N

N

Stabilisation et mimes de structures secondaires
peptidiques: applications aux hélices alpha et feuillets
beta

Camille Perdriau

» To cite this version:

Camille Perdriau. Stabilisation et mimes de structures secondaires peptidiques: applications aux
hélices alpha et feuillets beta. Chimie organique. Université de Bordeaux, 2019. Frangais. NNT':
2019BORD0308 . tel-03515987

HAL Id: tel-03515987
https://theses.hal.science/tel-03515987v1

Submitted on 7 Jan 2022

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-03515987v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

Unje%%‘l;soietﬁé\ux I"m

| Agence Nationale de la Recherche
( Chimie & Bislogie dus Membrar ‘ \ |
at d\:s MNano-gbjets

ECB

THESE PRESENTEE

POUR OBTENIR LE GRADE DE

DOCTEUR DE

L’UNIVERSITE DE BORDEAUX

ECOLE DOCTORALE DE SCIENCES CHIMIQUES

SPECIALITE CHIMIE ORGANIQUE

Par Camille PERDRIAU

Stabilisation et mimes de structures secondaires

peptidiques : applications aux hélices a et aux feuillets 8

Sous la direction de : Gilles GUICHARD

Soutenue le 06 décembre 2019

Membres du jury :

Mme ONGERI Sandrine  Professeur de I'Université de Paris Sud Rapporteur
M. AUCAGNE Vincent Directeur de recherche CNRS, Université d’Orléans Rapporteur
M. SAINLOS Matthieu Directeur de recherche CNRS, Université de Bordeaux Président
Mme DOLAIN Christel Maitre de conférences, Université de Bordeaux Membre invité
Mme PASCO Morgane  Chargé de recherche CNRS, Université de Bordeaux Membre invité
M. GUICHARD Gilles Directeur de recherche CNRS, Université de Bordeaux Directeur






Notes pour trop tard.






Remerciements







Ce travail de these a été réalisé au sein de I'Institut Européen de Chimie et Biologie de Pessac
dans le laboratoire de Chimie et Biologie des Membranes et Nanoobjets. Je tiens donc a
remercier, en premier lieu, les co-directeurs de I'lECB, le Dr. Jean-Louis Mergny et le Dr. Gilles
Guichard ainsi que I'ancien co-directeur de I'lECB, le Prof. Ilvan Huc. Je remercie également le
Dr. Sophie Lecompte et le Dr. Erick Dufourc, actuelle et ancien directeur du CBMN ainsi que le
Dr. Thierry Toupance, directeur de I'Ecole Doctorale des Sciences Chimiques de I’Université
Bordeaux, pour m’avoir tous donné la chance de travailler dans les meilleures conditions.

Jadresse mes vifs remerciements au Prof. Sandrine Ongeri et au Dr. Vincent Aucagne pour
m’avoir fait 'honneur d’évaluer mon travail en tant que rapporteurs. Un grand merci
également au Dr. Matthieu Sainlos qui a fait partie de mon jury de suivi de thése et a accepté
de participer a ma soutenance en tant qu’examinateur.

Je tiens a remercier le Dr. Gilles Guichard pour m’avoir accueillie dans son équipe et m’avoir
accordée sa confiance depuis mes stages de master. Merci pour toutes ces discussions
enrichissantes sur la chimie des foldameéres et vos conseils face aux difficultés rencontrées sur
ces projets de thése.

Des remerciements sinceres sont adressés au Dr. Christel Dolain et Dr. Morgane Pasco qui ont
co-encadré cette thése. Votre aide et votre confiance tout au long de ces années ont été un
vrai soutien. Vous m’avez beaucoup appris sur la rigueur scientifique et accompagnée pour
produire un travail de qualité. Merci aussi de m’avoir reboostée quand les résultats escomptés
n’étaient pas au rendez-vous.

Je remercie les personnes des plateaux techniques de I'lECB pour leurs expertises précieuses.
Merci, a Axelle Grélard et Estelle Morvan pour leur gentillesse. Merci a Brice Kauffmann, pour
les analyses cristallographiques dont les structures cristallines sont présentées dans ce
manuscrit. Merci a Frédéric Rosu pour les expériences de spectrométrie de masse.

Un grand privilege qu’il m’ait été donné est celui d’avoir pu travailler dans un environnement
intellectuel ol les origines et les cultures se mélangent et collaborent harmonieusement entre
elles.

Effectivement, une thése c’est aussi des rencontres et des échanges tout aussi importants les
uns que les autres. Je remercie chaleureusement les membres anciens et actuels de I'équipe
Guichard dont Johanne, Mégane, Jérémie, Maxime, Sunghyun, Clément, Guillaume N. et
Guillaume C, Arup, Aline, Francgois et Antoine. Merci a Kévin et Cyril pour s’étre impliqués sur
le projet des feuillets lors de leurs stages et qui m’ont appris a exploiter mes compétences
managériales. Merci aux personnes qui m’ont permis de passer de bons moments en dehors
du labo : les Camille, les Antoine, Pedro, Stéfi, Alice, Maélle, Arthur, Léonie, Laura et Claire.

Merci a Mimi pour nos échanges sur nos expériences de thésardes. Un grand merci a Loic,
mon bindme de fac, qui a partagé mes doutes et moments de stress depuis la L1 et maintenant
a distance depuis les US. Ceci m’ameéne a remercier également mes amis Rochelais et plus
particulierement, Giulia et Camille qui ont su me redonner du courage (souvent autour d’un
verre) durant ces quelqgues moments que |I'on a passés ensemble ces 3 dernieres années.


https://fr.wiktionary.org/wiki/%D1%91

On apprend tellement des autres et le coté humain lié a cette ambiance de travail m’a permis
d’en apprendre davantage sur moi-méme et d’en ressortir grandie d’un point de vue
professionnel et personnel grace a certaines personnes.

Je tiens plus particulierement a remercier Camille F, la chenille toulousaine qui se plie et se
déplie...Nos pauses déjeuners a refaire le monde ont été d’un profond soutien et sources de
fous rires décompressants.

Merci a Laura pour avoir été a mes cotés tout au long de cette these et de m’avoir aidé a
gagner en assurance, tu as été une vraie amie ! Merci également a Juliette pour son soutien
moral. Claire, ton aide et ta bienveillance furent précieuses ces derniers mois je te remercie
pour ga.

Merci a Arthur de faire partie de ma vie, pour son soutien sincére lors de ces derniers mois, et
pour le soleil qu’il y a fait renaitre.

Enfin, merci a ma famille pour leur soutien indéfectible. Papa et maman votre amour et la
confiance que vous avez a présent dans la vie me donnent chaque jour envie de me surpasser.
Alice et Pierre-Emmanuel, ma sceur et mon frére a moi personnellement toute seule, que je
n’ai pas choisis, mais je ne vous échangerais pour rien au monde. Méme sur un fond de
taquineries nous savons que I'on peut toujours compter les uns sur les autres. Papi, mamie, la
fierté que vous portez a I’égard de la réussite de vos petits-enfants fait chaud au coeur méme
si, le plus important pour vous était que je trouve un pas. Je termine avec une profonde pensée
pour mamie Qiseaux, je sais que tu veilles sur nous tout la-haut. Les valeurs que vous m’avez
tous inculquées et principalement celle du travail m’ont permis de persévérer dans mes
recherches.

%rcz' a Jous ceux yzzz' ont farﬁcz' ¢ de /réJ ou de Join G celte réussite |



Sommaire







Nomenclature et liste des abrEVIGHIONS .......cveuereereereirreireeireeireseeeseenssessressrsssrsserssersssssssssssssssasssnssensses 1
33 o Yo [0 ot 4 oY TS 7

Chapitre 1. Complémentarité entre la stabilisation et le développement de mimes artificiels des
structures secondaires PePtidiqUES........ccceueiirireiiiiiiriiiiereerrrneerrenaeereenneeseennseseennsesesnnsnsnenns 11

I.  Enjeux thérapeutiques liés au développement de peptidomimes de structures secondaires. 13

1) Anatomie des hélices a et feUIllets B ...cviiiiiiiciie e 13
2) Propension des acides aminés a stabiliser les structures secondaires .........ccceceuveeeecveeennnnns 15
a) Stabilisations naturelles d’hélICES O ......cuvueeiiiiiiiiiiieiiiee e 16
b) Stabilisations naturelles de feUIllets B.......ccciiiciieiie e 18

II.  Méthodes chimiques de stabilisation de I'hélice Ol .iiuuieiiimuieiiinniiciiiniieiiennieiieeee. 20
1) Modifications ponctuelles du squelette peptidique .......cccvvevieeeciie e 21
a) Incorporation d’acides aminés o,a-dialkylés...........ccccuiiiriiiiiiiciiee e, 21
b) Insertion ponctuelle d’acides B- €t Y-amMiNEs......ccccceevveiirieriiirieiere e 21
2) Modifications aux extrémités d’une hélice a en vue d’un effet capping...........ccccceuveenenn. 23
a) Blocs contraints comme « caps » de SYNTNESE ......cccveeeciiiiciiecie e 23
b) Protheses moléculaires de type foldameéres et effet capping .........cccceeeecveeeeccveeeeccnnnnn. 24

c) Liaisons hydrogéne de substitution comme « caps » de synthese ........ccccccvveeecveeeeennnenn. 25
3) Stabilisation d’hélices a via une macrocyclisation entre deux chaines latérales.................. 26
a)  Cyclisations iNtramOIECUIQINES ........eeecuieeeiee et e e ae e re e e bee e s bae e 27
b)  Cyclisations 3 dEUX COMPOSANTS .....cccueeeiiiieeiieeiiieecieeeiteeesteeestaeesteesseeesaseeetaeessreesreeennnes 33

lll. Méthodes chimiques de stabilisation de feuillets B : vers le développement d’architectures

MUlti-brins artificielles .o 41
1) MIMES 08 COUTRS P uurriiiiiiiiiiiitieeeeeieee ettt e eetee e eebre e e eebee e e eebaeeeeeabeeeeeenbaeeeenstaeeeesbaeeeennseeas 41
a) Coudes B bioinspirés d’acides amiNES.........ccceeccieeeiieeeiieeiree e e eeae e sreeesaeesrae e 41

o) I €e YU Lo [=TN S BT o o] d o [V =TSR 42

D I\ 1 g V=T [ oY T o Ty U PURURRN 44
3)  MiIMES A€ FRUIIEES P uneeeieeiiiee ettt ettt e e e e bte e e e et e e e e ebteeeesbeeeeeenraeeeeanes 47
a) Insertion de coudes artificiels et macrocyclisation ..........cccceevcieeiiieccee e 47

D) PONTS ISUIUIE...veiieeeeee ettt et et e et e e e aae e e eetreeeenarreeeens 49

c) Motifs en épingle @ CheVeUX OrigINAUX......ccuiiiiciiieecctee et e e 50

4) Vers des feuillets B MUIti-brins.........oooeiiiiie e 51
a) Feuillets B multi-brins stabilisés par des liaisons hydrogeéne.........cccceceveveeceneeeenieeenne, 51

b) Stabilisation par empilement aromMatique ..........ceoviiiiieiiiie e 54

IV. Conclusion et objectifs de 12 theSE ciuuuriiiiieieiiiirciiircerrrre e se s eenese s e sasssesennssssnenns 55

271 o] [ToT=q 2T o] oY [T 57



Chapitre 2. Développement d’agrafes peptidiques polaires de type guanidine..........cccccceeeeunnenneee 73

I.  Stratégie de synthese : introduction du motif guanidine lors de I'étape de macrocyclisation 76

1) Stratégie de guanidinylation sur supPOrt SOlIAE .......cceeeveieerciieiiie et 76
2)  Choix du groupement activVateUr GP3.......ccuieiicciiiei ittt e e evte e e e saee e e e e snraeeeeanes 79
3) Choix des groupements protecteurs sur les chaines latérales des lysines ..........ccccecvveeennns 80
A)  COUPIE AIIOC/IVDAE ...ttt ettt ettt st st be et e st a e s b e s b e ebe e baesbaesaaesateenbeensaensns 81

(o) I @1 TUT o1 L X1 (oo 4 1Y, SRR R 84

/I 3 7 o T o [ 0 4 F=To o ToxVZod 1K= o o SR 87
II. Champs d’application de I'agrafe peptidique guaniding....cccceereeeecerreenccereennceerereneeereraneeenenes 90
1) Macrocyclisation en (i, i+4) : influence de la position et de la taille du macrocycle............. 90
a) Syntheése des ponts guanidine entre les résidus [K6-K10] et [02-06] .....ccccovveeecrereeennnen. 90

b) Etudes conformationnelles en SOIULION ........coccuiiiiiieeciiecee e e 91

2) Macrocyclisation en (i, i+4) : séquences peptidiques biologiquement actives..................... 92
a)  Séquence Native du PEPLIAE S......eei et 92

b) Peptide PMI : inhibiteur de I'interaction p53/MDM2 .........cccovueeeiieeecreeeeiiee et 95

c) Peptide SRC1-2 : interaction avec le récepteur nucléaire VDR ........ccccoveeeeireeeeerrereeennnnen. 98

3)  MacroCyclisation €N (i, i47) .eecceeeceeeeceeecie ettt st e st e e s e e e e e e aae e s ba e e rae e s baeebaeeenraean 101
[II.  CoNClUSION E1 PEISPECLIVES .errrrunerrerunierrernneerrennseereennsaeseennssessensssessensssssssnsssssssnnssssssnnsnssenn 106
21 o] Lo =T o] o 11T RN 108

Chapitre 3. Conception et synthése de feuillets B multi-brins artificiels de type diamine-diacide .113

I.  Conception de nouveaux feuillets B MUII-BriNS cieeeereriiieiereriiirerrcerce e ereeeeeneeenens 115
) I s T oY To [N [N o o ) =Y AP SR 115
2)  Vers des architectures Multi-brins ... 117

a) Conception de foldameéres diamine/diacide repliés en feuillet B.......cccceevvveeiveeecrereennenn. 117
b) Analyse rétrosynthétique du foldamere a trois brins .........cccceevvieeeciieciee s 118
c) Synthése du motif brin-coude HL2..........cooeiiiiiiiieiieecee e 119
d) Activation des amines primaires de I'éthyléne diamine ........ccccceeeveerieeiieicccee e, 120
e) Activation de I'amine secondaire de 1a proline.........cccoeeeiieiecciee e, 122
3) Seconde approche rétroSyNthETIQUE........ccuiiiieciiieecciiee e e e e et e e 124
a) Couplage convergent avec formation des coudes B en fin de synthése............ceeu..... 124
b) Synthése des fragments de la molécule cible a trois brins B7......ccccecvveevveenieeeiieeccieeenns 125
c) Synthese de la molécule cible a trois Brins B7....cccvcceeeciee e 130
4) Synthése de la molécule cible @ cing Brins Bg ..cccccveeeeeciieeecee e e e 132
a) Synthese du motif coude-brin externe L8 ...........cccoviiiieiiieccee e e 132
b) Saponification des fonctions esters terminales du feuillet B a trois brins B7.....ccccccue.... 133

c) Synthése de la molécule cible a cing brins Bg ..cccveeeevieeeceieeiieceeee e 134



II.  Etudes structurales des molécules cibles a trois (B7) et cing brins (Bs) «eeeeeeeeeeererenneereennnaennns 134

) N X 0o L= o o] 11 o o SR 135
a) Analyse comparative par RMN *H de différents COmpOoSEs ........ccovvevevieeevviieseseeiens 135
b) Etude en solution du repliement du foldamere a trois brins Br......cccoceeeeccieeiecieeennnnen. 138
c) Etude en solution du repliement du foldamere a cing brins Bg.......ccoceeeeecveeeicciieeecnnen. 144

d) Comparaison du repliement en solution des foldaméres a trois brins Bs, Bs et B stabilisés

