en présence de DIEA dans du DMF.

Malheureusement, nos premieres tentatives pour synthétiser OL11 en utilisant
seulement des monomeres de type azoture ont échoué. La réduction de l'azoture des
dimére et trimére a bien fonctionné en conditions standard (H; 1 bar, 10% Pd-C). En
revanche et de maniére inattendu et quelque soient les conditions de réduction utilisées, la
réduction de I'azoture du tétramére n’a conduit qu’a de tres faible rendements. Ce manque
de réactivité était inattendu et demeure inexpliqué étant donné qu’aucun probleme
comparable n’a été observé au laboratoire lorsque la stratégie azoture est utilisée en
synthése supportée.

Pour pallier ce probleme de réactivité chimique, nous avons repensé le choix de nos
monomeres en remplagant [I'azoture par un groupement protecteur de type
benzyloxycarbonyle (appelé Z) a partir du tétramere. De nouveaux monomeéres activés de
type Z-M*;/p (ou X correspond au code a une lettre de 'acide aminé dont est issu le
monomere et a/f correspond a la position de la chaine latérale dans le résidu urée) ont
donc été préparés et leur voie de synthése est résumée dans la Figure 111.15. Les rendements
de synthese des nouveaux monomeres ainsi que le détail des procédures sont détaillés dans

la partie expérimentale.
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Figure 11115 : Synthése des monomeéres activés de type Z-MXyp a travers 'exemple des monoméres de type
alanine urée.

Une fois ces nouveaux monomeres en main, les oligourées OL11, OL12, OL13, OL14
et OL16 ont été assemblées en suivant la méthodologie de synthése présentée en détail
dans la Figure 111.16 et décrite pour la préparation d’OL11, OL14 et OL15. La synthese débute
par I’hydrogénation de I'azoture du premier monomere suivi du couplage du résidu suivant
réalisé en présence de DIEA. Ces deux étapes sont répétées jusqu’a I'obtention du trimere.

L'azoture du trimere est ensuite réduit par hydrogénation puis le quatrieme résidu est

125



Chapitre 3

Modulation de I’hélicité pour étendre les champs d’applications des foldameres d’oligourées

couplé sous la forme d’'un monomeére de type Z-MXyp (Figure 111.16). Ces étapes sont
répétées en choisissant judicieusement les monomeéres activés de fagcon a contréler la
configuration et la position des chaines latérales. Une purification sur colonne
chromatographique a été réalisée apres le couplage de chaque résidu de fagon
systématique. Au cours d'une premiére tentative de synthése en suivant cette
méthodologie, nous avons observé qu’une synthése sans purification intermédiaire ne
permettait pas d’isoler I’'hexamere désiré avec succeés. Chaque intermédiaire a donc été
purifié et isolé. Les autres oligomeéres ont été synthétisés de maniere similaire avec des
rendements globaux pour les composés OL11, OL12, OL13, OL14, OL15, OL16 et OL17 de
21%, 15%, 2%, 18%, 40%, 4% et 30% respectivement. Les rendements plus faibles de
certaines syntheses soulignent des difficultés de couplage probablement dues a I'agrégation
de certains intermédiaires en particulier pour la série de composés de type (S)(S)(R)(S)(R)(R) :
OL12, OL16 et OL17.

R1 . n o o] R1 H (o]
WO LN o
R, O
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R, =AlaoulLeuouVal,R;=H
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e = e
2)A, DIEA, DMF |, H H
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(o] (o]
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Lo Z—-N N\n/N\/\NJJ\ /\/N\n/N JJ\N/\:/NHBOC
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Figure 111.16: (a) Méthodologie de synthéese en solution utilisée pour préparer OL11 et OL14. (b) Modification
post-réactionnelle d’OL14 pour synthétiser OL15.
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Une fois cette série d’oligourées en main, leur mode de repliement en solution en utilisant
différentes techniques spectroscopiques (CD, RMN) et a I'état solide (diffractions des rayons
X) a été étudié.

b) Etude conformationnelle en solution et a I'état solide

i) Par RMN

Si une hélice-2,5 est formée en solution, le spectre RMN du proton (*H) d’une
oligourée doit présenter une forte dispersion des jeux de signaux correspondant aux NHs
des urées. De plus, comme évoqué dans le chapitre 1, les deux protons méthyléne CHy, ou 3
(selon le positionnement de la chaine latérale sur le motif éthylene diamine) de la chaine
principale doivent étre bien distincts et leur écart de déplacement chimique (Ad) proche ou
supérieur a 1, car placé dans un environnement hélicoidal, ces protons possédent en effet
un fort degré d’anisochronicité. Les oligourées OL11-17 ont donc été analysées par RMN
dans de I'acétonitrile-d3 et des expériences RMN a deux dimensions : COSY, TOCSY et ROESY
ont été réalisées de fagon a réaliser I'attribution compléte de tous les systemes de spin
lorsque cela a été possible. De cette facon, nous avons mesuré I'écart de déplacements
chimiques entre les protons CH, de la chaine principale pour chaque résidu pour les
oligourées dont I'attribution compléte a pu étre réalisée (Table IlI-1).

Dans un premier temps, nous avons analysé en RMN du proton (*H) les spectres des
oligourées meso OL11, OL12 et OL13. Puisque ces trois séquences ont été congues avec un
plan de symétrie, on s’attend a n’observer que la moitié des signaux en RMN *H. Le spectre
RMN du composé OL11 présente une région NHs répartie entre 5,2 ppm et 6,2 ppm (Figure
[11.17.a) avec des Ad supérieur a 1 ppm pour les CH; des résidus Leu" et Ala¥ (Table 1lI-1). En
revanche, le spectre *H de I'oligourée OL12 a été plus complexe a analyser et son attribution
n'a pu étre réalisée complétement (Figure 111.17.b). Cette difficulté d’attribution des signaux
reflete une structuration moindre et la potentielle agrégation due a la proximité des deux
chaines latérales Leu" (possible géne stérique). Le composé OL13 présente quant a lui une
région NHs répartie entre 4.4 et 5.8 ppm avec des A supérieur a 1 ppm pour les CH; des
résidus Leu" et Ala" (Table 1lI-1). Il semble donc que les oligourées OL11 et OL13 ait un
comportement similaire en RMN.

Dans le but d’étudier la possibilité d’induction d’hélicité, nous avons ensuite analysé
par RMN les pseudo meso OL14-OL17 a température ambiante. Les séquences OL14 et OL16
sont toutes les deux équipées de deux terminaisons carbamates, I'une Z et I'autre Boc alors

qu’'OL15 et OL17 possedent une terminaison Boc et une terminaison 3,5-
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bis(trifluoromethyl)phenylurée qui a été introduite dans le but de maximiser I'induction
d’hélicité (Figure 111.14). La comparaison des spectres 'H des composés OL11, OL14 et OL15
montre un changement drastique dans la zone des NHs urées lorsque la symétrie du
composé est rompue (Figure 111.17.a). Une tendance similaire a été observée avec les
composés OL12, OL16 et OL17 mais de fagon plus modérée due a une probable agrégation

évoquée précédemment sur cette série de composés (Figure 111.17.b).

OL11
OL14

OL15

7 6 5 <“— 5/ ppm

OoL12

OL16

oL17

T T

7 6 5 <«— 35/ ppm

Figure 111.17 : Zoom sur la région des NHs urées des spectres 'H RMN (CD3CN, 400 MHz) de (a) OL11, OL14 et
OL15 et (b) OL12, OL16 et OL17.

De plus, si le composé OL14 montre un éclatement modéré des signaux de la région
des NHs, la dispersion des signaux NHs du composé OL15 est quant a elle significative avec
des valeurs de déplacements chimiques comprises entre 5,0 ppm et 6,6 ppm. OL15 présente
aussi des écarts de déplacements chimiques élevés des protons CH, (Ad > 1 pour 5 résidus
sur 6) (Table IlI-1). En revanche, le composé OL17 présente de faibles écarts de déplacement
chimiques des protons CH; pour 5 résidus sur 6, ce qui corrobore I’"hypothése d’agrégation
formulée précédemment. Dans la Table IlI-1, une oligourée de référence a été incluse
(OL18 : Boc-Val'-Ala!-LeuY-Val'-Ala!-Leu-NHMe)?*’ afin de pouvoir comparer les valeurs de
Ad des oligourées meso et pseudo-meso avec ceux d’un oligourée dont la conformation est
une hélice-2,5 (P).
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Table 11I-1 :Valeurs calculées des Ad des oligourées meso OL11-13 et pseudo-meso OL14-17 ou les résidus ont
été numérotés de la droite vers la gauche (Figure I11.14).

Oligourées Valu; Alat; Leuus Leuyy Alavs Valug
OL11 0,51 1,03 1,20 - - -
OL12a n.d n.d n.d - - -
0L13 0,72 1,32 1,36 - - -
OL14¢ 1,2- 1,05 1,5- 0,8 1,03 0,46-
OL15 1,04 1,27 1,32 1,35 1,43 0,82
OL16° n.d n.d n.d n.d n.d n.d
OL17c 1,14 0,81 0,59 1,35 0,85 0,35
OL18b 1,08 1,27 1,34 1,25 1,22 0,96

al’attribution compléte des signaux n’a pas pu bCette oligourée a été cL’attribution de la position des résidus

étre réalisée et donc le calcul des Adn’a pas été incluse dans la Table a | n’a pu étre réalisée.

possible. titre comparatif.39

ii)  Par dichroisme circulaire (CD)

Etant donné que I'attribution compléte des signaux des oligourées OL12, OL16 et
OL17 n’a pu étre réalisée en raison d’'un chevauchement important de signaux NHs, nous
avons par la suite focalisé notre attention sur des études conformationelles par dichroisme
circulaire.

Pour étudier plus en détail, I'induction d’hélicité due a la désymétrisation d’OL11,
les spectres CD des composés OL14 et OL15 ont été enregistrés dans du 2,2,2-
trifluoroéhtanol (TFE) a 0,2 mM. Le spectre CD d’OL14 montre en effet une légere induction
d’hélicité avec la présence des deux bandes caractéristiques de I’hélice-2,5 a 195 et 203 nm
respectivement, a I'exception que ces deux bandes ont des maximums opposés comparés
aux spectres CD connus des hélices-2,5 d’oligourées (Figure 111.18). Ce changement de signe
indique une préférence pour une hélice-2,5 (M) puisque le maximum a 203 nm est négatif.
Cette induction d’hélicité est encore plus prononcée pour le composé OL15 qui présente un
maximum négatif a 203 nm. En comparaison, nous avons analysé dans les mémes conditions
le composé OL19 qui est une oligourée de référence équipée des mémes chromophores et
des mémes chaines latérales (séquence: (CFs3)-PhNHCO-Val'-AlaY-Leu“-Val-Ala“-Leu"-
NHMe).> On peut constater que I'intensité du signal CD de OL15 est comparable a celle de
OL19 lorsqu’il est analysé dans le TFE a 0,2 mM (Figure Il1.18: intensité de -326025 et
+397078 respectivement). En revanche, le spectre CD du composé OL17 ne présente qu’une

faible intensité, ce qui semble indiquer une faible structuration en hélice.
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Figure 111.18 : Comparaison des spectres CD des oligourées pseudo-meso OL14, OL15, OL17 et de I'oligourée
canonique OL19. Les spectres CD ont été mesurés a 0,2 mM dans le TFE.

Ces résultats CD montrent que la terminaison de type 3,5-
bis(trifluorométhyl)phénylurée contréle la direction du réseau de liaisons H de I’hélice-2,5
de OL15 qui adopte une configuration gauche et confirment la faible structuration en hélice

du composé OL17.

iii)  Etude structurale par diffraction des rayons X

Apres avoir étudié la structuration de nos oligomeres en solution, la cristallisation de
certains d’entre eux a permis d’obtenir des informations sur leur mode de repliement a
I’état solide. Les oligoméres OL11, OL14 et OL15 ont été cristallisés dans I’acétonitrile (Figure
[11.19). Malheureusement et malgré de nombreuses tentatives, les oligourées OL12, OL16 et
OL17, n‘ont pu étre cristallisés, ce qui pourrait étre le signe d’une trop grande déformation
ou absence de stabilité de I’hélice-2.5 et corroborerait les résultats obtenus par analyse
RMN.

La structure d’OL11 a été résolue dans le groupe spatial monoclinique 12/a avec une
unité asymétrique (ASU) racémique comprenant 4 molécules de chaque énantiomére. La
structure révele un repliement partiel de [I’hélice-2,5 (Figure 11l.19.a). De plus, la
superposition d’'un conformére (P) d’OL11 avec la structure cristalline d’OL18 confirme la
différence structurelle entre OL11 et la structure de I’hélice-2,5 canonique (Figure 111.19.b).
On peut en effet observer qu’au-dela du quatrieme résidu, la chaine principale est projetée
de 54,8° en direction opposée du positionnement du cinquieme résidu de I'hélice-2,5

réguliére ce qui se traduit par une perte des deux derniéres liaisons H. Cette observation a
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I’état solide est en accord avec la faible valeur de Ad pour la Val's mesurée en RMN du
proton pour le composé OL11.

Pour le pseudo-meso OL14, la structure aux rayons X a été résolue dans le groupe
spatial P2 et comporte deux molécules dans l'unité asymétrique (ASU). La structure
cristalline confirme les résultats obtenus en spectroscopie CD et montrent qu’OL14 adopte
une conformation hélicoidale gauche (M) partielle induite par le caractere accepteur de
liaisons H du carbamate Boc situé du coté « C-terminal » de I’hélice. Cependant, la structure
révele aussi une déstabilisation de I’hélice a partir du cinquieme résidu avec une perte de la
derniére liaison H entre le NH du benzylcarbamate terminal et le carbonyle de I’AlaYs (Figure
[11.19.c) De plus, la structure d’OL14 souligne une distorsion de la chaine principale au niveau
du résidu Ala"s (soulignée en orange dans la Figure 111.19.c).

En réalité, I'unité asymétrique d’OL14 contient deux molécules d’eau qui forment un
réseau des liaisons H intermoléculaires impliquant les fonctions NH de la quatrieme urée et
le carbonyle du résidu Leus des deux molécules OL14 présentent dans I'unité asymétrique
et orientées de fagon antiparalléle (Figure 111.19.d). Cet arrangement dans le cristal est
différent de ce qui a été précédemment observé pour les hélice-2,5 d’oligourées’® et ces
molécules d’eau induisent une modification dans la géométrie de la quatrieme fonction urée
qui devrait étre incluse au réseau de liaison H intramoléculaire avec le NH-benzyl carbamate
terminal.

Finalement le pseudo-meso OL15 a cristallisé dans un groupe d’espace P4; avec
guatre molécules dans |'unité asymétrique. La structure cristalline d’OL15 confirme
I'induction d’une hélice-2,5 gauche (M) ol les deux extrémités terminales participent au
réseau de liaisons H. Cette structure RX est donc en accord avec les résultats obtenus en CD
et par RMN du proton. Il est intéressant de noter que I'unité asymétrique contient aussi une
molécule d’eau, qui cette fois-ci relie par liaisons H le carbonyle de la 2¢™¢ urée avec les NHs
urées de la quatriéme urée (Figure 111.19.e).

Pour analyser plus en détail, le repliement d’OL15, nous avons généré son image par
effet miroir (utilisation de discovery studio visualizer 2016), afin de pouvoir la superposer
avec la structure d’OL18 (Figure 111.19.f). Les deux structures sont parfaitement identiques
sur les trois premiers résidus puis la chaine principale d’OL15 dévie de celle d’OL18. Puisque
la quatrieme urée est engagée dans des liaisons H avec une molécule d’eau alors
I'orientation de ses NHs est différente de celle du composé OL18 ce qui force le reste de la

molécule a se réarranger pour maintenir la conformation en hélice.
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En conclusion, ces résultats ainsi que les analyses en solution confirment que
I'introduction du groupe 3,5-bis(trifluorométhyl)phényl qui posséde un effet
électroattracteur fort, di a la présence des groupements trifluorométhyl, amplifie I'acidité
des NHs de la derniére fonction urée ce qui permet une bonne propagation du réseau de
liaisons H le long de la chaine de I'oligourée OL15 et induit une sélectivité du pas de vis de

I"hélice.
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Figure 111.19 : Comparaison des structures cristallines des oligourées OL11, OL14 et OL15: a) structure
cristalline du conformére (P) d’OL11 présent dans I'unité asymétrique racémique; b) superposition des
structures d’OL11 (gris clair) et d’OL18 (cyan) montrant la distorsion de I'hélice d’OL11 au-dela du quatrieme
résidu (les chaines latérales ont été omises pour plus de clarté); c) Structure du conformére M d’OL14 présent
dans I’ACU ou le réarrangement structural du squelette du 5°™ résidu (Ala's) est représenté en orange (les
chaines latérales ont été enlevées pour plus de clareté d) représentation des deux molécules d’OL14 en
position antiparalléle qui s’interconnectent avec les deux molécules d’eau; e) Structure d’OL15 soulignant
I'interaction d’une molécule d’eau dans la structure (vert) et f) image miroir d’OL15 en superposition avec
oL18.

c) Reconnaissance d’anion et inversion du sens d’hélice

Dans la continuité de ces études structurales, nous avons souhaité évaluer la
possibilité d’inverser le sens de I'hélice des composés OL15 et OL17 par reconnaissance
d’anions. En effet, nous avons récemment mis en évidence que la reconnaissance d’anions
par I'hélice-2,5 d’oligourée était site-spécifique et impliquait les NHs des deux urées
positionnées du coté &* du macrodipole de I’hélice et ne participant pas au réseau de liaison

H intramoléculaire.?® Nous avons donc supposé que cette reconnaissance spécifique pourrait
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induire une réorganisation du réseau de liaisons H qui s’"accompagnerait d’une inversion du

sens de I’hélice-2.5 du composé pseudo-méso (Figure 111.20).

Anion
&+ H y ™ ”
C ’ H
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H :
H H _H
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R1O\/ /" H
| H
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Hélice-2,5 (P) Hélice-2,5 (M)

Figure 111.20 : Schéma de principe de l'inversion du sens d’hélicité par reconnaissance d’anions sur le composé
OL15.