PAr liAiSONS NYAIOZENE . .eeiiiiieiieeeeee et e e e st e e e st be e e s sabeeeesnbeeessnarenas 145
2) Etude structurale a I’état solide des foldameéres Multi-brins........ccceevvveeeriiiiiiciiiveeeeeceennn, 147
[II.  CoNClUSION €1 PEISPECLIVES .errerueerrernnerrennesereennssereennsseseenssssseennsssseensssssesnsssssssnnssssssnnsnsseen 149
2T o FT o = =T o] o1 PN 152
Conclusion générale et PErsSPECIVES .......cccieeeueiiiiiiiiiiieneniiiiieiiieernenieiessreesnnnsssssssssesssnnsssssssssns 155
Partie eXPerimentale......cccieiiieeiiiiiiiiiitcrreeerenerrnereeeerenereaserensesensesensssrasernnserensesensesanssenne 161
[, General Methods ... 163
II.  Experimental data of Chapter 2. ceiiiicceericcrreieerrrne e s eenneeseenne e seensssessennssssesnnnnnnens 164
1) General procedure for peptides synthesis using N-FmMoc strategy .......cccovveeeeeveeeeecveeeennnns 164
2) Deprotection of orthogonal protective Sroups.........ceecveeeceeercieeeiieesiee e esre e e eevae e 169
a) General procedure for Alloc deprotection ........ccceeeeciiieecciiee e e 169
b) General procedure for ivDde deprotection.........ccccccuueiieeiieeecccieee e e 173
c) General procedure for Mtt deprotection.........ccceeeeciiiiiccciiee e e 174
3) Stapled peptides SYNTRESIS.......cccciieiieee e e e e bae e earee s 175
Q) SYNTNESIS OF P53 ...ttt e e te e et e e s e e et e e e s teeetaeerateeebaeesaraean 175
b) Synthesis of isothiocyanate derivatives 10 and 12 ...........ccccoeeciieeeeciiee e, 175
c) General procedure for thiourea formation.........cccccccviiieiiiie e 176
d) General procedure for guanidinylation..........ccccueiieiiii e 180
e) General procedure for FMOC remMoVal.......coocvieiiieeiiiiecee ettt et 183
4)  Circular dichroiSm STUIES ....vveiiiiieiieciieee ettt eere e et e eebbeeeeeeareeeeesreeeeeareeas 187
5)  Crystallography @SSAYS ..cccccuiiiiieiiiie et e e ettt e et e e e ettt e e e ere e e e e tba e e e seataeeeeenbaeeeeansaeeeeannraeaean 191
[ll. Experimental data of Chapter 3.. i iieiccereicerreieerrren e e eeene e s eenaseseennssssesnnsnssesnnnnnnens 191
1) Synthesis of precursor 1.2 and compound 11 ........ccccovieeiiiiiiiiiiiee e 191
a) Synthesis of the turn-strand MOotif IIL2...........ccooviieiiiieiie e 191
b)  Synthesis of COMPOUNT 11 ... e 193

2) Synthesis of cyclic ethylenediamine derivatives 8, 14, trisubtitued urea 17 and hydantoin
EIIVATIVE 2L ...ttt et et e st st st e bt e b e b e s be e sae e et e et e e neenreesnee e 194
a) Synthesis of 2-imidazolidinone 8 and compound 14 ...........ccccocviiiiiiiee e, 194
b)  Synthesis of trisubstitued Urea 17.........ccccuviiiiiiiiiiiiee e e 195

c) Synthesis of hydantoin derivative 21 ...........cooooiiiieiiiee e e e 196



3) Synthesis of 3-stranded B-sheet foldamer Br....cc.veeecciiiieccieeeece e 196

a)  Synthesis Of Precursor HLS..... ...ttt et e et e e 196
b)  Synthesis of Precursor lA.............ccoviieeoieeeeiiee et ee e e e eree e e e rae e e eareeas 198
c) Synthesis of 3-stranded foldamer Br......coociir e 200
4) Synthesis of 5-stranded B-sheet foldamer Ba.......ccceeeeeciiieiiiiiieccee e e 201
a)  SyNthesis Of Precursor HL8........ ..o ouiii ittt e e e e 201
o) IS}/ 014 a Y=TY (o] e 1 - Lol T I 1 | P SR 203
c) Synthesis of 5-stranded foldamer Bs........cccoveiiierieriieeiecie et s 203
5)  X-ray crystallographic data........cceeeieiiii e 204

=] =] =Y 3 ol =L 206



Nomenclature et liste des abréviations







o Liste des abréviations

Abs Absorbance

Acm Acétamidométhyle

ACN Acétonitrile

AcOEt Acétate d’éthyle

ADN Acide désoxyribonucléique

Aib Acide 2-aminoisobutyrique

Alloc Allyloxycarbonyle

ARN Acide ribonucléique

Bn Benzyle

Boc tert-butoxycarbonyle

Brine Saumure

Bu Butyle

Cbz (2) Carboxybenzyle

CD Circular Dichroism

CDI 1,1'-Carbonyldiimidazole

COosy Correlation spectroscopy

DCM Dichlorométhane

Dde Ethyle de 1-(4,4-diméthyl-2,6-dioxacyclohexylidéne)
DIC N,N’-Diisopropylcarbodiimide

DIEA Diisopropyléthylamine

DMF diméthylformamide

DMSO (-ds) Diméthylsulfoxyde (deutéré)

DPT Di-2-pyridylthionocarbonate

DSC Carbonate de N,N-disuccinimidyle

DTT Dithiothreitol

EDC 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide
Eq. Equivalent

ESI-MS Electrospray ionisation mass spectrometry
EtOACc Acétate d’éthyle

Fmoc Fluorénylméthoxycarbonyle

Fmoc-NCS 9-Fluorenylmethoxycarbonyl isothiocyanate
H Hydrogéene

HMBC Heteronuclear multiple bond correlation
HOBt Hydroxybenzotriazole

HRMS High resolution mass spectrometry

HSQC Heteronuclear single quantum coherence
iBu isobutyle

ICs0 Concentration inhibitrice médiane



iPr isopropyle

ivDde 1-(4,4-diméthyl-2,6-dioxocyclohex-1-ylidéne)-3-méthylbutyle

J Constant de couplage

Ka Constante d’association

Kg Constante de dissociation

Ki Constante d’inhibition

I Longueur d’onde

MBHA Methoxybenzhydrylamine

MeOH Méthanol

Me ou CHs Méthyle

Mtt 4-Méthyltrityle

Mw Molecular weight

ND Non déterminé

NMP N-Méthyl-2-pyrrolidone

NOESY Nuclear overhauser effect Spectroscopy

Pbf 2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyle

PDB Protein data bank

PDZ Post Synaptic Density Protein (PSD-95) Drosophila disc large
supressor (Dlg-1) Zonula occludens-1 protein (Zo-1)

PEG Polyéthylene glycol

pH Potentiel hydrogéne

PH Pont Hydrocarboné

PyBOP Hexafluorophosphate de benzotriazol-1-

yloxytripyrrolidinophosphonium

Rés. Résidu

Rfx Reflux

RMN Résonnance magnétique nucléaire
ROESY Rotating-frame-overhauser spectroscopy
RP-HPLC Reverse phase high-perfromance liquid chromatography
RX Rayons X

Sec Sélénocystéine

SPPS Solid phase peptide synthesis

TA Température ambiante

TAMRA 5-carboxytétraméthylrhodamine

TEA Triéthylamine

TFA Acide trifluoroacétique

TFE 2,2,2-trifluoroéthanol

THF Teétrahydrofurane

TIS triisopropylsilane

TLC Thin Layer Chromatography

tr Temps de rétention
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Trt Trityle
uv Ultra-violet u
VDR Récepteur de la vitamine D \"
VIH Virus de I'immunodéficience humaine
Vol Volume
2D Deux dimensions
uw Micro-ondes

o Liste des formules chimiques utilisées
CDCls Chloroforme deutéré C
CDsCN Acétonitrile deutéré
CHCl3 Chloroforme
CH2Cl; Dichlorométhane
HCl Acide chlorhydrique H
H20 Eau
H2S04 Acide Sulfurique
KHSOq4 Hydrogénosulfate de potassium K
LiOH Hydroxyde de lithium L
MgSO4 Sulfate de magnésium M
NaH Hydrure de sodium N
NaHCO3 Bicarbonate de sodium
NaOH Hydroxyde de sodium
NEt3 Triéthylamine
Pd/C Palladium sur charbon P
Pd(PPhs3)a Palladium (0) tétrakis(triphénylphosphine)
PhSiH Phénylsilane

o Nomenclature des acides aminés

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Glu
Gly
His

Alanine

Arginine
Asparagine

Acide aspartique
Cystéine

Acide Glutamique
Glycine

Histidine

6o MmO ooz % >

Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Tyr

Leucine
Lysine
Méthionine
Phénylalanine
Proline

Sérine
Thréonine
Tyrosine



lle Isoleucine Val Valine Y

o Unités
mm millimétre M molaire
nm nanometre mol mole
A angstrom mmol milimole
° degrés (angle) umol micromole
°C degrés Celsius mL mililitre
K kelvin pL microlitre
kcal kilocalorie Hz hertz
kDa kilodalton h heure
g gramme min minute
mg milligramme ppm partie par million
o déplacement chimique W watt

o Logiciels

Les figures ont été réalisées avec Chemdraw ultra 10 (CambridgeSoft®), Coreldraw 7 (Corel®),
Blender (http://www.blender.org), PyMol 2.3 (Schrédinger®) et TopSpin 3.6 (Bruker®).



Introduction







Ce manuscrit rend compte d’études menées sur le développement de peptidomimes
permettant d’accéder a des composés repliés en hélice a ou feuillet B de fagon stable. Deux
approches ont été abordées au cours de cette these : la stabilisation de la structure secondaire
hélicoidale d’un peptide par macrocyclisation et la conception de mimes artificiels de feuillet 8
multi-brins.

Le chapitre 1 décrit les enjeux thérapeutiques liés au développement de peptidomimes.
Différentes stratégies utilisées pour développer des peptidomimes repliés en hélices a ou en
feuillets B, qui sont les deux structures secondaires principales rencontrées au sein des
protéines, sont présentées. Une premiére partie est donc consacrée a l'intérét thérapeutique
porté aux peptides et leurs modes de stabilisation naturels. La deuxiéme partie détaille les
moyens mis a disposition pour stabiliser des hélices a grace a I'introduction de motifs artificiels.
La méthode de stabilisation via une macrocyclisation entre deux chaines latérales d’un peptide
est davantage discutée puisqu’elle est en lien avec I'un des projets de recherche de cette these.
Un troisieme volet concerne les stratégies développées jusqu’alors pour stabiliser des feuillets
B ainsi que celles adaptées a la conception de feuillets B artificiels multi-brins. Les objectifs
principaux de cette these seront exposés a la fin de ce chapitre.

Le deuxieme chapitre concerne la mise au point d’'une nouvelle méthode de cyclisation
effectuée entre deux chaines latérales d’un peptide pour stabiliser une structure en hélice a.
Ce projet vise a introduire une fonction guanidine polaire au sein du macrocycle menant a des
agrafes peptidiques originales. Les différentes étapes de la stratégie de synthése établie sur
une séquence peptidique modele seront détaillées, ainsi que I'étude de I'influence de la taille
et de la position du macrocycle. La stratégie de synthese étendue a des peptides bioactifs
impliqués dans des interactions protéine-protéine sera enfin présentée.

Le dernier chapitre retranscrit les résultats quant au développement de foldameres concgus
pour se replier en feuillets B multi-brins. Ce projet ayant été initié par le Dr. Christel Dolain, les
travaux précédemment effectués au laboratoire seront d’abord rapidement présentés. Les
voies de synthese mises en place afin d’obtenir de nouvelles molécules cibles seront ensuite
décrites. Pour terminer, les études concernant le repliement adopté par ces foldameres seront
détaillées.

Les perspectives de ces deux projets de recherche seront évoquées au cours de leurs
conclusions respectives.



10



Chapitre 1. Complémentarité entre la stabilisation et le
développement de mimes artificiels des structures

secondaires peptidiques

11



12



Chapitre 1. Complémentarité entre la stabilisation et le développement de mimes artificiels des structures
secondaires peptidiques

I.  Enjeux thérapeutiques liés au développement de peptidomimes de
structures secondaires

L'industrie pharmaceutique s’est traditionnellement focalisée sur les petites molécules
thérapeutiques en raison de leur facilité d’acces, leur importante diversité moléculaire et leurs
bonnes propriétés pharmacologiques.>? Cependant, certains processus biologiques, tels que
les interactions protéine-protéine, qui mettent en jeu de larges surfaces de reconnaissance
sont plus difficiles a cibler avec des petites molécules. Ces derniéres années, des avancées en
biologie moléculaire ont permis de voir émerger des molécules biologiques (anticorps,
hormones, facteurs de croissance..) comme agents thérapeutiques.>* Ces molécules
présentent généralement de trés bonnes affinités et sélectivités mais restent limitées a des
cibles extracellulaires du fait de leur faible perméabilité cellulaire et ne peuvent étre
administrées que par voie intraveineuse la plupart du temps. Seuls quelques éléments de
structures secondaires (hélices a et feuillets B) de ces molécules sont impliqués dans leur
interaction avec la protéine partenaire et sont donc nécessaires pour leur activité biologique. ®
C’est pour cela que les peptides aux caractéristiques intermédiaires entre les petites molécules
et les protéines, représentent un enjeu thérapeutique intéressant.® Leurs principaux
inconvénients résident dans leur faible stabilité plasmatique et leur faible pénétration cellulaire
notamment a cause de leur flexibilité conformationnelle ce qui limite pour l'instant leur
développement thérapeutique.” Deux solutions peuvent alors étre envisagées : stabiliser la
structure secondaire de peptides dans leur conformation bioactive ou développer des
squelettes non naturels comme peptidomimes.32

1) Anatomie des hélices a et feuillets

Les catégories principales de structures secondaires issues des protéines sont les hélices a et
les feuillets B qui furent découvertes par W. T. Astbury en 1933.° Il a en effet été constaté par
diffraction des rayons X sur des poils et cheveux mammaliens que la kératine, qui est une
protéine composante majeure de ces résidus corporels, peut adopter une forme étendue ou
ondulée comme une hélice. Quelques années plus tard, L. Pauling et R. Corey ont effectué une
description approfondie de ces structures.'®! || en est ressorti que le squelette polypeptidique
peut adopter soit une structure dite linéaire (brin B) dont la longueur de chaque résidu s’étend
a environ 3,3 A, soit une structure hélicoidale.

La structure secondaire la plus répandue au sein des protéines est I’hélice a qui se définit par
I'enroulement d’un squelette peptidique sur lui-méme pour obtenir une hélice de pas droit
comprenant 3,6 résidus/tour.’? Le pas de I'hélice a correspond a 5,4 A. Pour établir cette
structure, chaque carbonyle (i) forme une liaison hydrogéne intramoléculaire avec le
groupement NH du quatrieme résidu a-aminé suivant (i+4) (Figure 1). Les groupements C=0
pointent alors vers I'extrémité C-terminale et les NH vers I'extrémité N-terminale induisant un
moment dipolaire (3,45 D) au sein de I'hélice peptidique. La formation d’une hélice a est dite
coopérative car plus la longueur de la chaine principale augmente, plus I’hélice est stabilisée.
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Figure 1 : Structure cristallographique de I'nélice a. A) Représentation d’une hélice a avec la
projection des chaines latérales. B) Représentation du squelette principal d’une hélice a. Les liaisons
hydrogéne caractéristiques sont en pointillés jaunes (PDB : 2RNS).

Le brin B se définit comme un arrangement linéaire d'acides aminés avec des liaisons amide
coplanaires en projetant leurs chaines latérales alternativement au-dessus et en-dessous du
plan peptide.'® Pour se stabiliser, un brin B effectue des interactions intermoléculaires avec
d'autres brins B environnants. La combinaison de deux ou plusieurs brins B, constitue des
feuillets B qui peuvent interagir de deux maniéres : parallele ou antiparallele. En effet, quand
les brins B alignés sont orientés dans la méme direction, de I'extrémité N-terminale vers
I'extrémité C-terminale, on parle d’un feuillet B paralléle. Par contre, lorsque les chaines
principales peptidiques composant ces brins successifs présentent des directions opposées, il
s’agit d’un feuillet B antiparalléle. De plus, dans le cas des feuillets B paralléles, les liaisons
hydrogene interbrins forment une série de cycles a 12 chainons (Figure 2A & B). En revanche,
dans les assemblages antiparalléles, les liaisons hydrogéne sont perpendiculaires a I'axe des
chaines étirées et construisent alternativement des cycles a 10 et a 14 chainons. Cette
géométrie ou les interactions NH---O=C se retrouvent en « face a face » confére aux feuillets
antiparalléles une meilleure stabilité qu'aux feuillets B paralléles (Figure 2C & D).

Figure 2 : Distinctions entre feuillets B paralléles et antiparalleles. A) Structure cristallographique d’un
feuillet B paralléle (PDB : 1ZGG). B) Schéma de I'agencement des chaines latérales d’un feuillet B paralléle.
C) Structure cristallographique d’un feuillet B antiparalléle (PDB : 2NLQ). D) Schéma de I'agencement des
chaines latérales d’un feuillet B antiparalléle. Les sphéres roses correspondent aux chaines latérales.'
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La forte propension des brins B a établir des liaisons hydrogéne intermoléculaires induit une
forte tendance de ces derniers a s’agréger et précipiter une fois isolés, ce qui complique I'étude
de ces structures. L’enchainement des brins fait souvent intervenir des boucles qui permettent
de relier de maniére covalente chaque brin entre eux pour stabiliser les interactions interbrins.
Ces boucles sont nommées coudes B et s’inscrivent aussi bien dans des structures a deux brins
qgue dans des architectures multi-brins.

L'arrangement des liaisons hydrogéene définissant les structures secondaires est également
corrélé a d'autres parameétres structuraux dont les rotations possibles autour des liaisons
simples qui constituent la chaine d’acides aminés. Ces rotations sont décrites par deux angles
de torsion, ¢ et U, autour de la liaison CO-NH-Ca-CO et de la liaison NH-Ca-CO-NH
respectivement (Figure 3). Toutes les valeurs des angles ¢ et ) ne sont pas possibles car
certaines peuvent conduire a des collisions entre atomes qui sont énergétiquement tres
défavorables. Les valeurs admissibles des angles de torsion pour le squelette polypeptidique
ont été déterminées par G. N. Ramachandran.'® Ainsi, deux grandes zones de |'espace (¢, )
sont permises par les contraintes stériques : I'une comprend les angles de torsion des hélices
de pas droit et I'autre ceux des feuillets B.

Q R H Feuillet B paralléle : (@, v) = (-120°, 115°)
QLN'lﬁrN\')‘ Feuillet B antiparallele : (o, v) = (-140°, 135°)
H O R
L4

Hélice-a : (@, y) = (-60°, -45°)

Figure 3 : Angles de torsion des liaisons peptidiques. Les valeurs moyennes des angles de torsion sont
données pour les hélices a et feuillets .

La séquence primaire d’'une protéine détermine sa structure tertiaire active ce qui prouve
I'importance de certains résidus au sein d’un polypeptide pour la stabilisation des structures
secondaires. Le repliement des peptides dépend donc intimement des propriétés intrinseques
de chaque résidu protéinogene.

2) Propension des acides aminés a stabiliser les structures secondaires

La prédiction des structures secondaires des protéines a partir de leur simple enchainement
d’acides aminés a fait I'objet de nombreuses études. P. Y. Chou et G. D. Fasman ont analysé les
structures cristallographiques de vingt-neuf protéines et procédé a des calculs statistiques afin
d’établir la récurrence a laquelle les différents acides aminés sont rencontrés au sein de chaque
structure secondaire.'®'” En 1987, R. W. Williams a comparé différents modeles empiriques
établis jusqu’alors concernant les tendances générales de chaque résidu a adopter une
structure en hélice a, en brin B ou en coude (Tableau 1).® Les fréquences normalisées de
chaque conformation ont été calculées d’apres la fraction de résidus de chaque acide aminé
qui se trouvait dans cette conformation, divisée par cette fraction pour tous les résidus.
"apparition aléatoire d’'un acide aminé donné dans une conformation donnerait une valeur
d’une unité. Une valeur supérieure a 1 indique une préférence pour un type particulier de
structure secondaire. Il en est ressorti que les résidus aliphatiques, Ala, Leu, Glu ou Met, situés
au coeur d’'un segment peptidique sont plus propices a la structuration hélicoidale. Il a
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également été constaté que les résidus Val, Tyr, Cys et Ile sont les plus fréquemment rencontrés
au centre des structures étendues (brins B). Ces résultats ont permis de prendre en
considération I'hypothese selon laquelle la nature des chaines latérales portées par les résidus
peptidiques influe sur la stabilisation d’une structure secondaire aux dépens d’une autre.

Tableau 1 : Préférences conformationnelles des acides a-aminés déterminées par R. W. Williams.8

Acides a-aminés = Préférence hélice a = Préférence feuillet 3

Ala 1,41 0,72
Arg 1,21 0,84
Asn 0,76 0,48
Asp 0,99 0,39
Cys 0,56 1,40
Gin 1,27 0,98
Glu 1,59 0,52
Gly 0,43 0,58
His 1,05 0,80
lle 1,09 1,67
Leu 1,34 1,22
Lys 1.07 0.74
Met 1,30 1,14
Phe 1,16 1,33
Pro 0,34 0,31
Ser 0,57 0,96
Thr 0,76 1,17
Trp 1,02 1.35
Tyr 0,74 1,45
Val 0,90 1,87

a) Stabilisations naturelles d’hélices a

Dans les années 90, les peptides courts sont devenus des modeles d’étude pour déterminer
quels acides aminés sont les plus propices a propager la structuration en hélice a. Les premieres
théories de transition pelote statistique-hélice-a de Zimm-Bragg et de Lifson-Roig rapporterent
qu’il était impossible pour un peptide de moins de vingt résidus de former une hélice a.1%?% Ces
modeles sont limités car ils ne prennent en compte que le paramétre de nucléation de I’hélice
et celui de la propension pour chaque acide aminé protéinogéne.?! Quelques années plus tard,
R. L. Baldwin a congu un peptide comportant dix-sept résidus a base d’alanines apte a se replier
en hélice a ce qui fut un tournant majeur pour parvenir a prédire la stabilité d’un court segment
hélicoidal.?? Cette méme équipe a également étudié la propension pour chaque acide aminé a
stabiliser un repliement en hélice a a I'aide d’expériences basées sur une stratégie « hote-
invité ».23 Ces analyses consistent a varier sélectivement la nature d’un résidu (invité) de courts
peptides modeles comme séquences hétes. Il a donc mis en évidence la tendance pour chaque
acide a-aminé a stabiliser la structure hélicoidale en mesurant la part d’hélicité de chaque
peptide modifié via des expériences de dichroisme circulaire.?* D’autres aspects de stabilisation
de I'hélice a résultant d’interactions entre les chaines latérales furent ensuite pris en compte
pour de courts fragments peptidiques.?>
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i Stabilisations intra-chaines au cceur de I’hélice a

Un repliement en hélice a peut se voir stabilisé en renforcant son macrodipdle par la présence
de résidus chargés aux extrémités du fragment peptidique.?® Cet élément de stabilisation
expliqgue notamment la fréquence de certains résidus, mentionnés précédemment, a se
retrouver sur l'une ou 'autre des extrémités de I'hélice a. Ce fait a été particulierement observé
par R. L. Baldwin sur le peptide C constitué de 13 résidus et issu de la ribonucléase A.?’ Ce
dernier peut étre isolé de la RNase A par un clivage au CNBr pour former une structure
hélicoidale dans I'eau a basse température. Dans ce cas, les résidus Glu2™ et His12* situés aux
extrémités du peptide stabilisent via des interactions électrostatiques avec le macrodipdle, la
formation de I'hélice a (Figure 4).

Glu2 Argl0

Figure 4 : Structure cristallographique de la Ribonucléase A. Le peptide C est représenté en hélice grise
(PDB : 7RSA).

Historiquement, cette hélice a fourni le premier exemple de structuration autonome d’un
peptide court issu de la séquence naturelle d’une protéine. Les études menées sur la formation
d’hélices a dans les peptides dérivés de la ribonucléase A ont révélé d’autres interactions
spécifiques entre les chalnes latérales qui aident a en stabiliser la structure. En effet, I'équipe
de R. L. Baldwin a mis en évidence des interactions clés telles que le pont salin entre les résidus
Glu2 et Argl10* ou encore l'interaction cation-mt entre le résidu His12* et Phe8 (Figure 4).282°

Ces observations ont été généralisées pour stabiliser un repliement en hélice a sur de courtes
séquences peptidiques via des interactions entre des chaines latérales polaires.?® La
stabilisation d’hélices a a également été observée par I'incorporation de résidus Glu™ et Lys*
formant un pont salin sur des peptides en (i, i+4).22 De plus, il a également été observé que des
effets hydrophobes peuvent favoriser d’une structure hélicoidale. Les travaux de R. L. Baldwin
et S. Padmanabhan ont notamment mis en évidence I'importance de I'effet hydrophobe entre
les résidus Tyr et Leu/Val placés en (i, i+4) dans des peptides synthétiques a base d’alanines.313?
De la méme maniére, J. Doig et al. ainsi que I'équipe de L. Serrano ont démontré qu’une
interaction Phe-Met/Cys pouvait également stabiliser une hélice a en (i, i+4).333*
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ii. Stabilisation de I’hélice a via un effet de capping

Il a été mentionné auparavant que le repliement en hélice a se caractérise par un réseau de
liaisons hydrogéne a deux centres impliquant les carbonyles (i) et les NHs (i+4) de la chaine
peptidique. Néanmoins, ce processus s'interrompt aux extrémités de I’hélice. En I'absence de
terminaison, aucun accepteur ni donneur de liaisons hydrogéne supplémentaire n’est
disponible pour stabiliser le dernier tour de I’'hélice a. Cet effet peut devenir néfaste pour les
courts fragments hélicoidaux car ce dernier tour d’hélice peut englober jusqu’aux deux tiers
des résidus responsables de leur structuration. Au sein de séquences peptidiques naturelles,
des éléments de capping ont été identifiés pour stabiliser une hélice a. Ils se décrivent comme
des portions peptidiques trés courtes apportées aux extrémités de I’hélice pour en stabiliser la
structure.®

La présence de groupements donneurs de liaisons hydrogene a I'extrémité C-terminale et, a
contrario, accepteurs de liaisons hydrogene a 'extrémité N-terminale stabilise le repliement en
hélice. Ces stabilisations mettent en jeu des interactions avec les NHs amides non impliqués
naturellement dans le réseau de liaisons hydrogéne intramoléculaires. Au sein des protéines, il
a été constaté que les acides aminés Ser, Pro, et Asn sont fréquemment retrouvés parmi les
trois résidus précédant I'extrémité N-terminale indiquant leur implication dans de potentiels
effets capping.'®3® Par exemple, des corrélations NOEs ont été mises en évidence a I'extrémité
N-terminale du peptide Lyutide démontrant un effet capping imposé par le motif Ser-Glu-Ser-
Glu (SEDE).3” De plus, le motif capping box qui est le modele le plus décrit pour verrouiller
I"hélice a a I'extrémité N-terminale des peptides fait fréquemment intervenir les résidus Ser et
Asn.3839 Les résidus Gly, His et Pro ont tendance a stabiliser I'hélice a lorsqu’ils succédent aux
résidus placés a l’extrémité C-terminale.*>4! Ces acides aminés favorisent donc un effet capping
aux extrémités C-terminales.*2 Ainsi, des motifs de capping ont pu étre créés en apportant des
résidus naturels, judicieusement choisis selon I'extrémité ciblée, grace a l'identification des
acides a-aminés propices a la stabilisation de I'hélice a.*3

Les effets des interactions entre les chaines latérales de résidus composant de courtes
séquences hélicoidales ont pu étre analysés par des expériences de CD et RMN afin d’établir
des théories de transition pelote statistique-hélice a plus complétes.*44>4547 Ces concepts ont
été étendus aux protéines ainsi, C. N. Pace et J. M. Scholtz ont prouvé que les résultats entre
les deux échelles (peptide et protéine) étaient trés similaires.*84%°051 A J. Doig, R. L. Baldwin et
C. A. Rohl ont notamment introduit une approche de Lifson-Roig qui integre les interactions
entre les chaines latérales ainsi que les interactions de capping.>?>3°4335524 Ces études ont
conduit au développement d’outils de calcul tel que AGADIR pour prédire la stabilité des
séquences peptidiques vis-a-vis d’une structuration en hélice a par le biais d’algorithmes
informatiques.”® Les notions ainsi acquises permettent, entre autres, de stabiliser des peptides
de synthese par l'introduction adéquate de résidus aminés aux positions les plus favorables
pour I'enroulement hélicoidal.

b) Stabilisations naturelles de feuillets 3

Contrairement a I'hélice a, un brin B seul est peu stable car tres peu d’interactions locales
interviennent dans la stabilisation des structures étendues. En effet, au sein d’une hélice,
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chaque résidu communique de facon intramoléculaire I'information du repliement a ses voisins
générant la propagation de la structure, tandis qu’un brin B met en jeu des interactions
intermoléculaires pour obtenir un feuillet B stable.>”>8 La stabilisation d’un feuillet B requiert
donc la formation de liaisons hydrogene interbrins induites par les chaines principales mais il
entretient également des interactions entre les chaines latérales des brins B. Des analyses
statistiques et thermodynamiques ont alors été effectuées a partir d’'un peptide consensus en
doigt de zinc>® et du domaine B1 de la protéine G de staphylocoques®®®! selon une stratégie
« héte-invité ».5% Le remplacement, tour a tour, d’'un méme résidu par chaque acide aminé sur
ces séguences ont permis de montrer que des résidus présentant des chaines alcanes et
aromatiques ont une forte tendance a stabiliser les feuillets B. Ces résultats ont donc traduit
I'importance de I'effet hydrophobe entre les chaines latérales pour stabiliser ce repliement
comme par exemple, entre les paires de résidus Phe/Leu, Phe/Phe et Phe/Tyr. Ces expériences
ont également révélé que les feuillets peuvent étre stabilisés via des interactions
électrostatiques entre des résidus chargés tels que Glu/Arg* et Glu'/Lys".

Ces interactions sont plus importantes dans les paires de résidus situées dans un cycle a 14
chainons fermé par deux liaisons hydrogene (NHB) des feuillets antiparalléles que dans celles
de cycles a 12 chainons (HB), ou dans les feuillets paralleles (Figure 5). Ce fait est principalement
dd a I'orientation des chaines latérales au sein des motifs NHB qui peuvent plus facilement
interagir entre elles, ce qui peut conférer une meilleure stabilité aux feuillets B antiparalleles.
De ce fait, des analyses statistiques ont été menées séparément pour les feuillets paralléles et
antiparalleles afin de déterminer les appariements entre résidus préférentiellement formés
dans ces deux arrangements.%364

Feuillet g parallele

Cycles a 14- et 10- chainons fermés Cycle a 12 chainons fermé
par des liaisons hydrogéne par des liaisons hydrogene

Figure 5 : Comparaison des motifs NHB et HB des feuillets B antiparalléles avec les feuillets B paralleles.