Nous avons tout d’abord étudié la capacité du pseudo-meso OL15 a reconnaitre des anions
achiraux. Cette étude a été réalisée par spectroscopie CD. Les spectres CD du composé OL15
ont été enregistrés en présence de quantités croissantes (jusqu’a 15 équivalents) d’acétate
de tétra-N-butylammonium (TBAOACc) dans |’acétonitrile a 25°C. Comme anticipé, cette série
d’expériences a révélé que I'ajout d’anion acétate induisait une inversion de la courbe CD
d’OL15 (Figure 111.21). Jusqu’a 1 équivalent, on observe une diminution du maximum négatif
d’intensité a 203 nm qui devient positif a partir d’1,25 équivalents de TBAOAc et atteint un
maximum positif avec 15 équivalents. Ce titrage d’anion a ensuite été corrélé a un modele
mathématique (c.f partie expérimentale) afin de déterminer la constante d’association du
complexe oligourée/anion. Une valeur de Kp de I’ordre de 10°® M a pu étre déterminée et est
en accord avec les valeurs précédemment décrites dans la littérature par I'équipe de J.
Clayden.’® Tout comme dans I’étude de J. Clayden décrite en introduction de cette partie,
I"'urée terminale présente du coté négatif du macrodipole de I’hélice (M) est le meilleur site
de coordination de I'anion. Or, comme la reconnaissance d’anion se fait de facon spécifique
du coté positif de I’hélice, la coordination de I'anion induit une modification du ratio entre
les deux hélice (P) et (M) rendant majoritaire I’hélice (P) de facon a positionner I'urée
terminale du c6té positif du macrodipéle se qui se traduit en CD par une inversion du signal
a 203 nm.
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Figure 111.21 : Inversion du maximum d’ellipticité a 203 nm sous ajout progressif de tétrabutylammonium

acétate. Les courbes CD ont été enregistrées a 0,1 mM dans de I'acétonitrile a 25°C (a) Oligourée OL15 et (b)
oligourée OL17.
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3) Conclusion et perspectives

En conclusion, les résultats obtenus sont ceux d’une premiere étude de cyclisation
d’oligourées. Le développement d’une nouvelle résine acido-labile a permis de synthétiser
plusieurs oligourées de différentes longueurs équipées de terminaison cystamine aux deux
extrémités N- et C-terminales avec des rendements compris entre 10% et 35% selon la taille
de [I'oligourée. Différents macrocycles hydrosolubles composés de connecteurs de
différentes tailles et compositions chimiques ont été préparés. Les premiéres données
structurales révelent que I'impact de la cyclisation sur la structuration de I’hélice-2,5 est
dépendant de la nature du connecteur. Dans I'’ensemble, la plupart des connecteurs testés
jusqu’a présent exerce un effet déstabilisateur d’hélice oligourée a I’exception du
connecteur aliphatique C6 qui semble compatible avec la structuration en hélice-2,5 de
I'oligourée OLS.

De plus, au cours de cette étude, de nouveaux oligourées meso construits a partir de
sous unités chirales ont été développées et synthétisés en solution. Les études
conformationnelles en solution et a I'état solide ont révélés que la modulation des
groupements terminaux en N- et C- terminales permettait d’induire une directionalité du
réseau de liaisons H et donc un sens d’hélicité. De plus, il a été démontré que les pseudo-
meso OL15 et OL17 étaient capables de reconnaitre un ligand anionique et que cette
reconnaissance d’anions induisait une inversion du sens d’hélicité. Des études futures
viseront a adapter cette nouvelle stratégie de design a des oligourées hydro-solubles afin de

peut-étre pouvoir induire une inversion d’hélicité par reconnaissance d’un ligand biologique.
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Les peptides pénétrant les cellules (CPPs),peptides amphipathiques de charge nette
généralement positive, sont d'importants agents de transport de biomolécules. En effet, il a
été démontré que ces peptides sont capables d’acheminer différent types de molécules dans
le milieu intracellulaire: sondes pour |'imagerie, petites molécules et peptides
thérapeutiques, acides nucléiques et protéines. Ces peptides ont la capacité intrinseque de
pénétrer les cellules avec une faible toxicité via différents mécanismes cellulaires. Comparés
a d’autres agents de transport comme les lipides cationiques ou les polymeres, ils montrent
une haute biocompatibilité, une plus faible toxicité, sont de taille et de composition définie
et leur activité peut étre facilement optimisée par de simples modifications de séquence.
Néanmoins, ils possedent aussi plusieurs inconvénients qui limitent aujourd’hui encore leur
développement pharmaceutique, comme une faible stabilité protéolytique et un temps de
demi-vie de seulement quelques minutes dans le sang.

Pour pallier ces limitations, la synthése de novo de mimes synthétiques de CPPs s’est
récemment développée. Cette recherche a notamment pu bénéficier de la conception de
nouvelles architectures moléculaires, inspirées des biopolymeres, que |'on appelle
foldameres. Les foldameéres combinent différentes propriétés leur permettant d’étre de tres
bons candidats pour mimer les CPPs. lls présentent une taille moyenne (contrairement aux
polymeres), une trés forte prédictibilité de repliement, une modularité et une diversité de
séquence et squelette, et une résistance a la protéolyse. Ainsi, la conception de foldameres
pénétrant les cellules (CPFs) a été envisagée par plusieurs groupes de recherche. Des études
ont été réalisées notamment avec des P-peptides, des oligoquinolines, des peptides
hybrides constitués d’'un mélange de (L) et (D) acides aminés mais aussi des hybrides o/
peptides. Malgré leur grande pluralité structurale, les exemples résumés dans le chapitre 1,
mettent en évidence un nombre restreint de CPFs capables d’acheminer « véritablement »
un cargo dans les cellules.

Au laboratoire, nous nous intéressons a une famille de foldaméres
peptidomimétiques a base d'urées capables d’adopter des structures en hélice-2,5
stabilisées par un réseau de liaisons hydrogenes intramoléculaires a trois centres. De
précédents travaux ont montré que des oligourées a huit résidus dérivant de foldameres
antimicrobiens possédaient une activité de transport de genes in vitro. Ces oligourées sont
capables de former des complexes non covalents avec des plasmides d’ADN. En particulier,
I"oligourée 3 possede I'activité la plus intéressante. |l a été établi que l'introduction d’une
fonction thiol du coté N- terminale de I'oligourée (composé 3SH renommé OL1 dans cette
these) permettait une rapide homodimérisation du foldamere qui 1) améliore la formation

du complexe foldamére/pADN et 2) permet un relargage efficace du cargo une fois dans la
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cellule ou le pont disulfure sera réduit. Ce dimeére (Dim1) posséde une efficacité de transport
similaire a celle d’agents de transfection commerciaux comme le DOTAP et le PEl et
comparable a celle du CPP LAH4, I'un des CPPs les plus efficaces décrits dans la littérature

(Figure 1).

a)

—

=u
HNs_NH;
M J:i[N» 0 [
Dim1 \/\UI/U\:.]/\U Sy ey u\i/\)LNH2 I
S ) " ’

— f

S N,
\E A\ N
NH
b) ) DOTAP/GPF N/P =2
MRC5-V2
1x10% 5 -
[ 3 .
g £ i HEK293
] | = .
& © 1x10°4
G o
ER) 1
© D 1x1074 .
g Dim1/GPF 18
2 7, 1x10°
i) E
“e 1x10°
Q\ =N v ® N
AR 4 ?
& &Y P HEK293
F o & W
SV o
oV

Figure 1: (a) Séquence du dimere Diml congu pour adopter une structure hélicoidale amphiphile et
représentation schématique de la projection des chaines latérales sur I’'hélice-2,5 ; (b) efficacité de transport du
plasmide exprimant la luciférase sur des cellules MRC5-V2 ; (c) expression de la protéine GFP 48h apres
transfection des cellules HEK293 avec des complexes pGFP/DOTAP ou pGFP/Dim1.

Ces résultats ont constitués la base de ce travail de these pour le développement
d’une nouvelle génération de composés dans le but d’optimiser I'assemblage du complexe
CPF/ADN, appelés « foldaplexe » mais aussi de pouvoir transporter d’autres biomolécules. Le
premier volet de cette thése, résumé dans le chapitre 2, a été consacré a la conception de
nouvelles séquences CPFs, dérivées de la composition de I'oligourée OL1.

Tout d’abord, une nouvelle méthodologie de synthése sur support solide avec une résine de
type MBHA fonctionalisée par un linker de type cystamine a permis la synthése toujours en
chimie Boc de nouveaux CPFs a base d’urées sans avoir recours a un clivage final a I'acide
fluorhydrique. Cette nouvelle méthodologie offre un acces facile a des oligourées équipées
d’une fonction thiol en C- terminale et permet leur fonctionnalisation post-synthese. Ceci a
permis de préparer tout d’abord I’hétérodimere Dim2 issu du couplage via la formation d’un
pont disulfure entre la séquence OL1j, et NCL un ligand de la nucléoline (Figure 2). Ce
nouveau CPF hybride a montré une activité de transport de géne comparable a celle

d’agents de transfection commerciaux et concurrentielle de celle des CPPs parmi les plus
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efficaces. De plus, ce nouveau CPF présente une haute stabilité en milieu enrichi en sérum
avec aucune perturbation de son efficacité de transport contrairement aux CPPs contréles
(Figure 2). Les tests réalisés ont aussi montré que Dim2 ne posséde aucune cytotoxicité
apparente. Ce nouvelle hybride CPF urée-peptide pourrait constituer une alternative pour
pallier les limitations des CPPs. Des études futures viseront a déterminer si le mécanisme
d’internalisation de ce CPF implique l'internalisation de la nucléoline de surface et si ce CPF

présente une sélectivité pour les cellules cancéreuses.
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Figure 2 : (a) Nouvelle résine R1 utilisée pour la synthése supportée des oligourées équipées d’une fonction
thiol C- terminale et structure chimique de I'hétérodimere Dim2; (b) Efficacité de transport du plasmide
exprimant la luciférase sur des cellules HEK293 ; (c) expression de la protéine GFP 48h aprés transfection des
cellules HEK293 avec des complexes DOTAP/pGFP ou Dim2/pGPF en présence de 50% de sérum.
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Par la suite, des modifications dans la séquence de OL1iny ont permis de préparer les
oligourées OL5 et OL6 qui sont les tous premiers exemples de CPFs capables d’acheminer
des siARNs dans les cellules. En effet, I'utilisation de ces petits ARNs est une stratégie
thérapeutique en plein essor car ils permettent de bloquer I’expression d’une protéine cible.
Développer des agents de transport de siARNs efficaces est donc essentiel pour leur

développement pharmaceutique. Les nouveaux CPFs OL5, Dim5 (homodimére d’OL5) et OL6
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(Figure 3) ont tous les deux montré une activité de transport de siARN dans la lignée
cellulaire  A549-luc. Deux siARNs ont été acheminés efficacementdans le milieu
intracellulaire : le siARN inhibant I’activité de la luciférase (siLuc) et un siARN thérapeutique
ciblant I’expression de la Polo-Like kinase 1 (siPlkl) permettant ainsi d’induire la mort de
cellules cancéreuses. Il a été démontré que I'efficacité de transport de ces nouveaux CPFs
restait stable en milieu enrichi en sérum. De futures études viseront a confirmer ces

résultats sur une plus large variété de lignées cellulaires.
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Figure 3 : (a) Structure chimique des CPFs OL5 et OL6; (b) Efficacité de transport de siLuc dans la lignée
cellulaire A549-luc ; (c) images obtenues par microscopie de cellules A549-luc incubées avec les complexes
OL6/siPlk1 et OL6/siCTRL. La comparaison avec le contréle permet d’observer I'impact du transport de siPlkl
sur la morphologie cellulaire.

Enfin, dans le chapitre 2, nous avons aussi montré que le dimére Dim1in, transporte
efficacement des protéines. Des tests de transport ont permis de mettre en évidence que ce
CPF est capable de transporter efficacement trois protéines de taille (30 a 66 kDa) et de
charge différente (4,5 < pl < 9,5): la luciférase, la BSA (marquée a la fluorescéine) et la
saporine une protéine thérapeutique. La saporine, a pu étre acheminée efficacement dans
trois lignées cellulaires (HCT116, U87 et HEK293) (Figure 4). De futures expériences viseront

a transporter une protéine fluorescente avec un analogue fluorescent de Dimli, afin de
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pouvoir co-localiser la protéine et le CPF et ainsi obtenir des informations sur la destination
intracellulaire de nos composés. Enfin, nous essaierons aussi d’étendre ces résultats a

d’autres protéines telles que la GFP et/ou des anticorps qui ont un intérét thérapeutique.
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Figure 4 : Efficacité de transport de la saporine par le dimére Dim1i,, dans différentes lignées cellulaires.

La derniére partie de cette thése, résumée dans le chapitre 3, s’est intéressée a
moduler I’hélicité des foldameres oligourées afin d’étendre leur champ d’applications. Pour
cela, nous avons étudié la plasticité de I’hélice-2,5 oligourée en préparant des macrocycles a
base d’'urées (Figure 5). Les résultats présentés sont ceux d’une toute premiere étude de
cyclisation d’oligourées. Le développement d’une nouvelle résine acido-labile a permis de
synthétiser sur support solide plusieurs oligourées de tailles variées (de 4 a 12 motifs urées)
équipés de terminaisons cystéamine aux deux extrémités N- et C- terminales. Différents
macrocycles hydrosolubles composés de connecteurs de taille et de composition chimique
différente ont ensuite été construits en solution. Les premieres données structurales
obtenues par dichroisme circulaire révelent que I'impact de la cyclisation sur I’hélice-2,5
oligourée est dépendant de la nature du connecteur. Dans |'ensemble, la plupart des
connecteurs testés exerce un effet déstabilisateur d’hélice a I'exception du connecteur
aliphatique €6 qui semble compatible avec I'hélice-2,5 de I'oligourée OLS.

De plus, au cours de cette étude, de nouvelles oligourées meso construites a partir
de sous unités chirales ont été préparées en solution (Figure 5). Les études
conformationnelles en solution et a I'état solide ont révélées que la modulation des
groupements terminaux des oligourées pseudo-meso permettait d’induire un sens
directionnel du réseau de liaisons hydrogénes et donc une préférence pour un sens

d’hélicité. Alors que cette préférence est relativement insensible a la nature du solvant
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utilisé (TFE ou acétonitrile), I'addition d’un excés d’anion (acétate de tétrabutylammonium)
capable de se lier sélectivement du coté positif du macrodipdle de I’hélice, peut induire une
inversion du sens de I'hélice de facon a exposer I'extrémité équipée du meilleur donneur de
liaisons hydrogéne du coté positif du macrodipéle (Figure 5). Cette inversion a été confirmée

par des expériences de dichroisme circulaire.
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Figure 5 : (a) Structure chimique des macrocycles hydrosolubles synthétisés ; (b) représentation schématique
des oligourées meso ; (c) schéma de principe de I'inversion du sens de I’hélice par reconnaissance d’anions.

Cette these a permis d’initier un certain nombre de nouveaux projets, comme
I’étude d’oligourées macrocycliques et meso.

De plus, 'ensemble des données recueillies au cours de cette these forment une
base solide pour la conception de nouveaux foldameres capable d’interagir avec des
molécules biologiques, en particulier on pourrait envisager de concevoir des canaux
membranaires puisque I'on a démontré que nos séquences sont capables d’interagir avec les
membranes.

Enfin, I'utilisation des oligourées meso pourrait étre étendue a la conception de
composés hydrosolubles capables de moduler leur sens d’hélicité apres reconnaissance d’un
partenaire biologique. Ceci permettrait peut-étre de concevoir des récepteurs

biomimétiques artificiels.

145



Partie Expérimentale




Partie Expérimentale

CONTENTS

1)

2)

a)

b)

General methods

Experimental data of chapter 2

Chemistry
i) Synthesis of N- Boc protected O-succinimidyl carbamates monomers
ii)  Synthesis of linkers
iii)  Solid phase oligoureas and peptides synthesis under microwave irradiation:
General procedure A for solid phase oligourea synthesis under microwave irradiation using Boc
strategy:
General procedure B for the solid phase synthesis of Cys-LAH4:
iv)  General procedure C for the disulfide bridge homodimerization via NPys activation:
v)  General procedure D for the disulfide bridge homodimerization via DMSO oxydation:

vi)  General procedure E for the disulfide bridge heterodimerization :

Biophysics and biology
i) Transfection reagents and cell culture
ii)  Preparation of the DNA complexes
iii)  Preparation of the siRNA complexes
iv)  Preparation of the protein complexes
v)  DNA retardation assay
vi)  Transfection experiments
pDNA transfection experiments
Transfection of HEK293 cells with GFP as reporter gene
Gene delivery in the presence of a proton pump inhibitor
Delivery of the siRNA targeting the luciferase
Silencing of Polo-like kinase 1
siRNA sequences used
Protein transduction experiments
Luciferase transduction experiments
BSA-FITC transduction experiments
Saporine transduction experiments
vii) Cell viability assays
MTT:
MTS :

147

149

151

151
151
153
154

154
159
160
162
164

168
168
169
169
169
170
170
170
170
171
171
171
172
172
172
172
172
173
173
173



Partie Expérimentale

Lactate deshydrogenase assay
viii) Total protein content

ix)  Particle size and zeta potential measurements

c)  Transfection assays
i) DNA transfection
ii)  siRNA delivery

iii)  Protein delivery

3) Experimental data of chapter 3

a)  Experimental data of macrocyclisation project

i) Synthesis of azide O-succinimidyl carbamates monomers

ii)  Synthesis of linkers

iii)  Synthesis of bis-thiol oligoureas

173
173
174

175
175
178
180

182

182
182
185
186

General procedure F for solid phase oligourea synthesis under microwave irradiation using azide

strategy:

iv)  Synthesis of the macrocycles

b)  Experimental data of meso oligoureas project

i) Synthesis of O-succinimidyl carbamates monomers

ii)  Synthesis of meso and pseudo-meso oligoureas in solution:

iii)  Titration experiments

Bibliography

148

187
190

197
197
202
224

226



Partie Expérimentale

1) General methods

Commercially available reagents were used throughout without purification. The
solvents were purchased from Sigma Aldrich. THF and DCM were preliminary dried by
passing through solvent drying system (SPS 800 Manual from MBraun). TFA was purchased
from Sigma Aldrich. DMF and DCM for solid phase synthesis were purchased from Carlo
Erba. RP-HPLC quality acetonitrile (CH3CN) and MilliQ water were used for RP-HPLC analyses
and purification. N-protected amino acids were purchased from Iris Biotech. Rink amide
MBHA resin was purchased from Merck and 4-methylbenzhydrylamine (MBHA) from
Polypetide laboratories.