Dans tous les cas, les interactions dites en « face a face » entre les chaines latérales des feuillets
B font généralement intervenir des contacts hydrophobes entre les résidus Val, Leu, lle ou Phe
(Figure 6). Pour établir ce type d’interactions, les chaines latérales peuvent étre distribuées
d’une maniére alignée ou décalée entre deux brins. Par ailleurs, la structure type feuillet f peut
également se voir stabilisée par linterdigitation de chaines latérales sachant que cet
agencement favorise des contacts principalement hydrophobes (Figure 6A).1* Enfin, les chaines
latérales peuvent également s’organiser selon une interdigitation complémentaire nommée
knobs holes ou un résidu se retrouve coincé dans un trou généré par la présence de petits
résidus comme |'alanine ou la glycine en face de celui-ci (Figure 6B). Ce type d’agencement fait
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intervenir des interactions type Van der Waals ou un effet hydrophobe mais reléve
particulierement de la complémentarité stérique en deux résidus se faisant face.

Nogoflo77/V 264 : interdigitation Vy39/l551/Lo44 1 contact hydrophobe
Vog7! : contact hydrophobe ILogq/ : interdigidation complémentaire (knobs-holes)

Figure 6 : Structure cristallographique des résidus 218-289 d'un feuillet B issu de la protéine prion HET-s.
A) Interactions entre chaines latérales par effet hydrophobe et interdigitation. B) par contact hydrophobe
et knobs holes.

Un autre mode de stabilisation naturel des feuillets B est la cyclisation intramoléculaire qui peut
étre effectuée sur le squelette principal formant ainsi un peptide cyclique ou entre deux
chaines latérales. L'antibiotique gramicidine S, par exemple, est un cyclodecapeptide noté
cyclo(-Val-Orn-Leu-D-Phe-Pro-), adoptant une structure en feuillet B a deux brins reliés entre
eux par deux coudes.®® Il a également été observé que les protégrines adoptent des structures
en épingle a cheveux, i.e. ou deux brins sont reliés par un coude B, stabilisées par des ponts
disulfure entre des cystéines.®® D’ailleurs, il a été observé par S. S. Harwig que le remplacement
de ces cystéines par des alanines a mené a une perte d’activité antimicrobienne résultant de la
diminution de la stabilité de la structure.®’

Pour conclure, I'ensemble de ces études a conduit a une meilleure compréhension des
interactions stabilisant les structures secondaires afin de guider les chimistes dans le
développement de molécules synthétiques repliées en hélices a ou feuillets B. Il est maintenant
possible de prévoir in silico ou de novo le repliement qu’adoptera un fragment peptidique a
partir de son seul enchainement d’acides aminés.®®®%70 Malgré tout, les stabilisations
proposées par l'introduction de motifs stabilisateurs comme les capping ne résolvent pas les
soucis relatifs a l'utilisation des peptides comme médicaments. En effet, les peptides ainsi
optimisés ne sont pas forcément plus aptes a résister a la protéolyse que leurs équivalents non
structurés. Une solution pour résoudre ces problémes serait I'introduction de motifs artificiels.

Il. Méthodes chimiques de stabilisation de I’hélice a

La prédiction de la structure secondaire d’un peptide est un bon point de départ pour
développer des peptidomimes stables a visée thérapeutique. Néanmoins, de courts fragments
peptidiques isolés retiennent difficilement leur structuration qui est souvent stabilisée par la
protéine d’interaction, ce qui altere leur activité biologique. Des méthodes de stabilisation ont
émergé pour améliorer certaines propriétés pharmacologiques des peptides a savoir : la perte
de structuration de courts fragments peptidiques, le mangque de perméabilité membranaire et
de résistance a la protéolyse.

20


https://en.wikipedia.org/wiki/Valine
https://en.wikipedia.org/wiki/Ornithine
https://en.wikipedia.org/wiki/Leucine
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenylalanine
https://en.wikipedia.org/wiki/Proline

Chapitre 1. Complémentarité entre la stabilisation et le développement de mimes artificiels des structures
secondaires peptidiques

Nous verrons gqu'’il est possible d’introduire des motifs non naturels au cceur d’une séquence
peptidique pour contraindre le repliement en hélice a. Les méthodes artificielles utilisées pour
stabiliser les extrémités N-terminales afin d’apporter un effet capping seront également
évoquées. Enfin, nous nous intéresserons plus particulierement a la macrocyclisation entre les
chaines latérales de deux résidus d’'un méme peptide. Ces stratégies permettent de contraindre
la structuration et visent a améliorer les propriétés pharmacologiques de peptides hélicoidaux.

1) Modifications ponctuelles du squelette peptidigue

La stabilisation des structures secondaires en hélice a peut mettre en jeu des modifications
ponctuelles au sein du squelette peptidique par l'incorporation de motifs artificiels. Ces
derniers dérivent souvent d’acides a-aminés qui sont modifiés pour contraindre ou nucléer la
structuration en hélice a.

a) Incorporation d’acides aminés a,a-dialkylés

Un haut degré de stabilisation d’hélices a a pu étre amené en contraignant 'espace
conformationnel accessible aux acides aminés d’une séquence peptidique. Ce concept met en
ceuvre l'effet Thorpe-Ingold relatifs aux Ca tétrasubstitués.”t L'incorporation de résidus
achiraux comme l'acide a-aminoisobutyrique (Aib) a différents emplacements d’un peptide
permet d’amorcer le repliement en hélice a. Dans le cas de I'Aib, I'effet Thorpe-Ingold impose
les valeurs des angles de torsion ¢ et Y de (+60 ; +30) et (-60 ; -30) respectivement (Figure 7).

Ac-FMAiIbPmpW(CI)EAccL

Figure 7 : A) Nomenclature des acides aminés a,a-dialkylés. B) Structure cristalline d'un octamére
peptidique contenant des acides aminés a,a-dialkylés en rose (PDB: 2GV2). Pmp =
phosphonométhylphénylalanine ; Acc = acide 1-aminocyclopropanecarboxylique.”?

C’est ainsi que divers dérivés d’acides aminés a,a-dialkylés furent employés pour promouvoir
et stabiliser des conformations hélicoidales de peptides biologiquement actifs.”>74

b) Insertion ponctuelle d’acides 3- et Y-aminés

Il a été démontré que des acides a-aminés peuvent étre associés a d’autres acides aminés non
naturels en vue de la stabilisation de structures hélicoidales.”>’®’7 Le terme foldamére a été
introduit pour la premiere fois par S. H. Gellman et se définit par tout oligomére synthétique
capable d’adopter une structure compacte et bien définie.”® Ceux-ci peuvent étre homogénes
mais aussi hétérogenes en alternant, par exemple, des monomeéres dérivés d’acides aminés
différents. Ils ne sont pas reconnus par les protéases plasmatiques ce qui leur confére une
meilleure stabilité que les peptides.
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Les monomeres les plus étudiés sont les acides B-aminés pour remplacer ponctuellement des
résidus naturels au sein d’une séquence peptidique (Figure 8A & B). Les acides B-aminés sont
des homologues des acides a-aminés comportant un méthyléne supplémentaire entre I'amine
primaire et I'acide carboxylique (Figure 8B). Selon le modele de substitution des carbones en
position 2 et 3 de la chalne principale, ils peuvent étre répartis en trois catégories : B, B3, B>
Les motifs alternant les acides a- et B-aminés stabilisant des structures hélicoidales sont : a/p
(1:1), aaB, aaap et aafaaaP avec approximativement 25 % a 50 % de monomeres B pour des
chaines de 38 résidus.”®80818283 | 5 comparaison des structures cristallographiques entre le
peptide a GCN4-pLl, une variante du régulateur de transcription des levures GCN4, et des
analogues a/B3 montrent la proximité conformationnelle des différentes structures (Figure 8D
& E).83% La seule différence est la présence d’environ un atome de carbone supplémentaire par
tour d’hélice pour les peptides a/B. Les différents hybrides a/p ont été utilisés pour mimer des
a-peptides bioactifs visant a inhiber des interactions protéine-protéine.®>8%87 S H. Gellman et
W. D. Fairlie ont notamment démontré que l'insertion du motif de répétition aaBaaaf ou les
résidus B sont cycliques pour mimer le domaine BH3 du peptide BIM conduit a un ligand
puissant sélectif des protéines BCL-X. et MCL-1, régulant I"apoptose. Le temps de demi-vie du
peptide a/B est 120 fois supérieur au peptide naturel en présence de protéinases K ce qui
traduit une nette amélioration face a la protéolyse par l'introduction ponctuelle d’acides B-
aminés.88

R2

A )ﬁ% B) KHN C) %Hv\)ogf
N

R® O

-peptide (R* = R® = H)
-peptide (R2 = R® = H)
peptide (R® = H)

f%-peptide (R3 = H)
p-peptide (R? = H)

Ac-RMKQIEDKLEEILSKLYHIENELARIKKLLG Ac-RMKQIEDKLEEILSKLYHIENELARIKKLL ~ Ac-RMKQIEDKLEEILBCKLAIEBCELARIKKLL

Figure 8 : Nomenclature et structures cristallographiques de peptides a, o/ et a/B/y. Nomenclature d’un
acide A) a-aminé, B) B-aminé et C) y-aminé. Structures cristallographiques D) du peptide GCN4-pLI (PDB :
1GCL)® E) d’un peptide a/B pourvu d’un motif aaB (PDB : 3C3G) et F) d’un peptide a/B/y pourvu du motif
ayaopa (PDB : 4HID). B¢= acide B-aminé cyclique type APC.
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L’équipe de S. H. Gellman a démontré que '"hexade type ayaaBa reproduit a I'identique la
projection des chaines latérales sur une face de I'hélice a, a partir d’expériences de RMN 2D et
de structures cristallographiques (Figure 8C, D&F).8%°0 Un acide y-aminé contient trois
carbones sur sa chaine principale alors, I'association d’un résidu B avec un résidu vy
constitue une chaine carbonée égale au nombre d’atomes d’un a-tripeptide (Figure 8D & F).%!
Le motif ayaafa permet donc de mimer parfaitement un tour d’hélice a correspondant a un
heptade d’acides a-aminés (Figure 9). C'est un modeéle récent de foldamere hybride qui devrait
se voir rapidement appliqué pour moduler des interactions protéine-protéine. En 2016, des
premiers peptides a/B/y avec des motifs de répétition différents de ayaafa ont été utilisés
pour inhiber linteraction p53/MDM?2, impliquée dans le processus de l'apoptose, et
démontrent une protection améliorée contre la protéolyse.%?

Figure 9 : Peptides hybrides a/B/y. Représentation schématique de la répartition des résidus dans les
motifs suivants A) Heptade a/a. B) Hexade ayaafa.

2) Modifications aux extrémités d’une hélice a en vue d’un effet capping

a) Blocs contraints comme « caps » de synthése

Les hélices a peuvent étre stabilisées par I'introduction de motifs artificiels a ses extrémités qui
instaurent des contraintes conformationnelles. Les approches connexes aux capping naturels
des structures hélicoidales sont les liaisons hydrogene de substitution ou I'apport d’un bloc
synthétique contraint. D’un point de vue historique, D. S. Kemp et coll. ont congu un bloc
contraint constitué de trois cycles enchevétrés nommé Ac-Hel.93%4 La particularité de ce motif
cyclique est d’induire la conformation hélicoidale, a I'extrémité N-terminale, en orientant de
maniere adéquate des carbonyles des trois premiers résidus peptidiques. Ce systeme court
s'apparente donc a un effet capping car il est lié de maniére covalente a une chaine
polypeptidique et lui communique son information conformationnelle.

Peptlde non hélicoidal) Peptlde hélicoidal

Py — S

trans

Figure 10 : Représentation de I'équilibre entre les deux conformeres a trois cycles inducteurs (ou non) de
la structure du bloc contraint de D. S. Kemp.

Lorsque l'inducteur d’hélice Ac-Hel adopte une conformation trans, relative a I’'une des prolines
qu’il contient, ceci favorise en partie la structuration en hélice a (Figure 10). Au contraire, si la
proline rattachée au groupement acétyle adopte une conformation cis, le carbonyle de ce
groupement est projeté vers le solvant alors la nucléation de I’hélice n’a pas lieu. L'équilibre
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entre ces deux conformeres est devenu un inconvénient car il est difficilement possible
d’observer exclusivement la conformation qui stabilise des séquences peptidiques bioactives.

En 2016, I'équipe de D. P. Fairlie a quant a elle démontré la capacité d’un pentapeptide cyclique
anucléer I'hélice a au sein de peptides courts.® Celui-ci est composé d’un motif Ac-(cyclo-1,5)-
[KAXAD]-NH; stabilisé par un lien covalent de type lactame entre le résidu Lys1 et Asp5 (Figure
11).°° La structure de ce pentapeptide a été déterminée en solution par RMN et correspond
bien a une hélice a (Figure 11). Ce pentapeptide constitue donc la séquence peptidique la plus
courte se repliant en hélice a définie par trois liaisons hydrogene. Ce motif a ensuite été
introduit sur un peptide palindromique naturellement non-structuré. La caractérisation de la
structure résultante a été effectuée par RMN et il est advenu que le pentapeptide a bien induit
une structuration en hélice a pour le peptide ciblé. Le pourcentage d’hélicité mesuré par CD
est en accord avec les structures établies en solution. En effet, le peptide modifié a atteint 92
% d’hélicité lorsque le motif de capping artificiel fut combiné au peptide a I'extrémité C-
terminale contre 67 % d’hélicité lorsqu’il est placé a I'extrémité N-terminale. Enfin, lorsque ce
méme peptide contient le motif cyclique aux deux extrémités, I’hélicité a été déterminée a 100
%. Ainsi, le dérivé Ac-(cyclo-1,5)-[KAXAD]-NH; est un excellent inducteur d’hélice a et des
expériences de dégradation enzymatiques effectuées sur le composé cyclique ol X=R (Arg) ont
démontré sa résistance a la protéolyse.®’

Asp-5

—
Ac-[KAXAD]-NH,
X =Alaou X = Arg

.1
Ac-[KAXADJARAARAARA-NH,

Figure 11 : Structure du motif de capping Ac-(cyclo-1,5)-[KARAD]-NHz déterminée par RMN. Superposition
d’une hélice a idéale (jaune) avec le pentapeptide cyclique (en vert).

b) Prothéses moléculaires de type foldameres et effet capping

En 2006, S. H. Gellman a développé des peptides hybrides de type aB+a ou le segment a/B (1 :
1) est positionné a I'extrémité N-terminale d’un peptide mimant le domaine BH3 d’un peptide
interagissant avec BCL-X..%® Le segment comprenant le foldameére mixte a/B est assimilable a
une prothese moléculaire induisant un effet capping. La structure cristallographique d’un de
ces peptidomimes en complexe avec la protéine a montré que le foldameére conserve le mode
d’interaction du peptide natif (Figure 12A).

Au sein de notre équipe nous avons développé une classe de foldaméres comportant des
liaisons urées entre les résidus peptidiques et les propriétés de repliement de ces oligomeéres
peptidomimétiques ont fait I'objet d’études approfondies.®®100.101 Des analyses structurales a
haute résolution en solution et a I'état solide ont permis de montrer que ces oligourées
adoptent des structures en hélice droite 2,5 bien définies, stabilisées par un réseau de liaisons
hydrogéne a trois centres.192103 Une stratégie entreprise au sein de notre équipe consiste a
stabiliser des hélices a lorsque des oligourées sont combinées a I'extrémité N- ou C-terminale
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a un peptide trés court sachant que les motif urées résistent a la protéolyse (Figure 12B).1% La
combinaison de foldameres mixtes oligoamide-oligourée revient a induire un effet capping sur
le segment peptidique grace a la forte propension hélicoidale des segments oligourées situés
aux deux extrémités, 10106

Ac-BCVECRBCLBCKBCLGDAFNR Boc- ALALALALA

Figure 12 : Structures cristallographiques de foldaméres induisant un effet capping sur un court fragment
peptidique. A) Foldameére hybride type aB+a (PDB: 3FDM) en interaction avec la protéine BCL-X.. Les
résidus B sont représentés en rose. B) Foldamére hybride oligoamide/oligourée (gris/rose) (CCDC :
1041244).

c) Liaisons hydrogéne de substitution comme « caps » de synthese

Une autre méthode clé a fait ses preuves pour induire un effet capping au sein de fragments
peptidiques : la HBS pour Hydrogen Bond Surrogates. Cette stratégie consiste a remplacer une
liaison hydrogene intramoléculaire naturelle en (i, i+4) par un lien covalent de type C=0-X-Y-N,
sur I'extrémité N-terminale d’un peptide (Figure 13A).1%7 Un aspect attractif de ce concept est
la préservation des chaines latérales du squelette peptidiqgue qui ne nécessite pas de
modifications préalables. Ainsi, des liens hydrazones et hydrocarbonés ont été proposés
comme liaisons hydrogene de substitution, par A. C. Satterthait et P. S. Arora respectivement.
108,109,110 Deg études par RMN et dichroisme circulaire ont confirmé qu’introduire ces motifs
HBS a I'extrémité N-terminale de fragments peptidiques permet, effectivement, d’induire la
formation d’'une hélice o et dapporter une résistance a la dégradation

protéolytique. 111112113114
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Figure 13 : Principe de I'HBS. Nucléation de I'hélice a en remplagant la liaison hydrogene en (i, i+4) du N-
terminal (C=0---H-N) par une liaison covalente (C=X-Y—N). Liaison hydrogene de substitution (HBS) de
I'hélice a via une liaison carbone—carbone obtenue par RCM entre deux oléfines. Hélice a teHBS
(thioéther) et dsHBS (disulfure) en (i, i+4).

Les développements actuels concernant les HBS sont les cycles formés par des ponts disulfure
et thioéther (Figure 13B).1*> D’ailleurs, des études menées a partir de tripeptides cyclisés par
un pont disulfure pour pré-organiser I'hélice a, ont confirmé les informations quant a I'aptitude
de certains résidus a favoriser la nucléation de I'hélice a. C’'est un tournant important dans la
consolidation de structures hélicoidales puisque seule la propension des acides aminés a
propager ou non cette conformation a été largement étudiée et moins leurs propensions a la
nucléer.2%11 || est apparu que l'alanine et la leucine, positionnées sur le cycle, permettent
d’induire la formation de I’'hélice a alors que la lysine et I'acide aspartique sont plus néfastes.

La possibilité de concevoir un systéme universel reste un défi constant pour stabiliser et/ou
initier le repliement en hélice q, il est donc souvent judicieux de combiner plusieurs stratégies
pour obtenir les meilleurs résultats. Par ailleurs, I'action de contraindre un peptide par le biais
d’une macrocylisation pour influencer, initier et propager son repliement peut également
s’effectuer entre deux chaines latérales.

3) Stabilisation d’hélices a via une macrocyclisation entre deux chaines latérales

Le concept d’agrafes peptidiques est devenu un outil a part entiere pour renforcer I'hélicité des
peptides.” Cette stratégie permet d’améliorer la résistance d’un peptide face a la protéolyse
ainsi que sa permeéabilité cellulaire voire méme son activité biologique. Les agrafes peptidiques
sont plus communément appelées « stapled peptides » et résultent d’une macrocyclisation
entre deux chaines latérales d’'une méme séquence peptidique. Pour ce faire, deux résidus de
la méme face de I'hélice sont identifiés pour ensuite étre remplacés soit par deux autres résidus
réactifs comme la lysine, I'asparagine ou la cystéine soit par des résidus non-naturels. Ainsi,
selon la longueur de leurs chaines latérales on favorisera une macrocyclisation en (i, i+3/4), (i,
i+7) et parfois méme (i, i+11) (Figure 14).1%7
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i i+3 i+7 i+11

it4

Figure 14 : Positions possibles a agrafer. Résidus séparés par un tour d'hélice (i, i+3/4), deux tours d'hélice
(i, i+7) ou trois tours d'hélice (i, i+11).

Le peptide se verra alors rigidifié et sa conformation en hélice a sera d’autant plus stabilisée.
L’objectif ici est de comparer les différentes techniques de macrocyclisation, pour former ces
agrafes peptidiques, par rapport a leur accés synthétique et surtout leur potentiel
thérapeutique. Il existe deux catégories d’agrafes peptidiques : I'une issue d’une réaction
intramoléculaire (Figure 15A) et l'autre résultant d’une réaction intermoléculaire faisant
intervenir un connecteur externe bifonctionnel pour fermer le macrocycle (Figure 15B).

Figure 15 : Stratégies de synthése d'agrafes peptidiques. A) Macrocycle intramoléculaire issu d’une
réaction entre deux chaines latérales d'un peptide. B) Macrocycle intermoléculaire formé par I'ajout d'un
connecteur externe (réaction a deux composants).

a) Cyclisations intramoléculaires

i Macrocycles hydrocarbonés

Les macrocycles hydrocarbonés sont obtenus suivant une réaction de métathese cyclisante
entre deux oléfines portées par deux dérivés d’acides aminés. Le premier pont hydrocarboné
fut synthétisé en 1998 par R. H. Grubbs et H. E. Blackwell qui ont rapporté la formation de ce
macrocycle en solution, entre deux O-allyl sérine en (i, i+4) via une catalyse au ruthénium
(Figure 16A).1'8 Bien que I'agrafe peptidique ne renforgat pas significativement I’hélicité du
peptide, ce fut la preuve de concept qu’il est possible de réaliser des réactions de métathese
cyclisante (RCM) entre les chaines latérales de peptides hélicoidaux. Deux ans plus tard,
I"’équipe de L. Verdine s’appuya sur ces résultats pour démontrer la stabilisation du peptide C
issu de la ribonucléase A par des macrocycles hydrocarbonés en (i, i+4) et (i, i+7), en
introduisant également des acides aminés o,a-dialkylés.1® Ils ont alors prouvé qu’il est possible
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de synthétiser des ponts de différentes tailles et de stéréochimies différentes puisque les
oléfines sont portées par des acides aminés quaternaires (Figure 16B). De plus, dans leur étude,
la macrocylisation est effectuée sur support solide avant le clivage du peptide et non en
solution comme dans I'exemple évoqué précédemment. L'ensemble des informations décrites
fut une réelle avancée en démontrant que pour stabiliser une hélice q, |a taille et la position du
macrocycle sont déterminantes.

A) (\ A B) ) N
o o (
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2) Hy, Pd/C, EtOH 2) H,, TPSH, N-méthylpyrrolidinone
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Boc—V-N" “C-L-Aib-Vv—N~ ~C—L-OMe Ac—EWAE—N" ~C-AAAKFL—N C*AHAO
H H X H 8 H §

1) Grubbs |, CHCI3 l 1) Grubbs |, 1,2-dichloroéthane

Figure 16 : Syntheses de ponts hydrocarbonés. A) Macrocyclisation entre des résidus O-allylsérine. B)
Macrocyclisation a partir d'acides aminés a,a-dialkylés.

Les peptides ainsi obtenus furent analysés par dichroisme circulaire et il s’est avéré qu’un pont
en (i, i+7) améliorait significativement I’hélicité du peptide. En paralléle, ils ont observé que la
stabilité vis-a-vis de la protéolyse par la trypsine était également améliorée, comparativement
a son homologue natif et, celui uniquement stabilisé par la présence d’acides aminés a-
méthylés. Fort de ce constat, L. Verdine s’est entouré de collaborateurs pour développer des
hélices a stabilisées par des ponts hydrocarbonés afin de cibler des interactions protéine-
protéine. Le premier essai publié se fit sur BID BH3 qui est un peptide interagissant avec la
famille de protéines BCL-2. Les résultats obtenus ont montré que le macrocycle hydrocarboné
non seulement permit d’accroitre I'hélicité du peptide, jusqu’a 87 % contre 16 % d’hélicité
observée chez son analogue natif, mais aussi sa résistance a la protéolyse in vitro et in vivo.*?°
Le peptide ainsi modifié se liait avec la protéine BCL-2 avec une meilleure affinité que le peptide
initial et provoquait bien I'apoptose des cellules leucémiques. En effet, lorsque le peptide non
modifié et celui avec le pont hydrocarboné furent soumis a des tests de fluorescence dans des
cellules cancéreuses, seules celles traitées avec |'agrafe peptidique furent visibles. Ceci
s’explique par le fait que I'ajout d’un macrocycle apolaire favorise ici la perméabilité cellulaire
permettant au peptide agrafe d’accéder au cytoplasme et d’interagir avec BCL-2 pour
provoquer la mort programmée des cellules cancéreuses. Par la suite, cette méthode de
macrocyclisation a été adaptée pour cibler d’autres interactions telles que I'intégrase du VIH-1
avec le co-facteur LEDGF/p75 ou p53/MDM2 (Figure 17A).121122 Un mime du peptide p53
stabilisé par un pont hydrocarboné fut amené jusqu’aux essais cliniques, en 2013, en tant
qu’inhibiteur de I'interaction p53-MDM2/MDMX.*22 En effet, I'entreprise Aileron Therapeutics
a meneé, avec succes, des essais cliniques en phase | et sont maintenant en phase Il grace au
composé ALRN-6924 qui est un peptidomime macrocyclique de p53. Ce composé pourrait étre
prescrit pour traiter des cancers tels que la leucémie myéloide aigué, le lymphome T
périphérigque ou encore le syndrome myélodysplasique.
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Figure 17 : Agrafes peptidiques hydrocarbonées. A) Interaction p53/MDM2 ol le macrocycle
hydrocarboné est positionné dans une poche hydrophobe (PDB : 3V3B). B) Peptide stabilisé par un pont
hydrocarboné qui intervient a linterface protéine/peptide du motif 14-3-3/exoenzyme S de
Pseudomonas aeruginosa (PDB : 4N84).

On ne peut nier I'impact thérapeutique d{ a I'essor de la stabilisation d’hélices peptidiques par
ces macrocycles hydrocarbonés sachant que ceux-ci sont facilement accessibles de facon
synthétique.*?®> Etant donné le caractére apolaire des ponts hydrocarbonés, ils sont
généralement introduits au niveau des résidus hydrophobes du peptide et peuvent donc
participer a I'interaction peptide/protéine. T. N. Grossman et son équipe ont mis en évidence
la contribution de la chaine hydrocarbonée d’un peptide macrocyclisé a l'interaction avec la
surface d’une protéine permettant I'inhibition de son activité (Figure 17B).12* En effet, ils ont
synthétisé un analogue macrocyclisé de I'exoenzyme S (ES), un agent pathogéne bactérien, qui
est un peptide non structuré interagissant avec la protéine adaptatrice humaine 14-3-3;
provoquant ainsi des infections chez I’'Homme. Dans ce cas, le pont carboné (ESpy) participe
non seulement a la stabilisation structurale mais aussi a I'interaction grace a la contribution du
macrocycle hydrophobe qui rend le peptide plus affin vis-a-vis de 14-3-3 : Kp (ESpn) = 41 nM vs
Kp(ES) = 1,14 uM. Ainsi, le choix de I'emplacement et la taille du macrocycle est un point crucial
pour renforcer les propriétés structurales et I'activité biologique du peptide associé. De plus,
bien qu’il ait été observé que ce type d’agrafes peptidiques soit capable de pénétrer les cellules,
les parametres moléculaires conduisant a une meilleure pénétration cellulaire n'ont pas tous
été identifiés. Une étude proposée par L. D. Walensky a tout de méme apporté des éléments
de réponse comme le fait qu’une agrafe peptidique extrémement hydrophobe et trop chargée
positivement, sont des facteurs menant a la lyse des membranes cellulaires.'?> En criblant
différents analogues du peptide BIM BH3, interagissant avec des protéines BCL-2, ils ont
démontré qu’il est préférable de placer le macrocycle hydrocarboné a la barriére
amphipathique de I'hélice a et d’ajuster le point isoélectrique du peptide (pl < 9.76) pour
obtenir un peptide capable de pénétrer les cellules. De plus, les peptides possédant une hélicité
trop élevée (h > 97 %) provoquent une lyse des membranes cellulaires. Alors, I'hydrophobie,
I’'emplacement du macrocycle et le pourcentage d’hélicité résultant sont les trois parameétres
significatifs pour la pénétration des peptides possédant un macrocycle carboné.

ii. Ponts de type lactame

Le premier macrocycle entre deux chaines latérales reporté dans la littérature, a mis en jeu la
formation intramoléculaire d’un lien amide entre deux résidus en (i i+4). Cette
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macrocyclisation est donc possible entre deux chaines latérales d’acides aminés naturels tels
que la lysine et l'asparagine comme l'ont développé Felix et al. en 1988 (Figure 18).
Synthétiguement parlant, les acides aminés protéiogenes sont faciles d’acces et aisément
incorporés lors de la synthese peptidique. Il n’y a pas de modification ultérieure requise hormis
le choix d’un jeu de groupements protecteurs orthogonaux sur les résidus portant les fonctions
réactives pour la lactamisation. A I'image des motifs hydrocarbonés, plusieurs études ont été
réalisées par la suite pour évaluer la position, la longueur des chaines latérales et donc la taille
optimale du macrocycle pour des systémes peptidiques donnés.'?6%7 Les acides aminés utilisés
pour former ces ponts sont des couples alliant la fonction amine primaire de la lysine ou
I'ornithine avec l'acide carboxylique de l'aspartate ou de l'acide glutamique. Bien que la
réaction de lactamisation soit tres répandue, ceci limite la taille des macrocycles en accédant
au maximum a des agrafes en (i, i+4). En réponse a cet inconvénient, il est envisageable de faire
des multiples ponts sur une méme hélice a ou d’utiliser des chaines latérales plus longues
obtenues par la modification synthétique d’acides a-aminés et accéder a des macrocycles en

(i, i+7).126
Jz ”1

—ARA— N

BOP, DIEA, DMF

J\”ﬁ

C ARAN

Figure 18 : Synthese d'un pont lactame entre une lysine et un résidu acide glutamique.

Les ponts de type lactame furent appliqués a plusieurs interactions protéine-protéine
améliorant ainsi I'hélicité et la résistance protéolytique des peptides et méme |'activité
biologique.1?712812% Cependant, ces ponts lactames améliorent-ils réellement la perméabilité
cellulaire ? En effet, les peptides stabilisés par ces ponts qui sont allés au-dela des
caractérisations in vitro ont été uniquement étudiés sur des cibles biologiques extra-cellulaires
ou liées a des membranes. En 2017, I’équipe d’A. S. Ulrich a tenté d’apporter des éléments de
réponse en comparant la capacité de pénétration cellulaire de quatre peptides linéaires a leurs
équivalents cyclisés en (i, i+4) par un pont lactame. lls ont observé que la stabilisation de la
conformation hélicoidale apportée par les macrocycles en solution aqueuse n’a pas d’impact
sur leur capacité de pénétration cellulaire.’30 En réalité c’est plutdt la capacité de repliement
au contact des membranes (donc en milieu lipidique) qui joue un réle primordial et aucune
contribution des ponts lactame n’a pu étre mise en évidence dans cette étude. Ce point est
moins critique pour les ponts apolaires hydrocarbonés inertes qui possédent, alors, une
capacité intrinseque a pénétrer les cellules et atteindre le cytosol principalement grace a leur
hydrophobie.13!
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iii. Ponts de type triazole : macrocyclisation par cycloaddition

La réaction de cycloaddition dipolaire 1,3 entre un alcéne et un azoture catalysée au cuivre (I)
(CuAAC) est une technique de ligation chimique biocompatible développée plus récemmment
que ses semblables hydrocarbonés ou les ponts lactame. C'est en 2008 que M. Chorev et A. M.
D’Ursi rapportérent une premiére génération d’agrafes peptidiques avec un pont triazole
substitué en positions 1 et 4 résultant de cette réaction (Figure 19A).13? Cette étape se fit en
solution apres clivage du peptide de la résine et déprotection des chaines latérales. La
chimiosélectivité est permise via I'introduction d’un résidu porteur d’un groupement azoture
sur sa chaine latérale en j et d’un autre arborant un motif propargylique en (i+4) afin de réaliser
la cycloaddition 1,3-dipolaire. Le peptide référent est issu de I"hormone parathyroide et les
observations par dichroisme circulaire et RMN ont montré la formation d’une structure
hélicoidale, que ce soit pour le peptide avec macrocycle lactame ou celui avec le motif triazole.
De plus, il est apparu que la longueur de chaine optimale pour obtenir un macrocycle
stabilisateur d’une hélice a, dans ces cas-la, comprend cing a six méthylenes (sans compter les
trois atomes du triazole inclus dans le pont). Par la suite ces motifs triazole furent expérimentés
pour inhiber I'interaction BCL-9/B-caténine avec un ou deux macrocycles.’®3 Les résultats in
vitro étaient encourageants puisque |'affinité avec la protéine B-caténine mesurée était
légerement meilleure que le peptide linéaire. En effet, le peptide linéaire présentait une valeur
Ki = 0,60 uM tandis que le peptide macrocyclisé optimal correspondant a pu descendre jusqu’a
un K égal a 0,13 uM. De plus, ces agrafes peptidiques ont résisté a la protéolyse lors de
I'incubation en milieu cellulaire.