Thin layer chromatography (TLC) was performed on silica gel 60 F254 (Merck) with
detection by UV light and charring with 1% w/w ninhydrin in ethanol (EtOH) followed by
heating. Flash Column chromatography were carried out on silica gel (40-63 um, Merck).
Purification by automated combiflash were performed with the Teledyne Isco Combiflash
Rf’.

Solid phase oligourea syntheses with microwave irradiation were carried out on a
Discover System, or on the DiscoverBio System, from CEM (CEM uWaves S.A.S., Orsay,
France).

Analytical RP-HPLC analyses were performed on a Dionex ultimate U3000 using a
Macherey-Nagel Nucleur column (4.6 x 100 mm, 3 um) at a flow rate of 1 mL/min. The
mobile phase was composed of 0.1% (v/v) TFA-H,O (Solvent A) and 0.1% (v/v) TFA-CHsCN
(Solvent B). Semi-preparative purifications of oligoureas were performed on a Dionex
ultimate U3000 using a Macherey-Nagel Nucleodor VP250/10 100-16 C18ec column (10 x
250 mm, 16 um) at a flow rate of 4 mL/min. Preparative purifications of oligoureas were
performed on a Gilson GX-281 using a Macherey-Nagel Nucleodor VP250/21 100-5 C18ec
column (21 x 250 mm, 5 um) at a flow rate of 20 mL/min.

'H NMR and 3C NMR spectra were recorded on two different NMR spectrometers:
(1) an Avance Il NMR spectrometer (Bruker Biospin) with a vertical 7.05T narrow-
bore/ultrashield magnet operating at 300 MHz for *H NMR observation and 75 MHz for 13C
NMR observation by means of a 5-mm direct BBO 1H/19F_XBB_H probe with Z gradient
capabilities; (2) a DPX-400 NMR spectrometer (Bruker Biospin) with a vertical 9.4T narrow-
bore/ultrashield magnet operating at 400 MHz for *H NMR observation by means of a 5-mm
direct QNP H/*3C/3'P/*°F probe with gradient capabilities. Chemical shifts are reported in
parts per million (ppm,d) relative to the H or '3C residual signal of the deuterated solvent

used. 'H NMR splitting patterns with observed first-order coupling are designated as singlet
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(s), broad singlet (bs), doublet (d), triplet (t) or quartet (q). Not defined *H NMR splitting
patterns are designated as multiplet (m). Coupling constants (J) are reported in Hertz (Hz).

ESI-HRMS analyses were carried out on a ThermoElectron LCQ Advantage
spectrometer equipped with an ion trap mass analyzer and coupled with a ThermokElectron
Syrveyor HPLC system or on an LC/MS system consisting of an Agilent 1290 Infinity liquid
chromatograph coupled to an Agilent 6230 Time-of-Flight LC/MS equipped with an
electrospray ion source from the Mass Spectrometry facility at the European Institute of
Chemistry and Biology (UMS 3033-1ECB), Pessac, France.

All Circular Dichroism (CD) spectra were recorded on a J-815 Jasco dichrographe
(Jasco France, Nantes, France) using a quartz cell with a path length of 1 mm or 2 mm
(Hellma, Paris, France). Samples temperature was regulated at 25°C. Data were collected in
continuous scan mode with a data pitch of 0.1 nm, a scanning speed of 50 nm/min, 2 nm
bandwith and two accumulations per sample. Samples Data were as raw ellipticity (y in
mdeg) and converted to per residue molar ellipticity (PRME with [0] = ellipticity) in

deg.cm?.dmol.residue™ using the following equation:

o1 P x 1073
[]_nresxlxc

Where nres is the number of residues in the oligomer, | is the pathlength in cm, and C is the
oligourea concentration in dmol.cm™.

For X-Ray diffraction studies, data collections were performed at the IECB X-ray
facility (UMS 3033) on two different high flux microfocus Rigaku rotation anodes at the
copper ka wavelength. Data were collected on a micromax MMO7 (800W) equipped with
osmic Varimax mirrors and a Dectris Pilatus 200 K hybrid detector. The crystals were
mounted on cryo-loops after quick soaking on Paratone-N oil from Hampton research and
flash-frozen. Both diffractometers have partial chi geometry goniometer allowing omega-
scan data collections. The data were processed with the CrystalClear suite version 1.36 and
2.1b25 (CrystalClear (Rigaku/MSC), 2006). All crystal structures were solved using direct
methods implemented in SHELXD' and were refined using SHELXL 2013 version. Full-matrix
least-squares refinement were performed on F? for all unique reflections, minimizing w(Fo?-
Fc?)?, with anisotropic displacement parameters for non-hydrogen atoms. Hydrogen atoms
were positioned in idealized positions and refined with a riding model, with Uiso constrained
to 1.2 Ueq value of the parent atom (1.5 Ueq when CHs). The positions and isotropic
displacement parameters of the remaining hydrogen atoms were refined freely. SIMU and
DELU commands were used to restrain some side chains as rigid groups and restrain their

displacement parameters.
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Melting points were measured in open capillary tubes on a Blichi Melting point B-
545. Optical rotations were determined on a Jasco P-2000 polarimeter and are given as [a]p

(concentration in mg/mL solvent).

2) Experimental data of chapter 2

a) Chemistry

i) Synthesis of N- Boc protected O-succinimidyl carbamates monomers

Route A:

(o)
, b OH c N d
H a—> —_— —_—
BocHNJ\n/O BocHN 1 BocHN

0 20

R
BocHN J\/:;NHZ ——— > BocHN J\/AN \H/O%

a: tBuOC(O)Cl, NMM, THF, -10°C; b: NaBHy4, H,0; ¢: Phtalimide, PPhg, DIAD, THF; d: Ho,N.NH,.H,0, CH30H, 70°C; e: DSC, DCM

Route B:
R R R
ab OH ¢ OMs d
BocHNJ\H’OH T N NP L S BocHN)4\/ —
1
o
R

R
BocHn"\/N3 ——— BocHN)\3/NH2 —r > BocHN)\/N\H/O%

5

a: tBUOC(O)CI, NMM, THF, -10°C; b: NaBHy, H,0; ¢: Et;N, MsCl, DCM; d: NaN3, DMF; e: PPhs, THF:H,0 (8:2); f: DSC, DCM
Figure PE.1 : Procedure for the synthesis of N-Boc protected O-succinimidyl carbamates monomers.

Two different routes have been described for the preparation of N-Boc protected O-
succinimidyl carbamates monomers depending on the nature of the side chain residue. Route

B will be preferred for Orn(Alloc) side chain residue.”™

Tert-butyl-[(2S)-1-((((2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oxy)carbonyl)amino)-3-methylbutan-2-
yllcarbamate (MV):

D
BocHN N\H/O\N
(o)
(o]

Boc-Val-OH (15 g, 6.9 mmol) was transformed according to Route A. The product
was precipitated in Et;0 to afford 9 g of Boc-Val“-OSu as a white solid in 38% vyield. The
synthesis of this building block has been previously reported.” *H NMR (300MHz, CDCl3),
d(ppm): 6.02 (bs, 1H), 4.53 (bs, 1H), 3.57-3.38 (m, 2H), 3.23 (m, 1H), 2.80 (s, 4H), 1.86 (m,
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1H), 1.44 (s, 9H), 0.82 (t, 6H); 13C NMR (75MHz, CDCl3), (ppm): 169.7, 55.4, 45.5, 30.3, 28.3,
19.3, 18.1. MS (MALDI-TOF) m/z 383 [M+K]*, 367 [M+Na]*.

Tert-butyl-N-[(2S)-1-((((2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oxy)carbonyl)amino)-3-(1H-indol-3-
yl)propan-2-yl]Jcarbamate (MY):

~NH
H (o)
BocHN N\H/O%
o]
o

Boc-Trp-OH (10 g, 33 mmol) was transformed according to Route A. The product was
precipitated in Et20 / pentane (3:7) to afford 3 g of of Boc-Trp“-OSu as a brown solid in 18%
yield. *H NMR (300MHz, CDCls), 8(ppm): 8.09 (bs, 1H), 7.58 (d, 1H, J = 9 Hz), 7.35 (d, 1H, J =9
Hz), 7.11 (m, 2H), 7.07 (m, 1H), 6.01 (bs, 1H), 4.68 (bs, 1H), 4.11 (m, 1H), 3.45 (m, 2H), 3.29
(bs, 1H), 2.98 (d, 2H), 2.80 (s, 4H), 1.42 (s, 9H); 3C NMR (75MHz, CDCls), 8(ppm): 170.41,
152.52, 136.82, 132.74, 132.61, 129.19, 129.03, 128.00, 123.61, 122.76, 120.24, 119.23,

111.83, 111.22, 70.53, 66.42, 53.38, 51.28, 46.61, 28.85, 26.00, 15.82. HRMS (ESI-TOF) m/z
calcd. for C21H26N4Os [M+H]" 431.1852, found 431.19255.

Tert-butyl-N-[(2S)-1-({[(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oxy]carbonyl}amino)-5-{[(prop-2-en-1-

yloxy)carbonyl]amino}pentan-2-yl]Jcarbamate (M°):
NS
NH

H [0}
N ~
BocHN \n/o N
(o]
(o}

Boc-Orn(Alloc)-OH (5 g, 16 mmol) was transformed according to Route B. The
product was precipitated in Et,0 to afford 1.9 g of Boc-Orn“(Alloc)-OSu as a white solid in
27% yield. 'H NMR (300MHz, CDCl3), 8(ppm): 6.00 (bs, 2H), 5.18 (m, 2H), 4.86 (bs, 1H), 4.54
(m, 2H), 3.71 (m, 1H), 3.18 (m, 4H), 2.81 (s, 4H), 1.60 (m, 4H), 1.45 (s, 9H); 13C NMR (75MHz,
CDCl3), 8(ppm): 169.90, 156.60, 152.15, 133.06, 117.72, 65.65, 50.45, 46.66, 40.63, 29.438,
28.43, 26.59, 25.58. HRMS (ESI-TOF) m/z cacld. For Ci9H310sNa [M+H]* 443.20636 found
443.21339.
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Tert-butyl-N-[(2S)-1-({[(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oxy]carbonyl}amino)-3-[1(4-
methylbenzenesulfonyl)-1H-imidazol-4-yl]propan-2-ylJcarbamate (M"):

it m it
N N
. (> b ™ [
2HCI.H-His-OMe ———> N —— N » N
OMe OH - N;
Trt—N - Trt—N
H 0 mHa =N MHb MHc
'Boc Tos
NH
d, e | ,> f | /> g | ,>
—_— N N
N3 N3 N3
— Boc—N -
Boc—N wHd H MHe Boc—N HE
;I'os ’Tos
N
h Dy i l N/>
N —_— H o)
N N
Boc—N NH, Boc—N \n,o N
H
MHe mH O o

a: Trt-Cl, EtsN, CH3CN; b: LiAlH, powder, THF; ¢: DPPA, DBU, NaN3, DMF, 65°C; d: 6M HCI, THF; e: (Boc),0, EtsN, DMAP, CHyCN/
H,0, 70°C; f: K,CO3, MeOH/H,0; g: Ts-Cl, DMAP, Et;N, DCM; h: Pd/BaSO,, EtOAc; i: DSC, DCM

This experimental procedure is based on a procedure published by Nelli et al.?

MH" was prepared following the procedure described by Nelli et al.> The activated
building block was recovered as a white solid (2.2 g, 70%). *H NMR (300MHz, CDCls), 8(ppm):
7.96 (d, 1H, J = 1.3 Hz), 7.85 (m, 2H), 7.40 (m, 2H), 7.14 (s, 1H), 6.51 (bs, 1H), 5.43 (bs, 1H),
3.98 (m, 1H), 3.39-3.17 (m, 2H), 2.84 (s, 4H), 2.80 (d, 2H, J = 5.8 Hz), 2.47 (s, 3H), 1.45 (s, 9H);
13C NMR (75MHz, CDCls), 8(ppm): 170.0, 156.0, 152.0, 146.4, 140.3, 136.5, 134.7, 130.5,
127.4, 115.2, 79.8, 77.3, 49.9, 45.4, 29.9, 28.3, 25.5, 21.7. HRMS (ESI): m/z calculated for
C23H30Ns03S [M+H]*, 536.1815, found 536.1805.

ii)  Synthesis of linkers

3-({2-[(2-{[(tert-butoxy)carbonyl]lamino}ethyl)disulfanyl]ethyl}carbamoyl)propanoic  acid

(L1):
(0]

H
N
Boc_u/\/sxs/\/ \[(\)J\OH

o
The synthesis of linker L1 was realized by adapting the reported procedure by Sun et
al.® Cystamine dihydrochloride (5.0 g, 22.2 mmol) and DIEA (8.40 mL, 48.8 mmol) were
dissolved in 250 mL of MeOH followed by the addition of di-tert-butyl dicarbonate [(Boc).0]
(1.45 g, 6.66 mmol) and stirred 4 h at room temperature. After removal of MeOH by rotary
evaporation, the crude material was dissolved in EtOAc and washed successively two times

with water and brine and dried with anhydrous magnesium sulfate. After concentration of
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the organic phase and drying under high vacuum pure mono N-Boc-protected-cystamine
intermediate was obtained as a white compound (1.5 g, p= 89%) and was directly engaged
to the next step.

Succinic anhydride (0.6 g, 5.95 mmol) and 4-dimethylaminopyridine (DMAP) (0.22 g, 1.79
mmol) were dissolved in 50 mL of DCM followed by the addition of intermediate N-Boc
protected cystamine and stirring was maintained overnight at room temperature. The
reaction medium was next washed twice with 1M KHSO. aqueous solution, once with brine,
dried with anhydrous MgS04 before evaporation under reduced pressure.

Linker L1 was recovered as a white solid after high vacuum drying in 79% yield. *H NMR (300
MHz, DMSO-d6): & 11.90 (bs, 1H), 7.79 (t,1H), 6.72 (t, 1H), 2.95 (g, 2H), 2.26 (m, 2H), 2.16 (m,
2H), 2.08 (m, 2H), 1.13 (s, 9H); 3C NMR (75 MHz, DMSO-d6): 6 173.79, 171.11, 155.51,
77.78, 37.99, 37.55, 37.26, 29.96, 29.08, 28.21. ESI-MS: calcd for Ci3H25N20sS; [M + H]+
353.1127; found 353.0808.

iii)  Solid phase oligoureas and peptides synthesis under microwave irradiation:

General procedure A for solid phase oligourea synthesis under microwave

irradiation using Boc strategy:

Oligomers were synthesized manually using Boc chemistry on a 50-100 umol scale
starting from MBHA resin and under microwave irradiation. The first coupling step, consisted
in the installation of linker L1 and was performed with a solution of L1 (3 eq) in DMF (3 mL),
with BOP (5 eq) and DIEA (7 eq) as coupling reagents and the resin was shaken for 15 min at
70°C with a power of 25W. This step was performed twice and completion of the coupling
was monitored by a Kaiser test. For each following coupling step, a solution of succinimidyl
carbamate A (Figure PE.1) (1.5 eq) and DIEA (3 eq) in DMF (3 mL) was added to the resin,
shaking was maintained for 15 min at 70 °C with a power of 25W. A double coupling was
performed systematically. The resin was then filtered off and the resin was washed with
DMF (5 x 2 mL). Completion of couplings was monitored with the chloranil test. Boc
protecting group was removed using TFA (2 x 5 min). TFA was removed by filtration and the
resin was washed with DCM (3 x 2 mL) and with DMF (3 x 2 mL). Finally, the resin was

washed several times with DCM and dried under high vacuum.
Alloc deprotection on Orn" side chain was performed by adding a solution of

Pd(Phs)s (0.1 eq) in dry DCM (2 mL) under positive Argon atmosphere and phenylsilane (20

eq). The resin was mechanically shaken for 30 min. After resin filtration and washing with
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dry DCM (3 x 2 mL) this deprotection was repeated once in the same conditions. The resin
was then washed several times with dry DCM (5 x 2 mL) and Kaiser’s test indicated complete
Alloc removal.

Guanidinylation of Orn" side-chain was carried out in presence of 1H-pyrazole-1-
carboxamidine, HCI (5 eq) and DIPEA (5 eq.) in dry DMF (3 mL). The resin was mechanically
shaken overnight and completion of the reaction was monitored with Kaiser’s test.

1—Tosyl protection on imidazole side chains was removed prior cleavage by using
twice a solution of hydroxybenzotriazole (HOBt, 10 eq) in DMF for 15 min.

Oligourea release by disulfide bridge reduction was performed in the presence of 50
mM dithiothreitol solution (3 mL) in MeOH-Et3sN solvent mixture (11:1, v/v). The resin was
mechanically shaken overnight at room temperature. The resin was then filtered off, washed
several times with MeOH and the supernatant was evaporated. The crude was precipitated
at 0°C with Et,0 and the recovered precipitate was solubilized in water/ACN solvent mixture
to be freeze-dried. The crude oligourea was finally purified by preparative RP-HPLC using the

appropriate gradient to a final purity >95% and freeze-dried.

Compound OL1;,, :

HN.__NH
H Y
N NH
) ) <M ) /&Nl) 0 /{ )
H H H H H H H H
)\NJLNI/N\H’N\._/\NJLN N\"/N\:/\NJLN N\n’N\:/\NJLN N\n’N\._/\NJLN/\/SH
H H o H H H o Z H H o ) H o H H H
N NH N

H
P =
\[H\> ES

OL1inv was synthesized on 75 umol scale, according to the general procedure A on
Boc strategy. Yield after purification 18.5 mg, 13%. White powder; RP-HPLC tr 3.64 min
(linear gradient, 10-100% of B, 5 min, A = 200 nm); HRMS calcd. for CesH112N2709S [M+H]*
1494.8857; found 1494.8882.
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Figure PE.2 : RP-HPLC of OL1,, after purification (10-100% of B in 5 min, A = 200 nm).
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Figure PE.3: MS spectra of OL1iny.

Compound OL5:

H
N
/
@ s I/H H o Y u ° NoH o H H
SN HJLH N\H/N\E/\HJLH NN~ AL N N\/\HJLN No N H st
0 A\ PN 0 N~ PN
s i

H

OL5 was synthesized on 75 umol scale, according to the general procedure A on Boc
strategy. Yield after purification 14 mg, 14%. White powder; RP-HPLC tr 3.38 min (linear
gradient, 10-100% of B, 5 min, A = 214 nm); HRMS calcd. for C71H10sN2380sS2 [M+H]* 1546.83;
found 1547.04.
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Figure PE.4 : RP-HPLC of OL5 after purification (10-100% of B in 5 min, A =200 nm).
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Figure PE.5 : MS spectra of OL5.

Compound OL6 :

HN.__NH,
H
N NH
SeTIRTC IR TG IBN S aTIN
H H H H H H H H
/\/\/\/\NJ\N N\n/N\/\NJLN N\n/N\/\NJLN N\n/N\/\NJLN N\n/N\/\NJLN/\/SH
H H H H o H H H H H H H

OL6 was synthesized on 75 umol scale, according to the general procedure A on Boc
strategy. 6 mg, 6%; white powder; RP-HPLC tr 4.40 min (linear gradient 10-100% of B in 5
min); HRMS calcd. for C74H121N2709S [M+H]* 1564.96 found 1565.14; [M+2H]?** 782.98 found
783.11; [M+3H]3* 522.32 found 522.43.
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Figure PE.6: RP-HPLC of OL6 after purification (10-100% of B in 5 min, A = 200 nm).
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Figure PE.7: MS spectra of OL6.
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Compound OL7:

HN<__NH,
N NH
NH | »
o A B i R
N\n/N\/\N N N NN N \n/\/\N N/\/SH
X H H H H T : A w
AN

OL7 was synthesized on 75 pmol scale, according to the general procedure A on Boc
strategy. Yield after purification 6.4mg, 4.5%; white powder; RP-HPLC tg 5.61 min (1%t isomer)
and 5.92 min (2" isomer) (linear gradient 10-100% of B in 10 min); HRMS calcd.
CsoH121N29014S> [M+H]* 1885.91 found 1885.92, [M+2H]?* 943.45 found 943.47.

158



Partie Expérimentale

1000,

500+

5.61

-500

0 2 4 6 8 10
Figure PE.8 : RP-HPLC of OL7 after purification (10-100% of B in 10 min, A = 200 nm).
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Figure PE.9 : MS spectra of OL7.

General procedure B for the solid phase synthesis of Cys-LAH4:
Cys-LAH4 peptide (H-CKKALLALALHHLAHLALHLALALKKA-NH,) was synthesized on 50

umol scale on Rink Amide MBHA resin (0.35 mmol/g) by using 5-fold excess of reagent for
the coupling step [0.2 M amino acid solution (in DMF) with 0.5 M HBTU (in DMF) and 1.0 M
DIEA (in NMP)]. Couplings of N-Fmoc-(L)-His(Trt)-OH and Boc-Cys(Trt)-OH were performed
twice at 50°C with microwaves (50 W) for 600 s. Other amino acid couplings were performed
twice at 75°C, 50 W for 600 s. Fmoc removal was performed using a solution of 20%
piperidine in DMF at 75°C with 155 W for 15 s then 90°C, 35 W, 50 s. A final Boc
deprotection was performed to remove Boc group on cysteine residue.

After completion of the synthesis, the peptide resin was washed three times with
DCM. Cleavage was performed by treatment with 5 mL of a freshly prepared
TFA/EDT/TIS/H20 (92.5/2.5/2.5/2.5; v/v/v/v) solution for 120 min at room temperature. The
resin was then filtered off and the crude product was precipitated as TFA salts in presence of
cold Et;0. Cys-LAH4 was recovered in 35% yield after purification on semi-preparative RP-
HPLC.
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Compound Cys-LAH4:
Yield after purification 50 mg, 35%; white powder; RP-HPLC tr 3.61 min (linear gradient 10-
100% of B in 5 min); HRMS calcd. for Ci3sH23aN40027S [M+2H]?>* 1441.81 found 1441.3385;

[M+4H]* 721.41 found 721.1552..
25004
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Figure PE.10: RP-HPLC of Cys-LAH4 peptide after purification (10-100% of B in 10 min, A = 200 nm).
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Figure PE.11: MS spectra of Cys-LAH4.

iv)  General procedure C for the disulfide bridge homodimerization via NPys activation:

Mono-thiol oligourea OL-SH (1.0 eq, 4-5 mg) was dissolved in pure milliQ water and 50 pL of
50 mM solution of NH40Ac was added to reach a pH of 5. 0.45 eq of Bis(5-nitro-2-
pyridyl)disulfide (NPyS), (45.4 mM in acetonitrile) was next added and the reaction was left
overnight to ensure a complete dimerization. The crude was then neutralized with 0.1 % TFA

in water solution and directly purified on semi-prep RP-HPLC.
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Compound Dim1;,,:
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ﬁ ﬂ
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H H Y
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H H H H H H H H
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Dim1i,, was prepared according to the general procedure B starting from 2.2 mg of OL1iny.
Yield after purification 1.2 mg, 54 %; white powder; RP-HPLC tg 3.72 min (linear gradient 10-
100% of B in 5 min); HRMS calcd. for CizgH225Ns540185; [M+5H]>* 598.55 found 598.54,
[M+4H]* 747.18 found 747.58, [M+2H]?* 1494.87 found 1494.23.
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Figure PE.12 : RP-HPLC of Dim1;,, after purification (10-100% of B in 10 min, A = 200 nm).
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Figure PE.13 : MS spectra of Dim1.
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v) General procedure D for the disulfide bridge homodimerization via DMSO oxydation:

Mono-thiol oligourea OL-SH (1.0 eq, 4-5 mg) was dissolved in 1 mL of 0.1 M phosphate
buffer pH 7.5 and 0.15 mL of DMSO was added. The reaction was left for two days after

which RP-HPLC monitoring showed complete conversion of OL-SH into dimere.

Compound Dim3:

NH,

NH
N @
n,, N NH,
L 0 \\\\/\’
HN 0

NH,
0o y © o]

)LN N%LN/\'I/\ELNHZ
H 0 H 0 s
o2 o2 >

N N NH

D \)LNXIT ’
o M o 0o

NH,

NJL,,, N NH,
nD

HN

Yield after purification 3.6 mg, 72%, white powder; RP-HPLC tg 3.62 min (linear gradient 10-
100% of B in 5 min); HRMS calcd. for C30oHs6sN114054S2 [M+10H]*°* 670.9474 found 670.9510.
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Figure PE.14 : RP-HPLC of Dim3 after purification (10-100% of B in 10 min, A = 200 nm).
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Figure PE.15 : MS spectra of Dim3.

Compound Dim5:

> NH
N HN<_NH,
ﬁ"» e
z s o o o o
| H H H H H H H H
(Nj\NJLN N\n’N\/\NJLN N N\/\NJLN N\n’N\./\NJLN N\[I/N\./\NJLN/\/"
H H 0 i H 5 A_H H 0 i H H o/i\ H H
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N
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Yield after purification 0.7mg, 42%, white powder; RP-HPLC tr 3.90 min (linear gradient 10-
100% of B in 5 min); HRMS calcd. for C142H214N56016S54 [|\/|+3H]3+ 1030.21 found 1030.7076,
[M+4H]* 772.91 found 773.2996.
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Figure PE.16 : RP-HPLC of Dim5 after purification (10-100% of B i
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Figure PE.17: MS spectra of Dim5.

vi)  General procedure E for the disulfide bridge heterodimerization :

One of the mono-thiol oligourea OL-SH1 (1.0 eq, 4-5 mg) was dissolved in 200 uL of pure

milliQ water and 100 pL of 20 mM solution of NH4OAc was added to reach a pH of 7.5. 3.0 eq

of Bis(5-nitro-2-pyridyl)disulfide (NPyS), (45.4 mM in acetonitrile) was next added and the

reaction was gently shaken for 15 min with spontaneous yellow coloration of the solution.

The excess of (NPyS), was removed by small extraction with DCM (5 x 300 uL) immediately

followed by addition of the other mono-thiol oligourea OL-SH2 (1.0 eq) dissolved in 100 uL

of pure milliQ water. The reaction was left to react overnight and was monitored by RP-

HPLC. The crude was then neutralized with 0.1 % TFA in water solution and directly purified

on semi-prep RP-HPLC.
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Compound Dim2:

HN._NH,
H Y
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Yield after purification 2 mg, 12%, white powder; RP-HPLC tr 4.41 min (linear gradient 30-
70% of B in 5 min); HRMS calcd. for C219H394N34036S2 [|\/|+9H]9+ 539.1310 found 539.2423,
[M+6H]%* 808.1927 found 808.1950, [M+4H]** 1211.7851 found 1211.7868.
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Figure PE.18 : RP-HPLC of Dim2 after purification (10-100% of B in 10 min, A = 200 nm).
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Figure PE.19 : MS spectra of Dim2.

1534.1502
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Compound Dim4:

(o)

HoN-AKKLALALHLALHALHHLALALLAKK —HJH

NH,

HN NH
Y

NH,
Yield after purification 2mg, 20%, white powder; RP-HPLC tr 6.21 min (linear gradient 10-
100% of Bin 5 min); HRMS calcd. for Czs5Hs517N97054S> [|\/|+10H]10+ 687.70 found 687.9320,
[M+8H]8* 859.375 found 859.4261.
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Figure PE.20 : RP-HPLC of Dim4 after purification (10-100% of B in 10 min, A = 200 nm).
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Figure PE.21: MS spectra of Dim4.
Compound Dim1;,,-FITC:
HN<__NH,
H Y
N, NH
TG 1l
o o o o [o)
)\NJ\N n\n’n\/\NJ\N N H\/\NJLN N n\:/\NJLN n\n’“\/\NJ\N/\/
H H o H o H H o H H H o H H
N P = P
\[\> NH
. HNﬁ/NHz
N, NH
NH | />
\H H I I':ll H 0 H H I
N N~ A AN N~ "\n/N\/\NJ\N/\/
H H H H o /:\ H

Yield after purification 2.4 mg, 37%, white powder; RP-HPLC tg 6.03 min (linear gradient 10-
100% of B in 5 min); HRMS calcd. for CissH230Ns6023S3 [M+3H]3* 1126.26 found 1126.92,
[M+5H]°* 676.15, found 676.67.
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Figure PE.22 : RP-HPLC of Dim1;,,~-FITC after purification (10-100% of B in 10 min, A = 200 nm).
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Figure PE.23 : MS spectra of Dim1;n,-FITC.

b) Biophysics and biology

i) Transfection reagents and cell culture

1000 1200 1400 1600 1800 2000

The cationic lipid DOTAP (N-(1-(2,3-dioleoyloxy)propyl)-N,N,N-trimethylammonium chloride)
and the branched PEI of 25 kDa (b-PElI 25000) were obtained from Sigma-Aldrich. A solution

of 18 uM of b-PEl was prepared in water and the pH was adjusted to 7.

The CPP peptides LAH4 (KKALLALALHHLAHLALHLALALKKA-CONH,; a kind gift from Pr. B.
Bechinger), LAH4-L1 (KKALLAHALHLLALLALHLAHALKKA-CONH,; a kind gift from Dr. A.J. Mason)
and Vpr55-82 (TGVEALIRILQQLLFIHFRIGCRHSRIG-CONH,; from Proteogenix, France) as well as

the different foldamers and the foldamer-pseudopeptide hybrid were all dissolved at 1

mg/mL in water and stored at -20°C.
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We used the following three cell lines: human embryonic kidney cells (HEK293), SV40
transformed human fetal lung fibroblasts (MRC5-V2), and human breast cancer cells (MDA-
MB-231). The cells were cultured using Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM; HEK293,
MRC5-V2) or RPMI (MDA-MB-231). The culture media were supplemented with 2 mM L-
glutamine, 100 units/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 10% of foetal calf serum
(FCS; HyClone).

A549-Luc cells that stably express the reporter gene luciferase were established by Dr. J.-L.
Coll’s group (Université de Grenoble), by transfecting the human lung carcinoma cells A549
(CCL-185; American Type Culture Collection) with the pGL3-Luc plasmid (Clontech). The cells
are grown in RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS, 1% antibiotic solution
(penicillin-streptomycin, Gibco) and maintained under 800 pug/mL of G418 selection

antibiotic (Promega) at 37°C in a 5% CO; humidified atmosphere.

ii)  Preparation of the DNA complexes

Transfection complexes were prepared as follows: 1.5 pg of plasmid DNA and the desired
amount of transfection reagent were diluted into 25 pL 150 mM NaCl and gently mixed. DNA
complexes were formed at various molar ratios of nitrogen to DNA phosphate (i.e. at N/P=1,
the amount of amino nitrogens present in the cationic compound is equal to the amount of
negative charges carried by the phosphate groups of the plasmid, e.g. 1 ug DNA correspond
to 3 nmoles of negative charges). After 20 min incubation, the mixture was diluted with

culture medium.

iii)  Preparation of the siRNA complexes

The desired amount of siRNA duplexes (targeting luciferase (siLuc) or control siRNA (siCTRL)
and foldamer were each diluted in 20 pL of 150 mM NacCl. The samples were then mixed and
incubated for 20-30 min at room temperature to favor association between siRNA and the
oligourea. The mixture was finally diluted with serum-free medium to a final volume of 0.5

mL (for duplicates).

iv)  Preparation of the protein complexes

The desired amount of protein and foldamer were each diluted in 20 pL of 150 mM NacCl.
The samples were then mixed and incubated for 20-30 min at room temperature to favor
association between protein and the oligourea. The mixture was then diluted with serum-

free medium containing antibiotics to a final volume of 0.5 mL (for duplicates: 0.25 mL/well).

169



Partie Expérimentale

v)  DNA retardation assay

DNA binding was studied by means of an agarose gel retardation assay. Briefly, plasmid DNA
(1 ug) and increasing amounts of transfection agents were each diluted in 25 pl of 150 mM
NaCl. DNA and the CPF were then mixed, and after a period of 20 min, samples (20 ul) were
electrophoresed through a 1% agarose gel using Tris-borate-EDTA buffer. The DNA was

visualized after SYBR Safe staining.

vi)  Transfection experiments

pDNA transfection experiments

In vitro cell transfection experiments have been performed using the plasmid p-Luc (7.6 kb)
which is an expression plasmid encoding the firefly luciferase gene under the control of the
human cytomegalovirus (CMV) immediate-early promoter. DNA complexes were generated
at different weight/weight ratios by mixing a constant amount of DNA with the desired
amount of transfection reagent. Unless otherwise stated, the transfection experiments were
done in 48-well plates using 0.75 ug of p-Luc per well.

For transfection, 0.25 mL/well of serum-free culture medium containing the DNA complexes
were deposited into each well. After incubation for 2.5 h at 37°C the medium was replaced
with fresh one containing serum and luciferase activity (in the cell lysate) was measured 28h-
48h after transfection. Each experiment was carried out several times; within a series
experiments were done in duplicates or triplicates. The luciferase activity was measured as
previously described.” Luciferase background was subtracted from each value and the
protein content of the transfected cells was measured by Bradford dye-binding using the
BioRad protein assay. The transfection efficiency is expressed as light units/s/mg protein and
the reported values are the mean of duplicates or triplicates.

Transfection experiments in the presence of serum were realized using the same protocol as
described above except that the DNA complexes were diluted in culture medium containing

the desired amount of serum before addition to the cells.

Transfection of HEK293 cells with GFP as reporter gene

HEK293 cells plated in 48-well plates were transfected with 2 complexed to the GFP plasmid
(1 pg of plasmid/well) which encodes for the GFP gene under the control of the CMV
promoter (pGFP has a size of 3487 bp and was obtained from Plasmid Factory). After 2h
incubation at 37°C, DMEM containing 10% serum was added to the cells. The GFP expression

was evaluated 28h post-transfection by fluorescence microscopy.
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Gene delivery in the presence of a proton pump inhibitor

MRC5-V2 cells were transfected either with DOTAP, b-PEl or with 2 in the absence or in the
presence of the proton pump inhibitor concanamycin A (final concentration of 15 nM). After
2h40 of incubation at 37°C, the transfection medium was removed and replaced with DMEM
containing 10% serum. The luciferase activity was measured 28h later. The transfection

efficiency is expressed as light units/s/mg protein and is the mean of the duplicates.

Delivery of the siRNA targeting the luciferase

Twenty-four hours prior to transfection, 2.5 x 10* A549-Luc cells/well were seeded in 48-well
culture plates.

For transfection, culture media was removed and replaced by 0.25 mL/well of serum-free
RPMI containing the siRNA complexes. After incubation for 2.5 h at 37°C the medium was
replaced with fresh one containing serum and luciferase activity in the cell lysate was
measured 2 days after transfection. Each experiment was carried out several times; within a
series experiments were done in duplicates. The foldamer/DOPE/siRNA complexes were
generated by mixing the desired amounts of oligourea and DOPE prior to dilution with the
siRNA solution. Transfection experiments in the presence of serum were realized using the
same protocol as described above except that the complexes were diluted in culture
medium containing the desired percent of serum before addition to the cells.

The luciferase activity was measured as previously described.®® Luciferase background was
subtracted from each value and the protein content of the transfected cells was measured
by Bradford dye-binding using the BioRad protein assay. The transfection efficiency is
expressed as light units/s/mg protein and the values are the means of the duplicates. Error

bars represent the standard deviation of the mean.