En parallele, une réaction de cycloaddition alternative pour obtenir un macrocycle de type
pyrazidine trisubstituée a été développée et celle-ci est induite par une irradiation aux ultra-
violets (Figure 19B). Cette méthodologie fut adaptée pour la synthese d’inhibiteurs de
I'interaction p53-MDM2/MDMX et en dépit des essais de fluorescence qui démontrent une
forte affinité des peptides macrocyclisés vis-a-vis des deux protéines, ceux-ci pénétraient
difficilement les cellules.’3* Cet inconvénient fut rectifié via la modification de la séquence
peptidique par I'incorporation de résidus chargés positivement tels que la lysine et I'histidine.

Ces macrocycles obtenus par des réactions de cycloaddition figurent comme une stratégie
émergente et prometteuse. En effet, Frankiewicz et al. ont comparé en 2013 les macrocycles
hydrocarbonés, lactame et triazole en (i, i+4) sur une méme séquence dérivée du peptide
intestinal vasoactif et seul le composé issu de la cycloaddition indiqua une structure
hélicoidale.'3> Par ailleurs, la cycloaddition de Huisgen nécessite des acides aminés modifiés
faciles d’acces et les conditions de cyclisation sont a présent bien optimisées.
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Figure 19 : Réaction de cycloaddition menant a A) un pont triazole et B) un macrocycle de type pyrazidine.

iv. Pont disulfure et thioéther

Les ponts disulfure entre deux résidus cystéine sont connus pour leur réle structural important
au sein des protéines. En s’inspirant de ce fait, P.G. Schultz et ses collaborateurs ont formé un
pont disulfure en (i, i+7) entre des acides aminés de configurations D et L porteurs de
groupements thiol sur leurs chaines latérales.'36 Ces fonctions étaient sélectivement protégées
par des groupements acétamidométhyle (Acm) qui sont simultanément 6tés pour procéder
ensuite a I'oxydation en présence d’iode entrainant la formation du macrocycle (Figure 20A).
En comparant les données d’hélicité révélées par dichroisme circulaire, il s'avere qu’il y a une
nette amélioration de repliement en hélice pour le peptide cyclisé comparativement a son
précurseur linéaire. Malheureusement, bien que cette technique soit la premiere
démonstration pour obtenir une agrafe peptidique type disulfure stabilisatrice de I'hélice a,
tres peu d’exemples furent rapportés dans la littérature depuis. La limite majeure associée a
ces ponts disulfure est leur instabilité en milieu réducteur comme, par exemple, en présence
de glutathion dans le milieu biologique, ce qui restreint leur application aux interfaces protéine-
protéine et leur passage intracellulaire.
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Figure 20 : Voies de synthése de ponts disulfure et thioéther. A) Synthése d’un macrocycle disulfure selon
P. G. Schultz. B) Synthese d’un macrocycle thioéther selon P. E. Dawson.

Une autre stratégie mettant en jeu un résidu cystéine a été développée plus récemment pour
former un lien covalent de type thioéther. Le premier protocole pour obtenir ce motif fut établi
par F. M. Brunel et P. E. Dawson qui proposerent de substituer I'halogene du groupe a-
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bromoamide, présent sur une chaine latérale, par le thiol d’une cystéine en (i, i+3/4) (Figure
20B).137 Ce macrocycle thioéther a été introduit sur des épitopes de peptides issus de la
glycoprotéine gp41 de I'enveloppe du VIH comme méthode potentielle de développement de
vaccin combattant la fusion de ce virus. L'optimisation de la séquence peptidique comportant
le macrocycle thioéther a mené a des composés possédant une meilleure affinité vis-a-vis de
I"anticorps spécifique 4E10 de la protéine gp41 comparativement aux composés non cyclisés.138

Récemment, une nouvelle chimie dite thiol-ene a été mise en place pour synthétiser un
macrocycle thioéther en version intramoléculaire. Cette réaction est davantage utilisée pour
macrocycliser en intermoléculaire ce qui sera évoqué dans la partie suivante. Le lien thioéther
peut étre réalisé sur support solide entre une cystéine protégée par un groupement trityl et un
acide aminé dont la chaine latérale porte une fonction alcéne.139140 | 3 réaction de cyclisation
effectuée sous irradiation aux ultra-violets repose sur un mécanisme de chimie radicalaire. Le
peptide interagissant avec le site de liaison de la protéine co-activatrice du récepteur
d’estrogene a fut cyclisé selon cette approche et démontra une meilleure affinité que le ligand
natif. L'agrafe peptidique type thioéther est, a ce jour, a un stade précoce de développement
et son application a d’autres cibles biologiques reste a montrer.

En résumé, une large gamme de réactions chimiques sont a disposition pour stabiliser I'hélicité
de peptides par macrocyclisation entre deux chaines latérales et demeurent une piste sérieuse
pour des applications thérapeutiques. Toutefois, les enjeux actuels poussent les chimistes a
développer des structures toujours plus complexes et fonctionnalisées ce pourquoi, les
macrocyclisations grace a l'insertion d’un lien externe attirent de plus en plus I'attention.

b) Cyclisations a deux composants

La macrocylisation a deux composants implique un connecteur bifonctionnel qui réagit par
complémentarité avec deux chaines latérales d’acides aminés du peptide d’intérét. La plupart
de ces réactions sont réalisées en solution pour éviter de potentiels probléemes d’isolement des
sites réactifs sur résine. De plus, comparativement aux agrafes peptidiques formées selon un
chemin intramoléculaire, il y a plus de chances de générer des sous-produits non désirés lors
de la macrocyclisation qui devient donc plus complexe. Mais, I'atout majeur de cette approche
intermoléculaire est de générer facilement de la diversité moléculaire et allege souvent le
nombre d’étapes de synthése des macrocycles.

i Criblage de réactions a deux composants

Pour former un macrocycle par I'ajout d’'un connecteur bifonctionnel il existe deux stratégies
de synthése. La premiére consiste en un couplage intermoléculaire entre ce connecteur et une
chaine latérale du peptide pour former un précurseur linéaire. Il s’ensuit un couplage
intramoléculaire entre la deuxieme fonction du connecteur et le résidu réactif donnant ainsi
naissance au macrocycle (Figure 21A). Cette approche fut notamment utilisée pour réaliser de
facon séquentielle des ponts bis-lactame en (i, i+7) entre les chaines latérales de deux acides
glutamiques protégées par des groupements orthogonaux.!*! Une deuxiéme stratégie a été
mise au point et repose sur la formation en une seule étape du macrocycle entre les deux
chaines latérales et le connecteur homo-bifonctionnel. Selon cette méthodologie, la formation
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d’un produit secondaire est fréqguemment observée résultant d’'un double couplage du
connecteur menant a un peptide linéaire dont les deux chaines latérales réactives sont
couplées, chacune, avec un connecteur (Figure 21B). Cet inconvénient n’est pas retrouvé lors
de couplages intramoléculaires et s’additionne aux risques de polymérisation. Selon la nature
des connecteurs, trois types de réactions sont généralement mises en jeu pour lier ce dernier
avec chaque chaine latérale : soit I'alkylation, I'arylation sur les résidus cystéine et lysine ou
I"acylation pour les résidus glutamine/acide aspartique et lysine.

A)
Couplage 1) Déprotection
intermoléculaire 2) Cyclisation
—_— _—
B)
Couplage

intermoléculaire
e +

Figure 21 : Représentation schématique des stratégies de développement d'agrafes peptidiques a deux
composants. A) Insertion du connecteur (orange) en intermoléculaire sur une chaine latérale puis
macrocyclisation intramoléculaire aprés déprotection sélective du groupement protecteur en violet. B)
Macrocyclisation intermoléculaire a deux composants menant a la formation du produit désiré et de sous-
produits de couplage.

Malgré les complications synthétiques, plusieurs exemples d’agrafes peptidiques formées via
le processus énoncé ont été décrits. Par exemple, K. Fujimoto a rapporté une série de
connecteurs activés par deux carbamates de succinimide. Ces fonctions réagissent chacune
avec 'un des deux résidus peptidiques présentant une fonction amine primaire telle que la
lysine ou l'ornithine.'*? La formation de ponts bis-lactame est alors favorisée sachant que
plusieurs résidus peptidiques ont été criblés pour optimiser la taille des macrocycles (Figure
22).
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Figure 22 : Méthode de synthése d'un pont bis-lactame de K. Fujimoto et les différents connecteurs
insérables qui permettent de moduler la taille des macrocycles.
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En parallele, des peptidomimes macrocycliques ont été proposés, cette-fois, en s’appuyant sur
la synthése d’un pont bis-thioéther et tout comme leurs analogues bis-lactame, les fonctions
thiols furent liées de maniere covalente selon plusieurs connecteurs. H. Jo et al. ont étudié un
large panel de systémes bis-électrophiles pour former des macrocycles entre deux cystéines en
(i, i+4).1* La logique derriére cette étude était d’élucider lequel de ces connecteurs stabiliserait
avantageusement une hélice a et, réagirait de maniére efficace pour avoir une étape de
cyclisation la plus propre possible. Le composé qui a répondu au mieux a ces deux conditions
est le dibromo-m-xyléne qui, par la suite, a été utilisé pour inhiber la calpaine, une protéase a
cystéines dépendante du calcium (Figure 23A). Pour compléter les méthodes de synthese de
ponts bis-thioéther, il est envisageable de procéder a des réactions thiol-ene comme I'équipe
de D.H-C. Chou I'a démontré avec différents connecteurs types dienes reliant deux cystéines
(Figure 23B).14

Cette voie de synthese robuste a permis de développer des macrocycles adaptables a des
peptides synthétiques et d’autres impliqués dans des interactions protéine-protéine comme
p53. Finalement, pour illustrer I’'étendue des voies de synthése de macrocycles bis-thioéther,
B. L. Pentelute a mis au point une réaction de substitution nucléophile aromatique (Figure
23C).*> Dans ce cas deux cystéines réagissent, sous leur forme thiolate, avec une molécule
aromatique perfluorée. Par le biais de cette réaction, ils ont synthétisé un peptide
macrocyclique qui se lie au domaine C-terminal de la protéine formant la capside du VIH-1. Le
peptide ainsi modifié améliora I'affinité avec la protéine, la pénétration cellulaire et la stabilité
face a la protéolyse de son homologue linéaire.
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Figure 23 : Méthodes de synthése de ponts bis-thioéther. A) Macrocyclisation par SN2. B) Macrocyclisation
par réaction thioléne et divers connecteurs diénes pour des réactions thiol-ene. C) Macrocyclisation par
SNAr.
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En 2018, I'équipe de D. P. Fairlie a développé une méthode d’alkylation de sélénocystéines
générant des agrafes peptidiques bis-sélénoéther via lintroduction d’un connecteur
externe.'#® Cette stratégie a été développée sur un peptide analogue a p53 inhibiteur de
I'interaction p53/MDM2 nommé PDI. La synthese de la séquence peptidique a été effectuée
sur support solide avec I'ajout de dérivés d’acides aminés de type Fmoc-Sec(Trt)-OH disponibles
commercialement. Le peptide a ensuite été détaché de la résine dans des conditions acides
pour étre mis en présence de dithiothreitol (DTT), un agent réducteur, favorisant la formation
d’'un disélénide (Figure 24). Le peptide ainsi cyclisé a été isolé avant de procéder a la
macrocyclisation avec le connecteur qui a permis d’accéder a un pont bis-sélénoéther en (i,
i+7). Le procédé a ensuite été étendu a des macrocycles en (i, i+4), et (i, i+11). La voie de
synthese établie est rapide et la formation de potentiels sous-produits est amoindrie par I’ajout
du DTT. De plus, I'alkylation des sélénocystéines a pu étre effectuée sur une gamme de pH plus
large que pour l'alkylation usuelle de cystéines. Des mesures par CD ont révélé que I'ensemble
des agrafes peptidiques synthétisées démontraient une hélicité de deux a quatre fois
supérieure a celle du peptide linéaire. Les connecteurs assurant la meilleure contrainte et donc
la plus haute hélicité selon la distance envisagée entre les chaines latérales sont indiqués Figure
24. Enfin, cette étude a démontré un gain d’activité inhibitrice de I'interaction p53/MDM?2 pour
les peptides cyclisés comparativement au peptide de référence linéaire. Par exemple, le
macrocycle en (i, i+7) affichant la meilleure hélicité dans sa catégorie présente une valeur ICso
= 31,2 nM contre ICso = 577 nM pour le peptide de référence PDI, déterminées via des tests de
polarisation de fluorescence compétitive. Cette méthode de macrocyclisation originale et
récente a montré des résultats prometteurs pour inhiber une interaction protéine-protéine.
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Figure 24 : Formation d’un pont bis-sélénoéther. A) Synthese d’un macrocycle appliqué en (i, i+7). B)
Connecteurs donnant les meilleurs résultats d’hélicité pour les différentes distances de macrocyclisation.

Les techniques a deux composants discutées ci-dessus illustrent la diversité des approches
synthétiques possibles pour stabiliser des hélices a. Dans la plupart des cas, ce sont des acides
aminés protéinogenes qui sont utilisés, ce qui renforce la facilité d’acces a ces motifs cyclisés.
Cependant, des optimisations de synthese peuvent étre requises pour limiter les réactions
d’oligomérisation non désirées. Désormais, la diversité apportée par le développement
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d’agrafes peptidiques a deux composants donne lieu a la conception de macrocycles, avec des
propriétés physicochimiques ou biologiques variées.

ii. Macrocycles dynamiques

La possibilité de contréler I'hélicité d'un peptide en utilisant les rayons UV et/ou visible est
idéale pour évaluer les effets de changements conformationnels sur des systemes biologiques.
L'hélicité peptidique peut étre rendue commutable en jouant sur l'isomérisation du
groupement introduit sur le macrocycle. Ceci fut démontré par J. R. Kumita avec un connecteur
basé sur I'isomérisation de I'azobenzéne introduit en (i, i+7) entre deux cystéines (Figure 25).147
En partant d’un peptide non hélicoidal avec le connecteur trans-azobenzéne il a été observé la
formation d’une hélice a aprés 5 minutes d’irradiation aux UV. Ce résultat coincide avec
I'inversion de configuration vers le cis-azobenzéne et ce phénomene est réversible lorsque le
peptide est a nouveau plongé dans le noir quelques heures. Ce type de macrocycle est aussi
applicable pour nucléer I'hélicité d’un peptide en (i, i+4) mais provoque une déstabilisation en
(i, i+11). La technique de liaison via un pont azobenzéne fut alors transposée en (i, i+3/4/7) sur
des peptides se liant avec la protéine oncogene BCL-X. et montra que I"activation par irradiation
corréle tout a fait avec I'interaction du peptide avec cette protéine.'*8 Ceci signifie que la forme
cis-azobenzene stabilise bien I'entité hélicoidale qui est donc apte a interagir avec BCL-X..
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Figure 25 : Méthode de synthese du pont bis-thioéther lié par le motif diazo-benzene.