Silencing of Polo-like kinase 1

The experiments with siPLK1 were done in triplicates with a final concentration of siRNA of
50 nM/well. The siRNA and the foldamer were each diluted in 25 pL of NaCl 150 mM. The
samples were then mixed and incubated 20-30 min at room temperature. The mixture was
diluted with culture medium to a final volume of 0.75 mL (for triplicates). For transfection,
culture media was removed and replaced by 0.25 mL/well of RPMI containing the siRNA
complexes. After incubation for 2.5 h at 37°C the medium was replaced with fresh one
containing serum. After 2 days, the cell viability in each well was determined using a MTS

assay.
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siRNA sequences used

The siRNAs, provided in annealed form, were synthetized by Eurogentec. Sequences are as
follows (with TT = DNA bases):

siLluc: sense strand = 5'-CUU ACG CUG AGU ACU UCG A TT-3’; antisense strand = 5'-U CGA
AGU ACU CAG CGU AAG TT-3’

siPLK1: sense strand = 5’-AGA UCA CCC UCC UUA AAU A UU-3’; antisense strand = 5’-UAU
UUA AGG AGG GUG AUC UUU-3’ (in bold blue : 2’-OMethylated modified nucleotides).

The control siRNA was obtained from Qiagen (AllStars Negative Control siRNA).

Protein transduction experiments

Twenty-four hours prior to transfection, 35 x 10% cells/well were seeded in 48-well culture
plates.
For transduction, culture medium was removed and replaced by 0.25 mL/well of RPMI

medium containing the protein/foldamer complexes.

Luciferase transduction experiments

After incubation for 2-4 h, the medium was removed and the cells were washed with 0.5
mL/well of PBS to remove the complexes that were remained in solution. The luciferase

activity was then measured as described above.

BSA-FITC transduction experiments

For flow cytometry, cells are analyzed alive. After incubation for 3-4h, cells were washed
with 0.5 mL/ well of PBS and were then detached from the plate using 0.2 mL/well of a 1:1
mixture PBS/Tryspin (v/v). Cells were then transferred into microtubes and cooled at 0°C

before being analyzed with cytometer.

Saporine transduction experiments

After incubation for 3-4 h, culture medium containing the protein complexes was removed
and replaced by fresh one containing serum. After 24h, the cell viability in each well was

determined using MTT assay.
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vii)  Cell viability assays

MTT:
The cell viability was determined on MDA-MB-231 cells by performing the 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT; Sigma-Aldrich) assay. Briefly,
one day after transfection (performed for 2h45 in serum-free medium), MTT was added into
each well (0.5 mg/mL MTT). After incubation at 37°C for 3h, the medium was removed and
200 pL of DMSO was added to each well to dissolve the formazan crystals produced from the
reduction of MTT by viable cells. Absorbance was then measured at 570 nm. Untreated cells

were used as control (100% of cell viability). The MTT assay was performed in triplicates.

MTS :

The cell viability was determined on A549-Luc cells by performing the MTS assay (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium salt)
(CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay from Promega). This assay was
performed using biological triplicates (same amount of foldamer/siRNA were added to 3
different wells). After 48h of incubation, the culture medium was removed and replaced
with 300 pL/well of RPMI 10% FBS containing the MTS reagent (50 uL/well). After incubation
at 37°C for 1h10, 50 pL of medium were withdrawn, then 150 pL of culture medium 10%
serum were added to these samples and the absorbance at 490 nm (and 680 nm for

background) was measured. Untreated cells were used as control (100% of cell viability).

Lactate deshydrogenase assay

The membrane permeabilization activity was measured as the leakage of lactate
dehydrogenase (LDH) from the cells. Notably, the LDH assay was performed using the same
transfection plates that were used for the MTT assay. Therefore, DNA complexes were
incubated with MDA-MB-231 cells in serum-free media. After incubation at 37°C for 2h45, an
aliquot of the supernatant of each well was used for the measurement of the LDH activity.
The transfection was allowed to proceed in order to perform one day later the MTT assay.
The LDH release was measured using a commercially available kit (CytoTox- ONETM

membrane integrity assay from Promega). Untreated cells were used as control.

viii) Total protein content

In parallel to the LDH and MTT assays, the same transfection experiment (i.e. using the same
DNA formulations in terms of w/w ratios, a similar time of transfection, etc...) was

performed in duplicates in order to: 1- check that the transfection assay was successful, and
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2- measure the protein content after cell lysis. The protein content was measured by

Bradford dye-binding using the BioRad protein assay.

ix)  Particle size and zeta potential measurements

The size of the foldamer/DNA complexes was measured in pure water and in 150 mM NacCl.
4 ug of 2 and 1.5 ug DNA were each time diluted in 40 pl water or 150 mM NaCl. Both the
solutions were left for 20 min at room temperature to allow the formation of the
supramolecular assemblies, and the particle size was measured using a Zetasizer nano ZS

(Malvern). The Zeta potential of the complexes was measured in 15 mM NaCl.
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c) Transfection assays

i) DNA transfection
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Figure V.24 : Transfection of three different cell lines with urea-based foldamers Dim1, Dim1;,,, Dim2 as well as
Dim3. Depending on the cell line, b-PEl, DOTAP or LAH4 were used as positive control. The cell assays were
performed in 48-well plates in duplicates with 0.75 ug of p-Luc/well. The transfection efficiency is expressed as
light units/s/mg of protein and is the mean of the duplicates. The quantities of compound used are indicated
under the bars and expressed in ug.
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Figure PE.25 : Transfection of MDA-MB-231 cells with Dim2 and with the three CPPs LAH4, LAH4-L1 and Vpr55-
82. The cationic lipic DOTAP was also included as positive control. The cell assays were performed in 48-well
plates in duplicates with 0.75 mg of p-Luc/well. The transfection efficiency is expressed as light units/s/mg of
protein and is the mean of the duplicates. The quantities of compound used are indicated under the bars and

expressed in ug.
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Figure PE.26: Transfection of three different cell lines in the absence or in the presence of 50% serum in cell
media. Increasing amounts of urea-based foldamers Dimlinv, Dim2 et Dim1l were mixed with a constant
amount of p-Luc. LAH4, DOTAP and b-PEIl were included as reference. The cell assays were performed in 48-
well plates in duplicates with 0.75 mg of p-Luc/well. The transfection efficiency is expressed as light units/s/mg
of protein and is the mean of the duplicates. Bars in blue indicate the transfection condition in serum free
media. Bars with blue dots = with 25% serum and red dots = with 50% serum.
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ii)  siRNA delivery
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Figure PE.27 : Delivery of si-luc in A549-luc cell line with urea-based foldamers OL5 and OL6 as well as CPPs
Vpr55-82 and Vpr-pro. The cell assays were performed in 48-well plates in duplicates with 50 nM of siRNA/well.
The transfection efficiency is expressed as percentage of luciferase activity compared to non-transfected cells

and is the mean of the duplicates. The quantities of compound used are indicated under the bars and
expressed in ug.
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Figure PE.28 : Delivery of si-luc in A549-luc cell line with urea-based foldamers OL5, OL6 and Dim5 as well as
CPP Vpr55-82 and lipids DOPE and DOPC. The cell assays were performed in 48-well plates in duplicates with 50
nM of siRNA/well in absence or in the presence of fusogenic lipids DOPE and DOPC (dots on the bars). The
transfection efficiency is expressed as percentage of luciferase activity compared to non-transfected cells and is
the mean of the duplicates. The quantities of compound used are indicated under the bars and expressed in
ug.
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Figure PE.29 : (a) Delivery of si-luc in A549-luc cell line with urea-based foldamers OL5, OL6 and Dim5 in the
absence or presence of serum rich media. The cell assays were performed in 48-well plates in duplicates with
50 nM of siRNA/well in absence or in the presence of fusogenic lipids DOPE (dots on the bars). (b) Delivery of si-
luc in A549-luc cell line with urea based foldamer OL6 for different quantity of siRNA (50 nM or 20 nM). The
transfection efficiency is expressed as percentage of luciferase activity compared to non-transfected cells and is
the mean of the duplicates. The quantities of compound used are indicated under the bars and expressed in
ug.
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Figure PE.30 : Delivery of siPLK-1 in A549-luc cell line with urea-based foldamers OL6 and Dim5 The cell assays
were performed in 48-well plates in duplicates with 50 nM of siRNA/well in absence or in the presence of
fusogenic lipids DOPE (dots on the bars). The transfection efficiency is expressed as percentage of cell viability
compared to non-transfected cells and is the mean of the triplicates. The quantities of compound used are
indicated under the bars and expressed in pg. The transfection was performed in the absence or in the
presence of serum as indicated under the bars.

iii)  Protein delivery
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Figure V.31 : Transfection of luciferase protein in HCT116 cell line with urea-based foldamer Dim1i,, as well as
peptide LAH4. Luciferase alone was used as negative control. The cell assays were performed in 48-well plates
in duplicates with 2 ug of luciferase/well. The transfection efficiency is expressed as light units/s/mg of protein
and is the mean of the duplicates. The quantities of compound used are indicated under the bars and
expressed in ug.
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Figure V.32 : Transduction of saporine in three different cell lines with urea-based foldamers Dim1;,y. Dim1in,

and saporine alone were used as negative control. The cell assays were performed in 48-well plates. The

transduction efficiency is expressed as percentage of cell mortality. The quantities of compound used are

indicated under the bars and expressed in pg.
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3) Experimental data of chapter 3

a) Experimental data of macrocyclisation project

i) Synthesis of azide O-succinimidyl carbamates monomers

This procedure has been described previously by C. Douat et al.’

Route A:
R i) -BuOC(O)CI, NMM, THF, -10°C R htalimide, PPhg, DIAD, THF R °
- ) ) y = pntalimide, 35 N
PGHNJ\WOH > PGHN/k/OH > JN
ii) NaBH,, H,O/THF, 0°C PGHN
Y o)
i) TFA or DBU R
/k/ N2H4 MeOH, 70°C )\/NHz
ii) IMSO,N3, K,CO3, CuS0,4.5H,0, ACN/HZO
R 0
DSC, DCM H
’ N_ _O.
—_— N3/'\/ \ﬂ/ N
(0]
O
Route B:
R R R
i) t-BuOC(0)CI, NMM, THF, -10°C i) TFA or DBU OH
PGHN)ﬁ(OH s pGHN/k/OH > Na/k/
5 i) NaBHy, H,O/THF, 0°C ii) IMSO,N3, K,CO3, CuSO,.5H,0, ACN/H,0

R R o]
phtalimide, PPh;, DIAD, THF )\/@ N,H4, MeOH, 70°C /k/NHz DSC, DCM H\n/o
— > N\, —> N3 °N

Two different routes have been described for the synthetic procedure of the preparation of
azido carbamates depending on the nature of side chain residue. Pathway A will be preferred

when high volatility of the azido alcohol intermediate is suspected.

Tert-butyl-
N-[(5S)-5-azido-6-({[(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oxy]carbonyl}amino)hexyl]carbamate (MX):

NHBoc

Fmoc-Lys(Boc)-OH (12 g, 25.6 mmol) was transformed according to Route B. The product
was precipitated in Et20 to afford 2g of Ns-Lys(Boc)-OSu as a white solid in 18% vyield. H
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NMR (300MHz, CDCls), 8(ppm): 5.76 (bs, 1H, NH), 4.58 (bs, 1H, NH), 3.61 (m, 1H, CH), 3.46-
3.26 (m, 2H, CHa), 3.17 (q, 2H, CHa, J = 6.1 Hz), 2.86 (s, 4H, 2 CH»-OSu), 1.69-1.47 (m, 19H,
Boc, CH; and H,0); 3C NMR (75MHz, CDCls), 8(ppm): 170. 21, 156.69, 152.26, 62.16, 43.34,
40.39, 31.56, 28.97, 26.01, 23.05. HRMS (ESI-TOF) m/z calcd. for CigHasNeOs [M+H]*
399.19138, found 399.19913.

2,5-dioxopyrrolidin-1-yl N-[(2S)-2-azido-3-[4-(tert-butoxy)phenyl]propyllcarbamate (MY):

\~/O
Ny 3N
@)

@)

Fmoc-Tyr(tBu)-OH (10 g, 22 mmol) was transformed according to Route B. The product was
precipitated in Et20 to afford 2.1 g of N3-Tyr(tBu)-OSu as a white solid in 25% yield. *H NMR
(CDCls, 300 MHz), 6(ppm): 7.13 (d, J=8.5, 2H), 6.95 (d, J=8.5, 2H), 5.51 (t, J=5, 1H), 3.80 (m,
1H), 3.47 (m, 1H), 3.15 (m, 1H), 2.87 (d, J=6, 1H), 2.83 (bp, 5H), 1.33 (s, 9H); 13C NMR (CDCls,
75MHz), d(ppm): 169.88, 154.64, 151.68, 131.15, 129.90, 124.71, 78.68, 63.28, 45.06, 38.03,
28.93, 25.58. HRMS (ESI-TOF) m/z calcd. for CigH23NsOsNa [M+Na]* 412.1597, found
412.1607.
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2,5-dioxopyrrolidin-1-yl N-[(2S)-2-azido-4-methylpentyl]carbamate (M) :

Boc-Leu-OH (10 g, 43 mmol) was transformed according to Route A. The product was
precipitated in Et,O to afford 3.4 g of Ns-Leu-OSu as a white solid in 28% yield. *H NMR
(CDCls, 300 MHz), 8(ppm): 5.69 (t, J=6, 1H), 3.65-3.56 (m, 1H), 3.46 (ddd, J=13.9, 6.8, 3.7,
1H), 3.14 (ddd, J=13.8, 8.2, 5.4, 1H), 2.83 (s, 4H), 1.87-1.70 (m, 1H), 1.51 (ddd, 14.6, 8.5, 6.2,
1H), 1.35 (ddd, J= 13.9, 8.1, 5.6, 1H), 0.96 (d, J= 6.6, 6H); 1*C NMR (CDCls, 75MHz), 8(ppm):
169.97, 151.77, 77.58, 77.16, 76.74, 60.12, 45.73, 40.74, 25.58, 25.00, 22.92, 22.19; HRMS
(ESI-TOF) m/z calcd. for C11H17NsO4Cl [M+CI]" 318.0969, found 318.0978.

2,5-dioxopyrrolidin-1-yl N-[(2S)-2-azidopropyl]lcarbamate (M*) :

K i
Ny NN

O
@)

Boc-Ala-OH (10 g, 53 mmol) was transformed according to Route A. The product was
precipitated in Et,0 to afford 2.5 g of N3-Ala-OSu as a white solid in 20% yield. *H NMR
(CDCls, 300 MHz), d(ppm): 5.58 (bt, J=6, 1H), 3.81-3.71 (m, 1H), 3.41 (ddd, J=13.9, 7.0, 4.0,
1H), 3.14 (ddd, J= 13.7, 7.9, 5.4, 1H), 2.84 (s, 4H), 1.32 (d, J= 6.6, 3H); 3C NMR (CDCls,
75MHz), d(ppm): 169.90, 151.69, 77.51, 77.29, 76.66, 56.96, 46.57, 25.50, 16.66; HRMS (ESI-
TOF) m/z calcd. for CgH11NsO4Cl [M+Cl]" 276.0500, found 276.0490.

Tert-butyl (4S)-4-azido-5-({[(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oxy]carbonyl}amino)pentanoate (MF)
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Fmoc-Glu(tBu)-OH ( 10g, 23.5 mmol) was transformed according to Route B. The product
was precipitated in Et20 to afford g of N3-Tyr(tBu)-OSu as a white solid in 37% yield. *H NMR
(CDCls, 300 MHz), 8(ppm): 5.75 (bs, 1H), 3.63 (m, 1H), 3.39 (m, 1H), 3.23 (m, 1H), 2.82 (s, 4H),
2.39 (m, 2H), 1.86 (m, 2H), 1.45 (s, 9H); 3C NMR (CDCls, 75MHz), 8(ppm): 171.70, 169.41,
151.34, 80.81, 60.72, 44.68, 30.94, 27.76, 26.51, 21.16. HRMS (ESI-TOF) m/z calcd. for
C14H21NsOs [M+H]* 356.14918, found 356.15608.

ii)  Synthesis of linkers

9H-(fluoren-9-yl)methyl N-(2-sulfanylethyl)carbamate (L2):

O oj\N/\/SH
T N
)

Cysteamine (542 mg, 7.02 mmol) was dissolved in anhydrous DCM (15 mL) and cooled at
0°C. FmocCl (2.0 g, 7.72 mmol) previously dissolved in DCM (15 mL) was added to
cysteamine. The reaction mixture was allowed to reach r.t and stirred for 16h. The crude was
washed with KHSO4 (1M, 2 x 15 mL) and brine (2 x 15 mL). After purification on column
chromatography, 720 mg of pure compound were recovered with a yield of 34%. *H NMR
(300MHz, CDCls) & (ppm): 7.76 (d, 2H, J = 6 Hz), 7.58 (d, 2H, J = 6 Hz), 7.38 (m, 2H), 7.30 (m,
2H), 5.14 (bs, 1H), 4.45 (m, 2H), 4.24 (m, 1H), 3.38 (m, 2H), 2.66 (m, 2H).

2,5-dioxopyrrolidin-1-yl N-{2-[(triphenylmethyl)sulfanyl]ethyl}carbamate (L3):

a — b,c H
S M —— O

\ 7/
O
oF SN

a: Trt-Cl, DCM/DMF; b: NMM, DCM; ¢: DSC, DCM

L3a was synthesized following the reported procedure described by Di Maro et al.!°. The
product was precipitated in a mixture MeOH/H,0. The white solid obtained was washed two
times with DCM and the product was directly engaged in the next step without further
purification (quantitative yield). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7.96 (br, 2H), 7.41-
7.20 (m, 15H), 2.53-2.48 (m, 4H).

185



Partie Expérimentale

To a solution of L3a in anhydrous DCM (40 mL) was added NMM (2.0 eq, 31.8 mmol). After
pH validation (8-9), DSC (1.2 eq, 16.86 mmol) was added and reaction was stirred for 2h. The
solvent was concentrated under reduced pressure and the crude material, dissolved in 100
mL EtOAc, was washed with 1M KHSO4 (2 x 50 mL), H.O (50 mL), dried over MgS0O4 then
concentrated under reduced pressure to give L3 as white solid in a quantitative yield. H
NMR (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7.47-7.23 (m, 15H), 5.30 (br, 1H), 3.01 (q, J = 6.38 Hz, 2H),
2.82 (s, 4H), 2.50 (t, J = 6.60 Hz, 2H). 3C NMR (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 170.39, 151.40,
144.65, 129.63, 128.18, 126.98, 67.00, 40.84, 31.56, 25.50 ppm. HRMS-ESI m/z calcd. for
C26H24N204SNa [M + Na]* 483.1349 found 483.1366.

2-bromo-N-[2-(2-bromoacetamido)ethyl]acetamide (L4):

0
0 K,CO3

H
TR o Br\)J\H/\/N\[(\Br
0

L4 was synthesized as a white poder on a 10 mmole scale, following the procedure described
by Kim et al.''. *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 8.34 (b, 2H), 3.85 (s, 4H), 3.35 (s, 4H).

iii)  Synthesis of bis-thiol oligoureas

Loading of linker (L2) on 2-chlorotrityl chloride resin

2-chlorotrityl chloride resin (1.57 g, loading 1.14 mmol/g) is introduced in a 25 mL
plastic syringe, then N-Fmoc cysteamine linker (1.07 g, 3.58 mmol) in solution in DCM (5 mL)
is added on resin. The syringe is then shaken overnight using Stuart® Flask shaker. The resin
was then filtered and washed with DCM (3 x 3 mL). A fresh solution of MeOH/DCM/DIEA (2
mL/ 18 mL/ 1 mL) was then added on the resin and the resin was shaken for 1 h. Then resin
was then filtered and washed with MeOH (3 x 3 mL) then DCM (3 x 3 mL). Finally, resin was
dried under high vacuum and the new loading was determined by UV dosing of the Fmoc

piperidine adduct at 289 nm and 300 nm. A new loading of 0.68 mmol/g was measured.

186



Partie Expérimentale

General procedure F for solid phase oligourea synthesis under microwave irradiation

using azide strategy:

Oligoureas were prepared on a 75 to 150 umol scale. The Fmoc-cystamine clorotrityl
resin (loading 0.68 mmol/g) was placed in a SPE tube (CEM), and pre-swelled in DCM for 1h.
First deprotection of the resin Fmoc group was performed with a mixture of DMF/piperidine
(8/2) under microwave irradiation (50W, 50°C for 8 min). Fmoc deprotection was monitored
using Kaiser test. For each coupling step, the azide protected succinimidyl carbamate
monomer (1.5 eq) and DIEA (3 eq) in DMF (2-3 mL) were successively added to the resin, and
the reactor was placed inside the microwave oven (CEM Discover Bio) to be irradiated (25W,
70°C for 20 min). A double coupling was performed systematically. The resin was then
filtered and washed with DMF (2 x 3 mL), DCM (2 x 3 mL) than DMF (2 x 3 mL) again.
Reduction of the azide group was next performed under microwave assistance by swelling
the resin in a mixture dioxane/water (7/3, 2-3 mL) and adding 1M PMej solution in THF (10
eq relative to the resin loading), irradiating with 25W power, heating at 70°C for 30 min. The
reduction reaction was repeating once. The resin was then filtered and washed with
dioxane/water (7/3, 2 x 3 mL), then DCM (2 x 3 mL) and DMF (2 x 3 mL). For each coupling
and reduction step, completion was monitored using chloranil test. End capping with linker
L3 was performed using the same coupling conditions than those used for the succinimidyl
carbamate monomers. Finally, the resin was washed with DCM (2 x 3 mL) and was swelled in
a mixture TFA/TIS/H,O/EDT (92.2:2.5:2.5.2.5, v/v/v/v) and left to react 5h. After that time,
the resin was filtered off, washed with TFA (2 x 2 mL), DCM (2 x 2 mL) and the filtrate was
evaporated under reduced pressure. After precipitation with cold Et;0, the crude oligoureas
were finally lyophilized then purified by preparative RP-HPLC using the appropriate gradient
to a final purity > 95% and lyophilized.

Compound OLS8:

OL8 was synthesized on 150 umol scale, according to the general procedure F. Yield after
purification 44 mg, 35%. White powder; RP-HPLC tg 4.24 min (linear gradient, 10-100% of B,
5 min, A =214 nm); HRMS calcd. for C35He3N110sS, [M+H]* 830.43; found 830.5859.
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Figure V.33 : RP-HPLC of OL8 after purification (10-100% of B in 10 min, A = 200 nm).
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Figure V.34 : MS spectra of OL8.

Compound OL9:

OL9 was synthesized on 75 umol scale, according to the general procedure F. Yield after
purification 20 mg, 21%. White powder; RP-HPLC tg 4.69 min (linear gradient, 10-100% of B,
5 min, A =214 nm); HRMS calcd. for CssH102N18013S2 [M+H]* 1287.73; found 1287.7345.
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Figure V.35 : RP-HPLC of OL9 after purification (10-100% of B in 10 min, A = 200 nm).
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Figure V.36 : MS spectra of OL9.
Compound OL10:
OL10 was synthesized on 75 umol scale, according to the general procedure F. Yield after
purification 13 mg, 10%. White powder; RP-HPLC tg 7.02 min (linear gradient, 10-100% of B,
5 min, A =214 nm); HRMS calcd. for CgoH152N26017S2 [M+H]* 1815.13; found 1815.3521.
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Figure V.37 : RP-HPLC of OL10 after purification (10-100% of B in 10 min, A = 200 nm).
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Figure V.38 : MS spectra of OL10.

iv)  Synthesis of the macrocycles

1800 2000

10

General procedure G for the macrocyclisation via disulfide bridge formation

Bis-thiol oligourea (0.5 mg/mL) was dissolved in NH4sHCOs buffer (100 mM, pH 8)
containing 20% DMSO. Reaction was let to react 25-72 h and followed by HPLC. Once

completion was reached, 1 mL of TFA (5% in water) was added and the crude was freeze-

dried before being purified on semi-preparative RP-HPLC.
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Compound MC1 :

NH, OH
(o] (o]

H H H H H H
N N /u\ N N ,u\ N N
YO NN NN
[o] ~:l§ [o] \7’/ [o]

HO' (o]
S—S

OL8 (8.85 mg) was cyclized using the general procedure G. Yield after purification 3 mg,
34%; RP-HPLC tgr 4.20 min (linear gradient 10-100% of B in 10 min); HRMS calcd. for
C3s5H61N1108S; [M+H*]* 828.41, found 828.4267.
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Figure V.39 : RP-HPLC of MC1 after purification (10-100% of B in 10 min, A = 200 nm).
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Figure V.40 : MS spectra of MC1.
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Compound MC2 :

NH,

=
ayl
=(ZI *
B
Z>=c>
O
°=<ZI
B
:|:Z>=°
O
o=<ZI
B
Z>=°
=

OL9 (1.63 mg) was cyclized using the general procedure G. Yield after purification 0.5 mg,
31%; RP-HPLC tgr 3.93 min (linear gradient 10-100% of B in 10 min); HRMS calcd. for
CssH100N18013S2 [M+H*]* 1285.72, found 1285.9110.
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Figure V.41 : RP-HPLC of MC2 after purification (10-100% of B in 10 min, A = 200 nm).
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Figure V.42 : MS spectra of MC2.

192



Partie Expérimentale

General procedure H for macrocyclization via the introduction of an external linker and

thioether bond formation:
Bis-thiol oligourea was dissolved in a mixture 5:5 ACN/ NH4HCOs3 buffer (20 mM, pH

7.4) to reach a concentration of 0.5 mg/mL. Then, 3eq of TCEP were added and the solution
was shaken 1h. Then the bis-bromo linker (1.5 eq) in solution in DMF (500 uL) was added
and the reaction was followed by HPLC until completion (24-48h). The crude was then
guenched with 1 mL TFA (5% in water) and freeze-dried before being purified on semi-

preparative RP-HPLC.

Compound MC3:

OL8 (13.94 mg) was cyclized using the general procedure H. Yield after purification 4 mg,
24%; RP-HPLC tgr 6.22 min (linear gradient 10-100% of B in 10 min); HRMS calcd. for
Ca9H73N1108S; [M+H*]* 1009.51, found 1009.5247.

1400

900
6.22

400 A

100 | g/\\'\‘

-600 9 2 2 6 8 N 1
Figure V.43 : RP-HPLC of MC3 after purification (10-100% of B in 10 min, A = 200 nm).
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Figure V.44 : MS spectra of MC3.

Compound MC4 :

NH, OH
o} o}
H H H H H H
N N A AN N~ (AL AN N
\c[)r i H H \for YH H \{)r
Hclo

H, H,

s N._C s

OL8 (3.5 mg) was cyclized using the general procedure G. Yield after purification 0.9 mg,
23%; RP-HPLC tg 2.91 min (linear gradient 10-100% of B in 10 min); HRMS calcd. for
Ca2HesN1208S: [M+H*]* 933.47, found 933.6403.
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Figure V.45 : RP-HPLC of MC4 after purification (10-100% of B in 5 min, A = 200 nm).
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Figure V.46 : MS spectra of MC4.

Compound MC5 :

NH,

F FF
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OH

OL8 (4.4 mg) was cyclized using the general procedure G. Yield after purification 0.8 mg,
14%; RP-HPLC tg 6.32 min (linear gradient 10-100% of B in 10 min); HRMS calcd. for

Ca7He1FsN1108S2 [M+H*]* 1124.40, found 1124.5938.
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Figure V.47 : RP-HPLC of MCS5 after purification (10-100% of B in 10 min, A = 200 nm).
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Figure V.48 : MS spectra of MC5.

Compound MC6 :
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OL8 (4.0 mg) was cyclized using the general procedure G. Yield after purification 0.9 mg,
19%; RP-HPLC tg 3.11 min (linear gradient 10-100% of B in 10 min); HRMS calcd. for
Ca1H71FsN13010S2 [M+H*]* 970.49, found 970.6594.
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Figure V.49 : RP-HPLC of MC6 after purification (10-100% of B in 10 min, A = 200 nm).
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Figure V.50 : MS spectra of MC6.

b) Experimental data of meso oligoureas project

i) Synthesis of O-succinimidyl carbamates monomers

Synthesis of azido-succinimidyl carbamate monomers bearing side chain on Cy, ~

This procedure has been described previously by N. Pendem et al.'?

R R R o
T : c R d
A OH L» /\/OH _— /\/0\ L
BocHN" BocHN™ ) BocHN s, >
o 2
R f Hoo [
< e, ~
A _— N N
BocHN™ N3 3/\|‘: \([)]/ ﬁ
3
o

a: tBuOC(O)CI, NMM, THF, -10°C; b: NaBH,, H,0; ¢: MsCl, EtzN, DCM; d: NaN3, DMF, 80°C; e: TFA; f: DSC, DCM

2,5-dioxopyrrolidin-1-yl (3R)-3-(azidomethyl)-5-methylhexanoate (N3-M',) :

Boc-D-Leu-OH (10 g, 43.2 mmol) was transformed according to the route described
above. The product was precipitated in Et,0 to afford 5.9 g of N3-M'q as a white solid in 46%
yield. 'H NMR (300MHz, CDCls), 8(ppm): 5.30 (bs, 1H), 2.86 (m, 1H), 3.43 (dd, 2H, J = 30 Hz
and J = 9 Hz), 2.82 (s, 4H), 1.67 (m, 1H), 1.51 (m, 1H), 1.40 (m, 1H), 0.96 (d, 6H, J = 6 Hz); 3C
NMR (75MHz, CDCl3), d(ppm): 169.77, 151.01, 70.74, 54.55, 50.94, 50.37, 44.38, 41.10,
25.49, 22.07. HRMS (ES+) calcd for C11H1704Ns [M+H*]* = 284.12805, found 284.13598.
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2,5-dioxopyrrolidin-1-yl (3R)-4-azido-3-methylbutanoate (N3-M*g) :

Boc-D-Ala-OH (2.5 g, 12.5 mmol) was transformed according to the route described
above. The product was precipitated in Et,0 to afford 1.2 g of N3-M*g as a white solid in 40%
yield. 'H NMR (300MHz, CDCl3), 8(ppm): 5.83 (m, 1H), 3.89 (m, 1H), 3.45 (dq, 2H), 2.82 (s,
4H), 1.28 (d, J = 6.8 Hz, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCls) 8(ppm): 170.0, 150.80, 55.32, 47.96,
25.45, 17.88. HRMS (ES+) calcd. for CsH11Ns504Cl [M+CI]* 276.0500, found 276.0502.

Synthesis of Z-protected O-succinimidyl carbamate monomers (Z-M*q) :
Route A:

R R R
(o]
a, b H ¢ o. d
Z_N/'\n/oH —_—— Z_H/k/o —_— Z_H)\/ /,SII\ —_—
o

H o

R R 4 0
e f N_ _O.
Z—NJ\/N?’ —_— z-NJ\/ Y ON
H H o
o
a: tBuOC(O)CI, NMM, THF, -10°C; b: NaBHy, H,0; c: Et;N, MsCl, DCM:; d: NaN3, DMF, 80°C; e: PPhs, THF/H,0, 70°C f: DSC, DCM

Route B:

R R R o

H a b H c H o/ d
BOCHN/\H/OH —_— BOCHN/\/OH —_—— BOCHN/\/ /,sl\

o o

R R H [o]

R e f S _NH-z _—_@h o, NGO N

: - . BocHN” g
BocHN” N3 H R o o

a: tBuOC(O)CI, NMM, THF, -10°C; b: NaBH,4, H,0O; c: EtzN, MsCl, DCM; d: NaN3, DMF, 80°C; e: PPh;, THF/H,0, 70°C f: Z-Cl, Et3N,
DCM; g: TFA; h: DSC, DCM

General procedure for N-protected amino alcohol formation :

The N-protected a—amino acid (10 mmol) was dissolved in anhydrous THF (30 mL)
under N, atmosphere and the solution was cooled down at -10°C. After addition of NMM
(1.2 mL, 11 mmol) and isobutylchloroformate (1.3 mL, 11 mmol), the mixture was stirred at -
10°C for 30 min. The precipitated N-methylmorpholine hydrochloride was removed by
flitration and washed with THF (2 x 30 mL). The filtrate and washings were added to a
solution of NaBH4 (0.76 g, 20 mmol) in water (5mL) at 0°C and the resulting solution was
stirred at room temperature for 30 min. Reaction mixture was then quenched by adding
water (30 mL). THF was removed using rotary evaporation and the crude was dissolved in
ethyl acetate (50 mL). The organic layer was then washed twice with KHSO4 (1M) (50 mL),

then twice with a saturated solution of NaBH4 (50 mL) followed by brine (50 mL). The organic
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layer was then dried over MgSOs and concentrated under reduced pressure to give the

amino alcohol.

General procedure for alcohol to azide conversion:

The N-protected a-amino alcohol (10 mmol) was dissolved in DCM (30 mL) under
argon atmosphere and the solution was cooled down at 0°C. After addition of EtsN (1.4 mL,
10 mmol), methanesulfonyl chloride (850 pL, 11 mmol) was added and the reaction mixture
was then stirred 1h. The crude was concentrated under reduced pressure and directly
engaged in the next step.
The N-protected ai-amino mesylate (10 mmol) was dissolved in DMF (60 mL) and NaNs (1.95
g, 30 mmol) was added. The reaction mixture was then heated at 80°C and stirred for 4h.
The reaction mixture was cooled down and the crude was diluted in ethylacetate (100 mL).
The organic layer was then washed twice with KHSO4 (1M) (50 mL), twice with water (50
mL), then twice with brine (50 mL). The organic layer was then dried over MgS0O4 and
concentrated under reduced pressure to give N-protected a-amino azide which was directly

engaged in the next step without further purification.

General procedure for the reduction of azide into amine:

The N-protected a-amino azide (10 mmol) was dissolved in a mixture THF/H20 (7:3)
(50 mL). After addition of PPh3 (2.88 g, 11 mmol), the reaction mixture was heated at 70°C
and stirred for 3h. THF was evaporated and the crude material was dissolved in ethylacetate
(50 mL), then amine was extracted twice with HCI (1M) (50 mL). The aqueous phase was
then neutralized by adding K2CO3 powder. The amine was then extracted three times with
ethyl acetate (50 mL). After drying over MgS04, the solvent was not evaporated to dryness
to avoid the loss of amine which may be quite volatile. Resulting amine was then directly
engaged in the next step.

General procedure for Boc removal:

The N-Boc protected intermediate (10 mmol) was dissolved in pure TFA (10 mL) and
left to react without stirring for 30 min. The TFA was removed under reduced pressure and
the TFA salt was dried on vacuum line. No purification and no isolation of the TFA salts were

done. They were directly engaged in the next step.
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General procedure for the introduction of Z protecting group:

The free amine intermediate (10 mmol) was dissolved in DCM (30 mL) under argon
atmosphere and the solution was cooled down at 0°C. After addition of Et3N (1.4 mL, 10
mmol), benzylchloroformate (1.6 mL, 11 mmol) was added and the reaction mixture was
then stirred 3h. The crude was washed twice with 1M KHSO4 (50 mL), with brine (50 mL),
dried over MgS04 and concentrated under reduced pressure. The crude material was then

purified on column chromatography to afford the expected Z-protected amine.

General procedure for the activation of amine into succinimidylcarbamate:

To a stirred suspension of disuccinimidyl carbonate (1.54 g, 6 mmol) in freshly
distilled DCM (50 mL) was added a solution of Z-protected-3-X-propan-1-amine (5 mmol) in
distilled DCM (50 mL). After 1h30, the reaction mixture was concentrated under reduced
pressure and the crude material was dissolved in ethylacetate (70 mL). The organic layer was
washed with 1M KHSO4 (2 x 30 mL), with brine (30 mL), dried over MgS04 and concentrated

under reduced pressure to furnish activated carbamates as solids.