Ce lien agissant comme un photo-interrupteur a également été utilisé pour réguler
I’endocytose médiée par la clathrine. L'endocytose par vésicules recouvertes de la protéine
clathrine est une voie majeure d’internalisation dans les cellules de nombreux récepteurs
transmembranaires. Cette voie d’endocytose requiert I'action concertée de dizaines de
protéines dont les adaptateurs AP-2 qui assurent la connexion entre les triskeles de clathrine,
les récepteurs et d’autres protéines accessoires.'*? Le concept mis au point par P. Gorostiza fut
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de cibler une sous-unité du récepteur AP-2 avec une agrafe peptidique photocummutable.?>°
Il devient alors possible d’envoyer des signaux « marche/arrét » pour sélectionner les éléments
a internaliser dans les cellules.

En 2015, A.B. Smith a décrit la formation réversible d’un macrocycle entre deux cystéines liées
de maniére covalente par un motif S-tétrazine (Figure 26).1! Sous irradiation UV, il est possible
de défaire ce pont en relarguant ainsi du diazote et générant des fonctions thiocyanates sur les
cystéines. Les thiocyanates sont ensuite convertis en thiols pour réagir a nouveau avec le dérivé
de tétrazine selon un processus cyclique. Ici le but n’est pas nécessairement de stabiliser une
hélice a mais ils ont pu démontrer la possibilité d’introduire une sonde fluorescente via une
réaction de rétro Diels-Alder sur la tétrazine.
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\‘\ \‘\ NN
S S S%\ />~S
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Figure 26 : Réversibilité du motif S,S-tétrazine. Pont bisthioéther formé par SNar sur la 1, 4-
dichlorotétrazine puis l'irradiation UV permet de rétablir les fonctions thiols.

Ces deux séries viennent donc compléter les agrafes peptidiques déja existantes et leurs
propriétés physico-chimiques pourraient se voir adaptées a des interactions protéine-protéine
in vivo.

Les agrafes peptidiques ont été principalement employées pour contraindre une séquence
peptidique linéaire a adopter sa conformation bioactive hélicoidale et étudier les propriétés de
perméabilité cellulaire et de résistance aux protéases des peptides ainsi stabilisés. Toutefois, la
plupart des méthodes discutées jusqu’a présent ne permettent pas de fonctionnaliser le
macrocycle ce qui peut étre requis pour des utilisations biologiques.

iii. Fonctionnalisation d’agrafes peptidiques

Le développement de macrocycles fonctionnalisés s’appuie généralement sur des méthodes
de macrocyclisation classiques mais inclut l'introduction d’une fonction réactive sur le
connecteur. Les stratégies qui permettent des fonctionnalisations sont les réactions de
cycloaddition CUAAC, I'arylation de deux cystéines ou encore la chimie thiol-éne. Le groupe de
D. R. Spring appliqua la chimie « double clic » a I'interaction p53/MDM?2 avec des liens bis-
alcynes différemment fonctionnalisés (Figure 27A & B).»®> Aprés Iincorporation
d’azidoornithines séparées par six résidus dans la séquence peptidique, un motif 3,5-
diéthynylbenzéne fonctionnalisé réagit avec les groupements azoture pour obtenir le composé
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cyclisé. Divers substituants ont été introduits sur le motif benzyligue comme un marqueur

fluorescent dit TAMRA pour 5-carboxytétraméthylrhodamine ou des arginines pour améliorer

la pénétration cellulaire.'>3

L
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Figure 27 : A) Stratégie de synthése d'un macrocycle bis-triazole et son site de fonctionnalisation. B)

Structure cristallographique du peptide p53 macrocyclisé en (i, i+7) via un pont bis-triazole et son
interaction avec MDM2 (PDB : 5AFG).

En 2017, D. S. Pedersen proposa quant a lui une autre génération d’agrafes peptidiques issues
de cette méme approche en utilisant cette fois le 1,3,5-triéthynylbenzene pour lier les deux
motifs triazole (Figure 27A).1>* Une troisiéme fonction alcyne sur le macrocycle est donc libre
afin d’étre conjuguée avec une sonde fluorescente, radiomarquée ou pour réaliser une
dimérisation. Les substitutions nucléophiles entre deux composants formant un pont bis-
thioéther permettent également de fonctionnaliser des agrafes peptidiques.t>

En parallele, P. E. Dawson a synthétisé de maniere efficace un macrocycle a partir du 1,3-
dichloroacétone entre deux cystéines ou homocystéines.’®® De plus, la cétone peut étre
convertie en oxime substituée par un élément de fonctionnalisation (Figure 28). Ce macrocycle,
avec la fonction cétone, fut testé sur le peptide-S issu de la ribonucléase-S en position (i, i+4).
La co-cristallisation de cette agrafe peptidique avec la protéine en question a montré que le
macrocycle stabilise bien la conformation hélicoidale du peptide et surtout, il pointe vers la
surface exposée au solvant. Ceci laisse présager qu’une potentielle fonctionnalisation ne
perturberait pas l'interaction avec la ribonucléase S.
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Figure 28 : Ponts bis-thioéther fonctionnalisables par une fonction oxime. A) Voie de synthése passant par
un macrocycle avec une cétone puis une conversion en oxime fonctionnalisée. B) Fonctionnalités
potentielles pour I'ensemble des agrafes peptidiques. C) Structure cristallographique d’un macrocycle bis-
thioéther lié par une cétone sur le peptide-S en interaction avec la protéine-S (PDB : 1CJQ).

o

Une macrocyclisation plus récente a partir du dibromomaléimide assorti d’'une fonction alcyne
a été utilisée pour contraindre la conformation hélicoidale du peptide-S formant ainsi un dérivé
bis-thioéther en (i, i+4) (Figure 29).1>" La fonction alcyne peut donc réagir par « chimie clic »

avec des azotures eux-mémes fonctionnalisés par la fluorescéine, I'éthyléne glycol ou la biotine.
158

SH CH4CN, H,0, 20min

AcHN
n= 1 (cystéine), 2 (homocystéine)

Figure 29 : Fonctionnalisation d'un pont bis-thioéther grace a un motif maléimide. Le dibromomaléimide
est introduit via une SNar puis sa fonction alcyne réagit avec un azoture apportant une fonctionnaalisation.

Pour conclure, les différentes méthodes de stabilisation de structures secondaires ont été
évogquées pour rendre compte des avancées et des limites concernant chacune d’entre elles. Il
s’avere que pour les hélices a, la macrocyclisation entre deux chaines latérales est une méthode
prometteuse pour améliorer les propriétés pharmacocinétiques de peptides a visée
thérapeutique dont leur résistance a la protéolyse. Cependant, bien qu’il existe de nombreux
motifs de macrocyclisation, peu d’entre eux sont rapportés avec des données in vivo ou in
cellulo. En effet, la plupart des peptides développés en phase clinique ciblent uniqguement des
protéines extracellulaires. Les mécanismes qui régissent la pénétration cellulaire des peptides
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macrocyclisés restent encore incompris et ceux-ci nécessitent bien souvent une optimisation
de leurs séquences avec notamment l'apport de résidus chargés positivement, comme
I’arginine ou I'histidine. La question qui se pose alors est : comment introduire une nouvelle
chimie pour construire des macrocycles et apporter de nouvelles propriétés aux agrafes
peptidiques ? Effectivement, le développement de macrocycles avec de nouveaux motifs
ciblant des interactions protéine-protéine intracellulaires reste un défi de taille. De plus, il a été
démontré qu’il est possible de faire intervenir directement le macrocycle hydrocarboné d’une
agrafe peptidique a une interface peptide-protéine grace a une interaction hydrophobe. I
pourrait étre intéressant de développer un macrocycle polaire qui serait apte a interagir avec
des protéines par le biais de liaisons hydrogene tout en stabilisant la structure hélicoidale de
son peptide.

lll. Méthodes chimiques de stabilisation de feuillets B: vers le

développement d’architectures multi-brins artificielles

L’agrégation de certaines protéines menant a des feuillets B insolubles est responsable de
nombreuses pathologies neurologiques. Ces derniéres se caractérisent par la formation de
fibrilles d’amyloides issues d’agrégats formés par des feuillets B protéiques. Dans ce contexte,
la communauté scientifique cherche a développer des peptidomimes aptes a inhiber les
interactions protéine-protéine engendrant notamment I'agrégation des feuillets B. Alors, des
méthodes de stabilisation de structures type feuillets f ont également émergé dans I'espoir
d’amener certains peptides structurés a devenir de potentiels médicaments, ciblant entre
autres des maladies neurodégénératives.’® Plusieurs stratégies ont été concues pour stabiliser
de courtes structures étendues mais ne permettent pas d’obtenir les mémes résultats avec des
feuillets B multi-brins.®9° Ceci résulte principalement de la tendance des brins B a s’agréger et
précipiter une fois isolés lorsqu’ils comportent un nombre de brins importants. Or, bien que la
plupart des interactions protéine-protéine fait intervenir un a deux brins B, celles provoquant
la formation de fibrilles résultent de I'assemblage de nombreux brins B.%¢! Le développement
de peptidomimes entierement artificiels s’est avéré nécessaire pour obtenir des architectures
multi-brins stables permettant de mieux comprendre voire contréler le repliement des feuillets
B multi-brins.

Au cours de cette partie nous nous attarderons sur les méthodes congues pour développer des
mimes stabilisés d’éléments structuraux, c’est-a-dire de brins et coudes B, formant les feuillets
B. Ensuite nous verrons comment ['utilisation de ces outils de stabilisation dont celle des
foldameres a permis d’accéder a des architectures complexes stables et assimilables aux
feuillets B multi-brins naturels.

1) Mimes de coudes B

a) Coudes B bioinspirés d’acides aminés

Les résidus a-aminés proline sont fréquemment rencontrés en position i+1 des coudes car ils
provogquent une déstabilisation de I'organisation étendue d’une structure notamment par leur
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absence de groupement NH, donneur de liaisons hydrogene. De plus, la structure cyclique
rigide d’une proline permet l'orientation nécessaire pour la formation du coude. Des
comparaisons ont été effectuées entre des coudes a deux résidus constitués de la D-proline ou
L-proline liant deux brins peptidiques dans des solvants apolaires puis en solution aqueuse
principalement par I'équipe de P. Balaram.'6%163 Ces études ont démontré que l'insertion de la
D-proline (D-Pro) est plus propice au repliement en épingle a cheveux que son homologue
naturel. Par exemple, en s’appuyant sur la séquence composée des seize derniers résidus N-
terminaux de 'ubiquitine, S. H. Gellman a prouvé, par RMN, que des coudes B D-Pro-Ala ou D-
Pro-Gly peuvent nucléer ce repliement, par contre, celui-ci est aboli lors du remplacement de
la D-Pro par la L-Pro. Ce pourquoi le motif b-Pro a souvent été utilisé pour développer des mimes
de coudes B dérivés d’acides aminés. De plus, lors de la conception de feuillets B antiparalléles,
H. E. Stanger et S. H. Gellman ont également observé que le repliement en feuillet B d’un
peptide modeéle en milieu agqueux, est moins probant avec le motif L-Asp-Gly qu’avec I'analogue
D-Pro-Gly.'%* Ces observations ont marqué un point de départ pour développer une multitude
de mimes de coudes B dérivés de la D-Pro. En effet, il a été observé que l'introduction d’un
résidu D-Pro en position j+1 accompagné en position i+2 d’un acide B, y ou & aminé artificiel
permet de stabiliser des structures a deux brins antiparalléles (Figure 30).1%° Il est apparu que
I'acide aminé achiral et non protéinogene, a-aminobutyrique (Aib) ou homoalanine, peut
également conduire a la structuration en épingle a cheveux lorsqu’il est combiné a un acide
aminé D ou achiral comme la glycine.'®® J. S. Nowick a rapporté que I'acide aminé ornithine
peut induire un repliement en coude B comparable au modeéle D-Pro-Gly.¢’

(0] (6] (0] O (0] (0] (0]
§ - HoN /",

NH M " NH NH NH nH
o:L 0 o o o= o oﬁ\ 0 0 o= o o= o
\_J N \_J \_J H H H
PPro-Gly PPro-acide p aminé  PPro-acide y aminé  PPro-acide § aminé 5-0rn Aib-PAla Aib-Gly

Figure 30 : Coudes a,B-; a,y-; a,6-aminés ; §-ornithine et dérivés d'Aib.

b) Coudes B abiotigues

i Coudes artificiels formant des feuillets B paralléles

De son c6té, S. H. Gellman a développé des motifs non naturels stabilisés par des liaisons
hydrogéne intramoléculaires apportant plus de flexibilité avec notamment le motif D-Pro-
DADME (prolyl-(1,1-diméthyl)-1,2-diaminoéthyl) ou l'unit¢é CHDA (acide S,R / R,S-cis-
cyclohexanedicarboxylique)-Gly.*®® Ceux-ci ont la particularité d’induire la formation de
feuillets B paralléles contrairement aux modeéles précédemment énoncés et aux coudes B
naturels (Figure 31). Il est également possible d’utiliser un dérivé diamine, comprenant un motif
aziridine, pour obtenir un repliement en feuillet B parallele en alignant deux brins peptidiques
liés par leurs extrémités N-terminales a ce coude artificiel.’®® La conception de ces coudes
synthétiques a permis de stabiliser des feuillets B paralleles alors que ces derniers sont moins
stables a I’état naturel que leurs homologues antiparalleles.
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Figure 31 : Mimes de coudes B formant des feuillets § paralléles : A) D-Pro-DADME. B) unité CHDA-Gly et
C) Aziridine.

ii. Insertion de coudes B rigides

En paralléle, une seconde catégorie de socles artificiels mimant des coudes  a vu le jour. lls
sont composés d’hétérocycles saturés ou insaturés engendrant des structures étendues entre
deux brins peptidiques (Figure 32). On retrouve, par exemple, des molécules tricycliques qui
renforcent la rigidité nécessaire pour former des motifs en épingle a cheveux tels que les
phenoxathiin-10,10-dioxines et dibenzofuranes.'’%'’? Ces derniers furent davantage étudiés
notamment pour modifier le domaine B1 de la protéine G chez la bactérie du genre
Streptococcus.*’? Cette étude menée par G. Lippens a démontré que le feuillet B natif n’est pas
nucléé grace a la formation du coude B naturel mais plutét via des interactions tertiaires. Des
mimes de coudes B peuvent aussi étre bicycliques a base de 2,2-dipipéridine ou son analogue
au squelette entiérement carboné, tous deux développés par J.W. Kelly.173174 On trouve aussi
des motifs plus complexes comme les dérivés de la tétrahydroisoquinoline et
d’azadioxabicyclo[3.2.1]octane ainsi que les dérivés proline des spirobarbiturates.t’>176177 ||
existe également des modeles monocycliques comme des dérivés du triazole ou plus
récemment de la 2,5-dicétopipérazine qui a été rapporté par I'équipe de S. Ongeri.t’817°
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Coude d'azadioxabicyclo[3.2.1Joctane  Coude spirobarbiturate Coude triazole Coude 2,5-dicétopipérazine
Figure 32 : Mimes de coudes B hétérocycliques.
iii. Coudes B dynamiques
Une alternative singuliere, de par sa réversibilité, pour mimer les coudes B est 'utilisation de

motifs allyliques constitués de l'unité azo-benzéne par A. D. Hilvert.?® || s’avére que
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I'introduction de cette unité dans une séquence peptidique sous sa conformation cis permet
d’en nucléer le repliement en épingle a cheveux. Cet isomere cis est obtenu par photo-
activation de I'isomere trans qui, quant a lui, défavorise la structuration en épingle a cheveux
(Figure 33).