2,5-dioxopyrrolidin-1-yl (2S)-2-{[(benzyloxy)carbonyl]amino}-3-methylbutanoate (Z-M"p) :
H (o)

Z'H\/(/N\H/O%

Z-Val-OH (5 g, 19 mmol) was transformed according to Route A. The product was
precipitated in Et,0 to afford 1.42 g of Z-Val"-OSuc as a white solid in 19% yield. *H NMR
(300MHz, CDCl3), 8(ppm): 7.38 (bs, 5H), 5.99 (bs, 1H), 5.14 (s, 2H), 4.82 (bs, 1H), 3.63 (m, 1H),
3.43-3.26 (m, 2H), 2.82 (s, 4H), 1.82 (m, 1H), 0.96 (t, 6H). 3C NMR (75MHz, CDCls), 8(ppm):
170.35, 157.83, 152.56, 136.83, 129.12, 67.78, 56.90, 45.53, 30.71, 27.47, 19.86, 18.60.
HRMS (ES+) calcd for C18H2306N3 [M+H*]* = 378.15869; found 378.16589.

Tert-butyl
N-[(2S)-1-({[(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oxy]lcarbonyl}amino)propan-2-yl]Jcarbamate (Z-M"p):
H (0]
z—N"\/N\H/O%

H
(0]
o

Z-Ala-OH (5 g, 22 mmol) was transformed according to Route A. The product was

precipitated in Et,0 to afford 1.59 g of Z-Ala'-OSuc as a white solid in 21% yield. *H NMR
(300MHz, CDCls), 8(ppm): 7.37 (bs, 5H, Ar), 5.97 (bs, 1H, NH), 5.12 (s, 2H, CH2-Z), 4.81 (bs,
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1H, NH), 3.93 (m, 1H, CH), 3.42-3.25 (m, 2H, CH2), 2.80 (s, 4H, OSu), 1.22 (d, 3H, CH3). 13C
NMR (75MHz, CDCls), 8(ppm): 169.93, 156.50, 152.09, 136.32, 132.11, 128.57, 67.05, 47.66,
47.17, 25.46, 18.24. HRMS (ES+) calcd for CisH2006N3 [M+H*]* = 350.12739; found
350.13402.

Tert-butyl-
N-[(2S)-1-({[(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oxy]carbonyl}amino)-4-methylpentan-2-yl]Jcarbamate

(z-M%p):
H (0]
(o]
(o]

Z-Leu-OH (5 g, 19 mmol) was transformed according to Route A. The product was
precipitated in Et,0 to afford 1.03 g of Z-Leu'-OSuc as a white solid in 15% yield. *H NMR
(300MHz, CDCl3), 8(ppm): 7.37 (bm, 5H, Ar), 5.98 (bs, 1H, NH), 5.12 (s, 2H, CH2-Ar), 4.69 (bs,
1H, NH), 3.86 (m, 1H, CH), 3.43-3.19 (m, 2H, CH2), 2.82 (s, 4H, OSu), 1.67 (m, 1H, CH), 1.34
(m, 2H, CH2), 0.94 (d, 6H, 2 CH3), 13C NMR (75MHz, CDCl3), 8(ppm): 170.34, 157.42, 152.50,
136.80, 129.09, 67.66, 49.96, 47.72, 41.90, 25.98, 25.25, 23.49, 22.51. HRMS (ES+) calcd for
C19H2606N3 [M+H*]* = 392. 17434; found 392. 18114.

m

2,5-dioxopyrrolidin-1-yl-

N-[(2R)-1-{[(benzyloxy)carbonyllamino}-4-methylpentan-2-yl]carbamate (Z-M'):
H (o)

N_ _O.
(o}

(o)

Boc-D-Leu-OH (10 g, 40 mmol) was transformed according to Route B. The product
was precipitated in Et,0 to afford 2.40 g of Z-Leu“n,-OSuc as a white solid in 15% yield. H
NMR (300MHz, CDCls), 8(ppm): 7.37 (bm, 5H, Ar), 5.59 (bs, 1H, NH), 5.15 (s, 2H, CH2-Ar),
5.07 (bs, 1H, NH), 3.78 (m, 1H, CH), 3.44-3.17 (m, 2H, CH2), 2.80 (s, 4H, OSu), 1.72 (m, 1H,
CH), 1.41 (m, 2H, CH2), 0.96 (d, 6H, 2 CH3); 3C NMR (75MHz, CDCls), 8(ppm): 170.38,
157.85, 152.12, 136.98, 129.07, 128.72, 67.63, 52.53, 45.34, 41.83, 26.01, 25.24, 23.40,
22.74. HRMS (ES+) calcd for C19H2506N3 [M+H*]* = 392.17434, found 392.18188.
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2,5-dioxopyrrolidin-1-yl N-[(2R)-1-{[(benzyloxy)carbonyl]Jamino}propan-2-yllcarbamate (z-

MAy):
H (o)
N_ _O.
EARYE
(o)
Boc-D-Ala-OH (10 g, 52.85 mmol) was transformed according to Route B. The
product was precipitated in Et,0 to afford 2.67 g of OSu-D-Ala-Z as a white solid in 15% yield.
'H NMR (300MHz, CDCls), 8(ppm): 7.36 (m, 5H), 5.87 (bs, 1H), 5.14 (s, 2H), 3.85 (bs, 1H), 3.28

(m, 2H), 2.81 (s, 4H), 1.58 (s, 9H), 1.26 (d, 3H). HRMS (ES+) calcd for C16H1906N3 [M+H*]* =
350.12739, found 350.13443.

ii)  Synthesis of meso and pseudo-meso oligoureas in solution:

Compound OL11:

oL11a 1) Hy/Pd/C, MeOH
2) Ng-MA, DIEA, DMF

1) Hy/Pd/C, MeOH
2) Ng-M, DIEA, DMF

1) Hy/Pd/C, MeOH
o 2) Z-ML,, DIEA, DMF

1) Ho/Pd/C, MeOH

o] \/L o] 2) Z-MA;, DIEA, DMF

1) Ho/Pd/C, MeOH
2) MY, DIEA, DMF

Dimer OL11b :
To a solution of OL11a (1.23 g, 5.38 mmol) in MeOH ( 20 mL) was added Pd/C (123 mg). The
reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed using
vacuum pump and a ballon of H, was connected to the flask. Reaction was stirred overnight.
Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was concentrated under

reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free amine dissolved in
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DMF ( 10 mL), were successively added DIEA (937 uL, 5.38 mmol) and N3-M*, (1.13 g, 5.92
mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the crude mixture was diluted in
DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once with brine (15 mL). The crude
then was dried under high vacuum. This step provided the expected dimer as a white solid
without purification (1.38 g, 78%). 'H NMR (300 MHz, CD3CN), 8(ppm): 5.27 (bs, 1H), 5.01
(bs, 2H), 3.83 (m, 1H), 3.35 (m, 1H), 3.28 (dd, 2H), 3.09 (m, 2H), 1.68 (m, 1H), 1.42 (s, 9H),
1.09 (d, 3H), 0.86 (t, 6H).

Trimer OL11c:
To a solution of OL11b (800 mg, 2.6 mmol) in MeOH ( 15 mL) was added Pd/C (80

mg). The reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed
using vacuum pump and a ballon of H; was connected to the flask. Reaction was stirred
overnight. Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was
concentrated under reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free
amine dissolved in DMF ( 10 mL), were successively added DIEA (742 pL, 3.64 mmol) and Ns-
Leu“iny-OSuc (816 mg, 2.88 mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the
crude mixture was diluted in DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once
with brine (15 mL). The crude then was dried under high vacuum. This step provided the
expected trimer as a white solid without purification (940 mg, 76%). *H NMR (300 MHz,
CD3CN), 6(ppm): 5.43 (bs, 1H), 5.33 (m, 2H), 5.11 (bs, 1H), 5.00 (bs, 1H), 3.88 (m, 1H), 3.69
(m, 1H), 3.47 (m, 1H), 3.31 (m, 2H), 3.18 (m, 1H), 2.96 (m, 1H), 1.69 (m, 3H), 1.44 (s, 9H), 1.33
(m, 2H), 1.12 (m, 1H), 1.05 (d, 3H), 0.97-0.87 (m, 12H).

Tetramer OL11d :
To a solution of OL11c (940 mg, 2.0 mmol) in MeOH ( 15 mL) was added Pd/C (94

mg). The reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed
using vacuum pump and a ballon of H; was connected to the flask. Reaction was stirred
overnight. Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was
concentrated under reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free
amine dissolved in DMF (10 mL), were successively added DIEA (314 pL, 2.0 mmol) and ZNH-
Leu“-OSuc (783 mg, 2.0 mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the crude
mixture was diluted in DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once with
brine (15 mL). The crude then was dried under high vacuum. This step provided the expected
tetramer as a white solid without purification (1.05 g, 73%). 'H NMR (300 MHz, CDsCN),
d(ppm): 7.37 (m, 5H), 6.43 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 6.23 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 5.89 (bs, 1H), 5.45 (m,
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4H), 5.05 (s, 2H), 4.93 (d, 1H, J = 9 Hz), 4.04 (m, 1H), 3.83 (m, 2H), 3.69-3.44 (m, 5H), 2.57-
2.36 (m, 2H), 1.65 (m, 4H), 1.45 (s, 9H), 1.28 (m, 2H), 1.11 (m, 2H), 0.99-0.78 (m, 18H).

Pentamer OLlle :
To a solution of OL11d (1.0 g, 1.39 mmol) in MeOH ( 15 mL) was added Pd/C (100

mg). The reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed
using vacuum pump and a ballon of H, was connected to the flask. Reaction was stirred
overnight. Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was
concentrated under reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free
amine dissolved in DMF ( 10 mL), were successively added DIEA (200 uL, 1.15 mmol) and
ZNH-Ala"-OSuc (444 mg, 1.39 mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the
crude mixture was diluted in DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once
with brine (15 mL). The crude then was dried under high vacuum (680 g, 72%). *H NMR (300
MHz, CD3sCN), &(ppm): 7.37 (m, 5H), 6.60 (b, 1H, J = 8.1 Hz), 6.46 (b, 1H, J = 8.1 Hz), 6.33 (bs,
1H), 5.70-5.58 (m, 4H), 5.43 (m, 2H), 5.02 (s, 2H), 4.97 (d, 1H, J = 9 Hz), 4.04 (m, 1H), 3.87 (m,
3H), 3.60 (m, 3H), 3.48 (m, 2H), 3.15 (m, 2H), 2.72 (m, 1H), 2.52 (m, 1H), 1.68 (m, 4H), 1.46 (s,
9H), 1.31 (m, 2H), 1.21 (m, 2H), 1.09 (d, 6H), 0.96-0.85 (m, 18H)

Hexamer OL11:
To a solution of OL11e (228 mg, 0.28 mmol) in MeOH ( 8 mL) was added Pd/C (23

mg). The reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed
using vacuum pump and a ballon of H,; was connected to the flask. Reaction was stirred
overnight. Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was
concentrated under reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free
amine dissolved in DMF ( 10 mL), were successively added DIEA (45 puL, 0.28 mmol) and
BocNH-Val“-OSuc (100 mg, 0.29 mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and
the crude mixture was diluted in DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and
once with brine (15 mL). The crude then was dried under high vacuum. This step provided
the expected hexamer as a white solid without purification (150 mg, 68%).

1H NMR (400 MHz, CDsCN), 8(ppm): 6.11 (bs, 2H), 5.81 (bs, 2H), 5.70-5.60 (m, 6H), 5.25 (bs,
2H), 3.91 (m, 3H), 3.71 (m, 2H), 3.53 (m, 3H), 3.37 (m, 4H), 2.85 (m, 2H), 2.52 (m, 2H), 1.71
(m, 4H), 1.42 (s, 18H), 1.22 (m, 4H), 1.05 (d, 6H), 0.91 (m, 24H).

13C NMR (100 MHz, CD3CN) 3(ppm): 160.0, 159.5, 158.8, 78.5, 56.7, 47.4, 45.5, 45.2, 44.1,
41.9,41.7,30.2, 27.8, 25.0, 22.5, 22.0, 18.9, 18.4, 18.1.

HRMS (ES+, MeOH) calcd for CazHgsO9N12 = 913.65570; found 913.65918.
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Table V-1 : 'H NMR chemical shifts (ppm) of OL11 in CDsCN (400 MHz) at 293K.

Residue  NH NH’ °CH! *CH? PCH "CH °CH °CH TermCH A3(*CH)

Leu | 569 610 370 250 390 120 165 087 / 1.20
Ala 525 581 353 25 39 101 / / / 1.03
Val | 562 569 335 284 336 165 085 / / 0.51
Boe | / /[ A 1.43 /
IHNMR:
N\ NN N NSz
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13CNMR:
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2) ML, DIEA, DMF
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2) Z-M"ﬁ, DIEA, DMF

1) H/Pd/C, MeOH
2) Z-MA,, DIEA, DMF
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Trimer OL12c:

To a solution of OL11b (325 mg, 1.0 mmol) in MeOH ( 15 mL) was added Pd/C (33
mg). The reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed
using vacuum pump and a ballon of H; was connected to the flask. Reaction was stirred
overnight. Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was
concentrated under reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free
amine dissolved in DMF ( 3 mL), were successively added DIEA (173 pL, 1 mmol) and ZNH-
Leu“-OSuc (426 mg, 1.1 mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the crude
mixture was diluted in DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once with
brine (15 mL). The crude was dried under high vacuum. This step provided the expected
trimer as a white solid without purification (390 mg, 68%). 'H NMR (300 MHz, CDsCN),
d(ppm): 7.35 (m, 5H), 5.99 (bs, 1H), 5.33-5.55 (m, 4H), 5.16 (bs, 1H), 5.04 (s, 2H), 3.71 (m,
2H), 3.19-3.47 (m, 4H), 2.99 (m, 1H), 1.65 (m, 3H), 1. 40 (s, 9H), 1. 27 (m, 2H), 1.09 (m, 1H),
1.00 (d, 3H), 0.89 (m, 12H).

Tetramer OL12d:
To a solution of 6 (390 mg, 0.67 mmol) in MeOH ( 15 mL) was added Pd/C (40 mg).

The reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed
using vacuum pump and a ballon of H; was connected to the flask. Reaction was stirred
overnight. Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was
concentrated under reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free
amine dissolved in DMF ( 3 mL), were successively added DIEA (117 pL, 1 mmol) and ZNH-
Leu“iny-OSuc (289 mg, 1.1 mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the
crude mixture was diluted in DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once
with brine (15 mL). The crude was dried under high vacuum. This step provided the expected
tetramer as a white solid without purification (216 mg, 50%). *H NMR (300 MHz, CDsCN),
d(ppm): 7.40 (m, 5H), 7.07 (bs, 1H), 5.76 (m, 1H), 5.66 (bs, 1H), 5.39 (m, 5H), 3.81 (bm, 6H),
3.54 (m, 3H), 3.33 (s, 2H), 2.88 (m, 4H).

Pentamer OL12e:
To a solution of OL12d (216 mg, 0.30 mmol) in MeOH ( 15 mL) was added Pd/C (22

mg). The reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed
using vacuum pump and a ballon of H, was connected to the flask. Reaction was stirred
overnight. Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was

concentrated under reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free
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amine dissolved in DMF ( 3 mL), were successively added DIEA (52 pL, 1 mmol) and ZNH-
Ala“-OSuc (115 mg, 0.33 mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the crude
mixture was diluted in DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once with
brine (15 mL). The crude was dried under high vacuum. This step provided the expected
pentamer as a white solid without purification (200 mg, 80%). 'H NMR (300 MHz, CDsCN),
d(ppm): 7.36 (m, 5H), 6.43 (bs, 1H), 5.96 (bs, 1H), 5.83 (bs, 1H), 5.64 (m, 2H), 5.55 (bs, 1H),
5.42 (bs, 1H), 5.33 (bs, 1H), 5.17 (bs, 1H), 5.09 (bs, 1H), 5.05 (s, 2H), 3.85 (m, 4H), 3.66 (m,
2H), 3.55 (m, 2H), 3.36 (m, 3H), 2.83 (m, 2H), 2.39 (m, 2H), 1.70 (m, 6H), 1.43 (s, 9H), 1.11 (d,
6H), 0.88 (m, 18H).

Hexamer OL12:
To a solution of OL12e (50 mg, 0.06 mmol) in MeOH ( 15 mL) was added Pd/C (5

mg). The reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed
using vacuum pump and a ballon of H,; was connected to the flask. Reaction was stirred
overnight. Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was
concentrated under reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free
amine dissolved in DMF ( 3 mL), were successively added DIEA (12 pL, 1 mmol) and BocNH-
Val“-OSuc (23 mg, 0.067 mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the crude
mixture was diluted in DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once with
brine (15 mL). The crude was dried under high vacuum. This step provided the expected
hexamer as a white solid without purification (200 mg, 80%).

1H NMR (400 MHz, CD3CN), 8(ppm): 6.10 (m, 3H), 5.86 (m, 2H), 5.75 (bs, 3H), 5.54 (bs, 4H),
3.83 (m, 5H), 3.68 (m, 4H), 3.37 (bs, 2H), 3.27 (m, 2H), 3.03 (bm, 4H), 1.69 (m, 4H), 1.44 (s,
18H), 1.33 (bm, 4H), 1.08 (d, 6H), 0.93 (m, 24H).

13C NMR (400 MHz, CD30H) &(ppm): 161.6, 160.9, 160.7, 158.7, 79.7, 57.5, 47.0, 46.9, 42.8,
31.6, 28.7, 26.0, 23.3, 22.7, 19.8, 18.9, 18.7.

HRMS (ES+, MeOH) calcd for Ca3zHgsOsN12 [M+Na]* 937.6533, found 937.6581.

The full attribution of the 'H NMR signal were not possible due to a lack of signal on 2D NMR.
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Compound OL13:

OL11a 1) Ho/Pd/C, MeOH
2) Z-MA;, DIEA, DMF

OL13b 1) Hy/Pd/C, MeOH
2) N3-M, DIEA, DMF

o ¢ £_ 0
Y OL13c
1) H,/Pd/C, MeOH

o] o) 2) Z-M";, DIEA, DMF
H H H H
©\,o N I} N N P'e N._O

0 X ; O ° ~ O
Y \( oL13d
1) Hy/Pd/C, MeOH
2)Z-MA_, DIEA, DMF
S AND W L AN W S
) N/\/ \_/\N N/\/ \/\N N/\_/
oY Y T =
N ©
OL13e
1) Hy/Pd/C, MeOH

2) MY, DIEA, DMF

Dimer OL13b:

To a solution of OL11a (230 mg, 1.0 mmol) in MeOH ( 15 mL) was added Pd/C (23
mg). The reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed
using vacuum pump and a ballon of H,; was connected to the flask. Reaction was stirred
overnight. Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was
concentrated under reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free
amine dissolved in DMF ( 3 mL), were successively added DIEA (192 L, 11.1 mmol) and ZNH-
Ala“-OSuc (524 mg, 1.5 mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the crude
mixture was diluted in DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once with
brine (15 mL). The crude was dried under high vacuum. This step provided the expected
trimer as a white solid without purification (202 mg, 46%). *H NMR (300 MHz, CDs0H),
d(ppm): 7.35 (m, 5H), 6.90 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 6.33 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.12 (m, 1H), 5.94 (m,
1H), 3.67 (m, 1H), 3.37 (m, 1H), 3.20 (m, 2H), 3.06 (m, 2H), 1.68 (m, 1H), 1.42 (s, 9H), 1.11 (d,
J=6.60 Hz, 3H), 0.90 (t, J = 8.43 Hz).
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Trimer OL13c:

To a solution of OL13b (202 mg, 0.46 mmol) in MeOH ( 15 mL) was added Pd/C (20
mg). The reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed
using vacuum pump and a ballon of H; was connected to the flask. Reaction was stirred
overnight. Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was
concentrated under reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free
amine dissolved in DMF ( 3 mL), were successively added DIEA (88 uL, 0.51 mmol) and N3-
Leu“-OSuc (195 mg, 1.5 mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the crude
mixture was diluted in DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once with
brine (15 mL). The crude was dried under high vacuum. This step provided the expected
trimer as a white solid without purification (77 mg, 35%). *H NMR (300 MHz, CDsOH),
d(ppm): 6.36 (d, J =9 Hz, 1H), 6.08 (m, 1H), 5.97 (m, 2H), 5.75 (d, J = 9 Hz, 1H), 3.91 (m, 2H),
3.71 (m, 1H), 3.43-3.36 (m, 2H), 3.28-3.18 (m, 2H), 3.08-2.91 (m, 2H), 1.68 (m, 2H), 1.44 (s,
9H), 1.31 (m, 1H), 1.08 (d, / = 6.9 Hz, 3H), 0.92 (m, 12H).

Tetramer OL13d:
To a solution of OL13c (77 mg, 0.163 mmol) in MeOH ( 5 mL) was added Pd/C (10

mg). The reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed
using vacuum pump and a ballon of H, was connected to the flask. Reaction was stirred
overnight. Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was
concentrated under reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free
amine dissolved in DMF ( 3 mL), were successively added DIEA (30 pL, 0.163 mmol) and Z-
Leu“-OSuc (77 mg, 1.2 mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the crude
mixture was diluted in DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once with
brine (15 mL). The crude was dried under high vacuum. This step provided the expected
trimer as a white solid without purification (73 mg, 63%). 'H NMR (300 MHz, CD3OH),
d(ppm): 7.33 (m, 5H), 6.92 (d, J = 9 Hz, 1H), 6.80 (d, /= 9.6 Hz, 1H), 6.49 (d, J = 9 Hz, 1H), 6.33
(br, 1H), 6.23 (br, 1H), 6.12 (br, 1H), 6.02 (br, 1H), 5.75 (d, J = 9 Hz, 1H), 3.87- 3.63 (m, 4H),
3.51-3.38 (m, 3H), 3.20 (m, 1H), 3.07 (m, 1H), 2.77 (m, 1H), 2.70-2.59 (m, 2H), 1.72-1.56 (m,
4H), 1.43 (s, 9H), 1.25 (m, 3H), 1.00 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.89 (m, 18H).
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Pentamer OL13e:
To a solution of OL13d (73 mg, 0.102 mmol) in MeOH ( 5 mL) was added Pd/C (10 mg). The

reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed using
vacuum pump and a ballon of H, was connected to the flask. Reaction was stirred overnight.
Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was concentrated under
reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free amine dissolved in
DMF ( 3 mL), were successively added DIEA (18 uL, 0.102 mmol) and Z-Ala¥-OSuc (43 mg, 1.2
mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the crude mixture was diluted in
DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once with brine (15 mL). The crude
was dried under high vacuum. This step provided the expected trimer as a white solid
without purification (74 mg, 88%). 'H NMR (300 MHz, CDsOH), 8(ppm): 7.35 (m, 5H), 6.57 (d,
J =9 Hz, 1H), 6.43 (br, 1H), 6.25-6.13 (br, 3H), 6.08-5.95 (br, 3H), 5.83 (d, /= 12 Hz, 1H), 5.68
(br, 1H), 3.92-3.66 (m, 7H), 3.56-3.39 (m, 5H), 3.07 (m, 1H), 2.73-2.61 (m, 2H), 1.66 (m, 4H),
1.46 (s, 9H), 1.30 (m, 3H), 1.09 (m, 6H), 0.91 (m, 18H).

Hexamer OL13:
To a solution of OL13e (74 mg, 0.09 mmol) in MeOH ( 5 mL) was added Pd/C (10 mg). The

reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed using
vacuum pump and a ballon of H, was connected to the flask. Reaction was stirred overnight.
Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was concentrated under
reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free amine dissolved in
DMF ( 3 mL), were successively added DIEA (15 uL, 0.102 mmol) and Z-Ala“-OSuc (37 mg, 1.2
mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the crude mixture was diluted in
DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once with brine (15 mL). The crude
was dried under high vacuum. This step provided the expected trimer as a white solid
without purification (14 mg, 17%).

1H NMR (400 MHz, CDsCN), 8(ppm): 5.77-5.59 (m, 7H), 5.47 (m, 5H), 3.83 (m, 8H), 3.56 (m,
4H), 3.34 (m, 2H), 2.77 (m, 2H), 2.50 (m, 2H), 1.77-1.62 (m, 4H), 1.42 (s, 18H), 1.10 (m, 2),
0.98 (d, J = 6 Hz, 6H), 0.86 (m, 24H).

13C NMR (75 MHz, CDsCN), 8(ppm): 160.5, 159.6, 159.0, 78.4, 59.0, 56.6, 45.2, 37.1, 29.9,
27.8,27.7,27.6, 27.3,22.7,19.0, 18.2, 17.2, 14.1.

HRMS (ES+, MeOH) calcd for CasHgsO9N12 [M+Na]* 937.6533, found 937.6599, [M+H]*
915.6641, found 915.678.
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Table V-2 : 'H NMR chemical shifts (ppm) of OL13 in CDsCN (400 MHz) at 293K.

Residue  NH NH’ °CH! *CH? PCH "CH °CH °CH TermCH A3(*CH)

Leu 557 541 376 240 384 1.64 1.09 0.86 / 1.36
Ala 573 445 379 247 379 093 / / / 1.32
Val 576 5.66 351 279 332 1.70 0.88 / / 0.72
Boc / / / / / / / / 1.42 /
'H NMR:
R g gua 2% 9 e8enYRNaNese2
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13C NMR:
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Compound OL14 :

2) Z-M"u, DIEA,
DMF

o = 0 A
Y \( OL11e
1) Hy/Pd/C, MeOH
0

SR i S
OL14

To a solution of OL11e (254 mg, 0.31 mmol) in MeOH ( 8 mL) was added Pd/C (25
mg). The reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed
using vacuum pump and a ballon of H, was connected to the flask. Reaction was stirred
overnight. Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was
concentrated under reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free
amine dissolved in DMF ( 10 mL), were successively added DIEA (54 L, 0.31 mmol) and ZNH-
Val“-OSuc (128 mg, 0.34 mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the crude
mixture was diluted in DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once with
brine (15 mL). The crude then was dried under high vacuum. Purification of the crude by
column chromatography (MeOH/DCM 5:95->10:90) provided the expected hexamer as a
white solid (200 mg, 68%).

214



Partie Expérimentale

1H NMR (400 MHz, CDsCN), 8(ppm) 7.38 (m, 5H), 6.22 (bs, 1H), 6.12 (bs, 1H), 5.96 (bs, 1H),
5.75-5.40 (m, 4H), 5.32-5.0 (m, 4H), 5.01 (br, 1H), 3.69 (m, 4H), 3.52 (m, 2H), 3.45 (m, 3H),
3.40 (m, 4H), 2.95 (m, 1H), 2.80 (m, 1H), 2.47 (m, 3H), 1.72 (m, 4H), 1.46 (s, 9H), 1.31 (m, 2H),

1.05 (m, 6H), 0.88 (m, 24H).

13C NMR (75 MHz, CDs0H) 8(ppm): 161.6, 161.2, 161.1, 160.7, 129.4, 129.2, 129.1, 128.8,
128.4, 79.9, 67.3, 58.3, 57.6, 47.2, 46.7, 43.3, 43.1, 31.6, 28.7, 23.5, 22.6, 19.9, 18.8, 18.7,

15.8, 14.7.

HRMS (ES+, MeOH) calcd for Cae6s4OsN12 [M+H]* 949.6484, found 949.6625, [M+Na]*

971.6382, found 971.6432.

Table V-3 : 'H NMR chemical shifts (ppm) of OL14 in CDsCN (400 MHz) at 293K.

Residue NH NH’ CH;! CH;? CH "CH °CH °CH TermCH A3(*CH)
Ar / / / / / 7.40 (Ar) /
Val -2 596  5.58 3.7 2.5 3.9 1.2 0.87 / / 1.2
Ala -2 574  5.15 3.5 2.45 393 1.05 / / / 1.05
Leu -2 6.22  5.71 3.93 243 368 1.63 1.16 0.89 / 1.5
Leu -2 544 541 3.38 2.58 39 169 119 0.89 / 0.8
Ala -2 569 520 3.5l 2.48 388 1.0 / / / 1.03
Val -2 6.12 578 3.4l 2.95 341 1.79 091 / / 0.46
Boc / / / / / / / / 1.43 /

9The position of the residues could not be attributed.
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Compound OL15 :

0 AL 0 0 A
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To a solution of OL14 (66 mg, 0.07 mmol) in MeOH ( 5 mL) was added Pd/C (7 mg).
The reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed
using vacuum pump and a ballon of H,; was connected to the flask. Reaction was stirred
overnight. Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was
concentrated under reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free
amine dissolved in DMF ( 10 mL), were successively added DIEA (12 pL, 0.07 mmol) and 3,5-
(CF3)PhNCO (18 mg, 0.07 mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the
crude mixture was diluted in DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once
with brine (15 mL). The crude then was dried under high vacuum. Purification of the crude
by column chromatography (MeOH/DCM 5:95->10:90) provided the expected hexamer as a
white solid (30 mg, 40%).
1H NMR (400 MHz, CD3CN), 8(ppm) 9.42 (m, 1H), 7.97 (s, 2H), 7.46 (s, 1H), 6.56 (b, 1H), 6.26
(b, 1H), 6.08 (b, 1H), 5.92 (d, 1H, J = 10 Hz), 5.83 (b, 2H), 5.69 (b, 2H), 5.58 (b, 1H), 5.40 (b,
2H), 4.98 (bs, 1H), 4.09-3.80 (m, 7H), 3.70-3.35 (m, 5H), 3.0 (d, 1H, J = 16 Hz), 2.65-2.48 (m,
3H), 2.30 (m, 2H), 1.78-1.56 (m, 4H), 1.46 (s, 9H), 1.28 (1H), 1.14 (1H), 1.10 (d, 3H), 1.01 (d,
3H), 0.98-0.79 (m, 24H).
19 (376 MHz, CD3CN), 8(ppm) -63.9.
13C NMR : (75 MHz, CDsOH) 8(ppm): 161.6. 161.3, 161.3, 160.9, 159.4, 157.6, 143.6, 118.7,
80.1, 57.6, 56.8, 47.0, 46.4, 43.7, 43.2, 42.8, 31.8, 28.7, 26.0, 25.9, 23.6, 23.2, 22.5, 19.9,
19.2,18.8,18.7, 18.5.
HRMS (ES+, MeOH) calcd for C47Hs108N13Fs [M+H]* 1079.6235, found 1070.6397, [M+Na]*
1092.6133, found 1092.6194.
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Table V-4 : 'H NMR chemical shifts (ppm) of OL15 in CD3CN (400 MHz) at 293K.

Residue NH NH °CH' ©°CH?! PCH "CH °H *°CH TermCH A3(*CH)
ArNHCO /o 9.42 / / 798 /  7.46 / / /
Val 1 538 540  3.58 254 342 165 0.87 / / 1.04
Ala 2 558 498 353 226 406 101 / / / 1.27
Leu 3 6.56 5.83  3.65 233 40 167 114 088 / 1.32
Leu 4 590 580 4.0 265 383 164 128 08 / 1.35
Ala 5 566 6.08  4.02 259 387 1.1 / / / 1.43
Val 6 6.26 569  3.82 30 347 176 0.96 / / 0.82
Boc / / / / / / / / 1.43 /
1H NMR:
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1F NMR:
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Compound OL16 :

1) Hy/Pd/C, MeOH
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To a solution of OL12e (123 mg, 0.15 mmol) in MeOH ( 15 mL) was added Pd/C (13
mg). The reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed
using vacuum pump and a ballon of H; was connected to the flask. Reaction was stirred
overnight. Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was
concentrated under reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free
amine dissolved in DMF ( 3 mL), were successively added DIEA (26 pL, 1 mmol) and ZNH-
Val“-OSuc (57 mg, 0.15 mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the crude
mixture was diluted in DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once with
brine (15 mL). The crude was dried under high vacuum. This step provided the expected
hexamer as a white solid without purification (33 mg, 23%).

'H NMR (400 MHz, CDsCN), 8(ppm): 7.35 (m, 5H), 5.98 (br, 4H), 5.81-5.72 (brm, 4H), 5.61-
5.49 (brm, 4H), 5.06 (s, 2H), 3.76 (brm, 6H), 3.63-3.42 (m, 4H), 3.27 (bm, 3H), 3.07 (b, 2H),
2.54-2.38 (bm, 3H), 1.73-1.59 (m, 4H), 1.39 (s, 9H), 1.18 (m, 4H), 0.99 (m, 6H), 0.86 (m, 24H).
13C NMR : Due to a low solubility in many solvent (acetonitrile, DCM, chloroform...), we were
not able to acquire those data.

HRMS (ES+, MeOH) calcd for CasHsaO9N12 [M+H]* 949.6484, found 949.6626, [M+Nal*
971.6382, found 971.6435.

The full attribution of the 'H NMR signal were not possible due to a lack of signal on 2D NMR.

220



Partie Expérimentale

'H NMR:
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1) Ho/Pd/C, MeOH
2) (CF3),-PhNCO,
DIEA, DMF

To a solution of OL16 (33 mg, 0.035 mmol) in MeOH ( 5 mL) was added Pd/C (4 mg).

The reaction mixture was flushed with Argon three times. Argon gaz was then removed

using vacuum pump and a ballon of H; was connected to the flask. Reaction was stirred

overnight. Palladium was then filtered off using Millipore filter and the crude was

concentrated under reduced pressure then dried under high vacuum. To the resulting free

amine dissolved in DMF ( 3 mL), were successively added DIEA (6 pL, 0.035 mmol) and 3,5-

(CF3)PhNCO (10 mg, 0.04 mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 16h and the

crude mixture was diluted in DCM (30 mL), washed twice with 1M KHSO4 (15 mL) and once

with brine (15 mL). The crude then was dried under high vacuum. Purification of the crude
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by column chromatography (MeOH/DCM 5:95->10:90) provided the expected hexamer as a
white solid (11 mg, 30%).

14 NMR (400 MHz, CDsOH), 8(ppm) 9.07 (br, 1H), 8.01 (s, 2H), 7.49 (s, 1H), 6.50-6.3 (bm, 3H),
6.30-6.0 (m, 4H), 6.0-5.78 (bm, 4H), 3.97-3.76 (bm, 5H), 3.66 (m, 4H), 3.50 (m, 3H), 3.35-3.10
(m, 2H), 3.4 (m, 2H), 2.81 (m, 1H), 2.74 (m, 2H), 1.68 (m, 4H), 1.34-1.15 (bm, 4H), 1.60 (s,
9H), 1.42 (m, 4H), 0.90 (m, 30H).

19 NMR (376 MHz, CD30H), 8(ppm) :- 63.9, -64.1.

13C NMR : Due to a low solubility in many solvent (acetonitrile, DCM, chloroform...), we were
not able to acquire those data.

HRMS (ES+, MeOH) calcd for Ca7Hg108N13Fs [M+H]* 1079.6235, found 1070.6368.

Table V-5 : 'H NMR chemical shifts (ppm) of OL17 in CD3CN (400 MHz) at 293K.

Residue NH NH> °*“CH' °CH* PCH '"CH °CH °*CH TermCH A$(*CH)

ArNHCO  / 9.05 / / 798 /747 / / /

Val - 592 642  3.66 252 3.84 120 0.87 / / 1.14

Ala - 6.03 630  3.57 276 370 099  / / / 0.81

Leu - 6.37 594 347 288 335 168 122 091 / 0.59

Leu - 578 613  3.79 262 379 166 126 091 / 1.35

Ala - 6.13 593 347 262 379 095 / / / 0.85

Val - 6.13 621 345 3.10 361 1.75 0.97 / / 0.35
Boc / / / / / / / / 1.43 /

9The position of the residues could not be attributed.
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i) Titration experiments
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Figure PE.51: Molar ellipticity variation of OL15 measured in acetonitrile at 25°C upon addition of increasing
amounts of NBu4Ac (TBBAc) and fitting of the variation of molar ellipticity with a model of a 1:1 binding to
determine the KD value.
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Figure V.52 : Molar ellipticity variation of OL17 measured in acetonitrile at 25°C upon addition of increasing
amounts of NBu4Ac (TBBAc) and fitting of the variation of molar ellipticity with a model of a 1 :1 binding to
determine the Kp value.
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