Figure 33 : Mime de coudes B type azo-benzene.

La diversité observée parmi I'ensemble des mimes de coudes B énoncés leur confere des
propriétés différentes (rigidité, solubilité) et permet de moduler les activités biologiques de
certains peptidomimes. En effet, il a été démontré que ces unités artificielles induisent la
formation de feuillets B repliés en épingles a cheveux et peuvent étre impliquées dans des
interactions protéine-protéine ou protéine-ARN.18!

2) Mimes de brins 3

Nous allons évoquer a présent les stratégies employées pour stabiliser des feuillets B en
contraignant artificiellement des structures étendues c’est-a-dire les brins B. De maniere
générale, la conception d’un brin B stable réside dans I'introduction d’une unité apte a générer
a la fois les liaisons hydrogene interbrins et |'orientation adéquate des chaines latérales pour
assembler un feuillet B.

i Introduction ponctuelle de motifs artificiels

Il est possible de stabiliser un brin B par I'introduction d’éléments structuraux qui renforcent la
structure étendue. Le motif cyclopropane, notamment, permet d’induire une structuration en
coude ou en brin B selon sa configuration, lorsqu’il est inséré au sein d’un oligomere (Figure
34). Cette ambivalence, mise en évidence par A. Mizuno, s’explique par la dualité entre les
configurations cis et trans du cyclopropane et de la configuration du carbone C1’ qui peuvent
favoriser soit un repliement en coude B soit la formation d’un brin étendu, tous deux étant

stables.182

mimes coudes mimes brins B

R R!
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Ri+1 Ri+2 R KFO
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coude-cis coude-trans cis-étendue trans-étendue

Figure 34 : Mimes de brins et coudes B avec le motif cyclopropane.

La formation de feuillets B anti-paralleles stables peut aussi résulter de l'insertion de
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dihydropyrazinones et de dihydropyridinones au sein de séquences peptidiques comme illustré
sur la Figure 35. 18 Ces composés cycliques dérivant d’acides aminés naturels comme la leucine
ou le glutamate ont été synthétisés par P. A. Bartlett et permettent de rigidifier une structure,
tout en préservant les chaines latérales requises dans des interactions protéine-protéine.
D’ailleurs, des peptidomimes de brins  contenant des motifs 4,5-dihydro-2(3H)pyrazinone ont
démontré une résistance a la protéolyse en tant que ligands du domaine PDZ de protéines.

motif 4,5- -2(3H)-

R R R
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o R o R O .
NJK(H : )Krn H )l.% motif 1,2- -3(6H)-
TN TN
R O R (0]

Figure 35 : Brins [ stabilisés par des motifs dihydropyridinones et dihydorpyrazinones.

Une derniére unité artificielle appelée « Hao », contenant la fonction hydrazine suivie de 'acide
5-amino-2-méthoxybenzoique puis 'acide oxalique, permet de consolider des structures
étendues .*¥* Ce motif concu par J. S. Nowick peut étre facilement incorporé au sein des
peptides lors de leur synthése sur support solide ou en solution en présence d’agents de
couplages peptidiques de type carbodiimides. Les brins B alternant ce motif avec des acides a-
aminés faconnent un réseau de liaisons hydrogene complémentaires aux brins § peptidiques
sur une face pour assembler le feuillet B (Figure 36). Sur I'autre face, la propagation de liaisons
hydrogene est bloguée par I'unité Hao limitant ainsi les phénomenes d’agrégation.
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Figure 36 : Brins [ stabilisés par le motif Hao. Le cycle benzénique rigidifie la structure étendue tout en
limitant les interactions intermoléculaires.

ii. Mimes de brins a base de foldameres

L'intégration d’un élément cyclique au niveau d’un brin est une méthode fréqguemment utilisée
dans la conception de mimes de brin 8 car le motif cyclique apporte de la rigidité pour maintenir
un systeme étendu (Figure 37). En 1988, D. S. Kemp a proposé un motif polycyclique composé
d’épindolidione qui engendre la formation de feuillets B antiparalléles.’® Le polycycle adopte
une structure étendue optimale assimilée a un brin B et offre des donneurs et accepteurs de
liaisons hydrogene susceptibles d’intervenir dans des liaisons hydrogéne interbrins.
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Figure 37 : Mime de brins ( a base d'épindolidiones.

Par la suite, les foldameéres, oligomeres artificiels capables de se replier en structures compacts
et bien définies, ont également été employés pour développer des mimes de brins B a partir de
monomeéres hétérocycliques (Figure 38). Par exemple, Hirschmann et al. ont proposé des
mimes de brins polycycliques a base de pyrrolinones.'8 Ce motif posséde des atomes d’azote
dont le caractére basique est comparable a celui des peptides et des carbonyles capables de
former des liaisons hydrogene intramoléculaires. Les structures obtenues par diffraction des
rayons X ont montré que les polypyrrolinones trisubstituées en 3,5,5 présentent des
groupements carbonyles accepteurs de liaisons hydrogeéne reproduisant parfaitement la
position de ceux d’un feuillet B polypeptidique. Le remplacement de la liaison amide par une
unité 1,2,3-triazole engendre également la formation de brins étendus stabilisés par des
interactions dipéle-dipéle.'®” Plus récemment, des motifs dérivés d’imidazolidin-2-one ou de
2,2-disubstituées-indolin-3-one reliés par des alcynes qui adoptent également des structures
étendues ont été décrits par I'équipe de A.D. Hamilton.188189190 yn dernier exemple de mime
de brin étendu est I'oligomeére alternant des motifs pipéridine et pipéridinone développé par
K. Burgess en 2015. Celui-ci offre la possibilité d’inclure des substituants (R) sur l'unité
pipéridinone qui peuvent correspondre aux chaines latérales d’acides a-aminés.%?
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Figure 38 : Mimes de brins 8 a base de foldameres.

Enfin, des foldameres hybrides Aib/Amb (acide 3-amino-5-bromo-2-méthoxybenzoique)
développés par G. J. Sanjayan et coll. ont permis de reconstituer des liaisons hydrogene inter-
brins mimant celles dans les feuillets B naturels.!®?> On peut observer ce réseau de liaisons
hydrogene sur la structure cristallographique publiée par cette équipe (Figure 39) qui vise a
obtenir un mime de feuillet § multi-brins.
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Figure 39 : Mime de brin B a partir d'un foldamere hybride Aib/Amb. A) Structure chimique du foldamere.
B) Structure cristallographique d'un foldameére multi-brins hybride Aib/Amb.

3) Mimes de feuillets B

Une premiére approche pour stabiliser des feuillets B a été d’incorporer un coude B artificiel
entre deux brins pour promouvoir ce repliement. Plus précisément, I'idée est d’insérer un lien
covalent entre deux brins peptidiques afin d’établir des liaisons hydrogéne entre eux et donc
de fagonner une structure dite en épingle a cheveux (Figure 40). Cette derniere est le motif de
feuillet B le plus simple fréguemment retrouvé dans les protéines. Le lien covalent aide a
préorganiser la structuration en feuillet B de la méme maniére qu’un coude B naturel induit le
changement de direction au sein d’une séquence peptidique pour favoriser les interactions des
brins polypeptidiques.

A)

~slp,

%ﬁ‘&‘,ﬁi’ﬁn

Figure 40 : Représentation schématique de deux brins formant un motif en épingle a cheveux. A) Deux
brins B naturels B) Deux brins peptidiques liés par un coude artificiel.

A ce jour, plusieurs stratégies ont été recensées pour stabiliser artificiellement le modeéle
structuré épingle a cheveux (B-hairpin) comme linsertion de coudes synthétiques,
I'incorporation de motifs contraignant la structure étendue de brins B ou encore la
macrocyclisation entre deux brins B.

a) Insertion de coudes artificiels et macrocyclisation

Au début du 21°™me sigcle, S. H. Gellman et coll. ont prouvé qu’insérer les coudes artificiels D-
Pro-DADME et Gly-CHDA (Figure 41) entre deux brins peptidiques peut favoriser leur
repliement en feuillet B paralléle dans I'eau. Plus précisément, le coude D-Pro-DADME a été
caractérisé comme un connecteur type diamine qui a pu induire une structuration en épingle
a cheveux lorsqu’il est lié aux extrémités C-terminales des deux brins.’®3 A I'inverse, le coude
Gly-CHDA décrit comme un connecteur diacide, se lie aux extrémités N-terminales de deux
brins afin de générer leur alignement paralléle.®* Afin de promouvoir le repliement en épingle
a cheveux, cette équipe a également pris en compte l'insertion de résidus hydrophobes pour

47



Chapitre 1. Complémentarité entre la stabilisation et le développement de mimes artificiels des structures
secondaires peptidiques

favoriser les interactions entre chaines latérales (Leu/Phe) ou des interactions par empilement
aromatique (Phe/Phe). De plus, le composé obtenu avec le coude Gly-CHDA contient, au niveau
de l'ouverture, deux résidus polaires de charges opposées (Lys*, Glu) permettant une
interaction électrostatique entre leurs chaines latérales qui stabilise la structure. Dans les deux
cas, plusieurs résidus basiques (e.g. Arg) ont été introduits au sein des brins instaurant une
charge nette positive afin d’éviter des phénomeénes d’agrégation dans I'eau a un pH neutre ou
légérement acide. Les structures de ces deux feuillets B ont alors été déterminées par des
expériences de RMN 2D notamment par I'observation des corrélations 'H-'H dans I'espace
(NOE, ROE) en milieu aqueux.
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Figure 41 : Feuillets B paralleles hydrosolubles étudiés par S. H. Gellman.

Ensuite, I'exemple ci-dessous illustre la possibilité de combiner des mimes de coudes B et
I'incorporation de motifs artificiels au sein des brins peptidiques pour obtenir des architectures
repliées en épingle a cheveux. L'équipe de S. Ongeri a développé un peptidomime de feuillet B
alliant deux motifs artificiels : le motif Hao au sein des brins et le coude artificiel 2,5-
dicétopipérazine (Figure 42).17° La stabilité de cette structure reléve également d’interactions
hydrophobes entre les chaines latérales des résidus présents sur les brins (Val, Gly, lle). Dans
ce cas, la formation du motif en épingle a cheveux a été caractérisée par des expériences de
RMN en solvant protique (méthanol) et ont été corroborés a des études de modélisation dont
la dynamique moléculaire. Une de leurs études a montré que ce type de feuillets B a permis
d’empécher I'oligomérisation et la formation de fibrilles d’amyloides B (AB1-42).1%> Par ailleurs,
cette méme équipe a rapporté en 2018 qu’un composé replié en épingle a cheveux en faisant
intervenir le motif Hao et un coude B dérivant de la pipéridine était également capable de
moduler I'agrégation des amyloides-f.1%

(6]
H 9w
N N PN
o N N~ CF,
HN (0] §V3|H O H
o N\/Ph

Figure 42 : Feuillet B en épingle a cheveux possédant un coude B type dicétopipérazine.

Une autre technique utilisée pour stabiliser le repliement en épingle a cheveux est la
macrocyclisation qui consiste a insérer deux coudes artificiels entre deux brins B. Par exemple,
S. H. Gellman a démontré la possibilité de former des macrocycles en utilisant deux mimes de
coudes B différents pour induire la formation de feuillets B paralleles stables dans I'eau (Figure
43). Dans ce cas-la les brins B sont composés dacides aminés naturels et l'induction de
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I'orientation des brins en paralléle est favorisée grace au coude Gly-CHDA qui relie les
extrémités N-terminales entre elles et au motif D-Pro-DADME assurant la jonction aux
extrémités C-terminales, comme précédemment expliqué.
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Figure 43 : Mime d’un feuillet B parallele macrocyclique de S. H. Gellman.

Par la suite, J. S. Nowick a rapporté que deux brins B présentant I'unité artificielle Hao peuvent
étre joints de maniere covalente a chaque extrémité par un motif 6-ornithine assurant le réle
de coude B. Des macrocycles de 42 a 54 atomes sont alors obtenus présentant un repliement
en épingle a cheveux en milieu aqueux (Figure 44).%%7
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Figure 44 : Macrocycles comprenant le motif Hao et la 6-ornithine officiant comme mime de coudes B. A)
Macrocycle inhibiteur de I'agrégation de la protéine tau. B) Macrocycle inhibiteur de la microglobuline
humaine.

Leu H

Des études ont démontré que ces macrocycles permettent de contrdler des interactions
protéine-protéine notamment en devenant des ligands de la protéine tau ou de la
microglobuline-B, humaine (hB2M) afin d’inhiber leurs agrégations.®®% Ces macrocycles sont
construits de la fagon suivante : la séquence peptidique sur le premier brin  va reconnaitre et
étre complémentaire des feuillets B de la protéine visée tandis que le second brin, avec I'unité
Hao, bloque I'extension du feuillet B en question et donc I'agrégation de la protéine cible.

Les différents exemples énoncés ici ont donc montré le potentiel de I'introduction de coudes
artificiels pour stabiliser des feuillets B comportant deux brins en milieu agueux et pouvant
servir a moduler des interactions protéine-protéine.

b) Ponts disulfure

Afin de promouvoir I'alignement adéquat d’un feuillet B, il est également possible d’établir des
ponts covalents entre deux chaines latérales de deux brins adjacents. La formation d’un pont
disulfure entre deux brins est une méthode possible permettant une structuration type épingle
a cheveux et requiert inéluctablement la présence de résidus cystéines. Ces derniéres doivent,
de préférence, se situer au centre de chaque brin ou étre réparties tout au long du peptide, si
celui-ci est long, afin de former des ponts inter-brins successifs.’®® H. Andersen et coll. ont
notamment démontré qu’un pont disulfure peut étre encore plus efficace que le mime de
coude B « D-Pro-L-Pro » pour nucléer des structures en feuillets B type épingle a cheveux (Figure
45A).200
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A)

sulpg et
Figure 45 : Peptidomimes de feuillet  a deux brins et ponts disulfure. A) Pont disulfure nucléant la

formation d’un feuillet B a deux brins d’Andersen. B) Remplacement d’un pont disulfure entre deux
chaines latérales (jaune) par un pont triazole (rouge) pour stabiliser la conformation active.

Pour une application aux interactions protéine-protéine, la sensibilité des liens disulfure face a
un environnement réducteur reste problématique, ce pourquoi il peut étre intéressant de
varier la nature des macrocycles pour mimer ces ponts disulfure. Une alternative au motif
disulfure a été proposée par I'équipe de A. Brust et se caracrérise par un macrocycle possédant
un motif triazole pouvant améliorer la stabilité des peptides face aux potentielles réductions
en milieu biologique (Figure 45B).29! Ce dernier a été introduit au sein d’un peptide riche en
résidus cystéines et il a été observé que la structure résultante se supperpose parfaitement a
celle du peptide initial comportant uniquement des ponts disulfure.

c) Motifs en épingle a cheveux originaux

Bien que le développement de méthodes permettant de lier de maniere covalente deux brins
peptidiques pour promouvoir leur repliement en feuillets B a été largement décrit, de récentes
avancées ont également proposé ['utilisation de liens non-covalents.?? Des stratégies
originales pour nucléer le repliement en épingle a cheveux entre deux brins peptidiques ont
alors émergé. L'une d’entre elles consiste a utiliser un phénomeéne de coordination avec un
métal de transition pour obtenir la formation in situ de structures en feuillet B (Figure 46). En
effet, induire la formation de complexes hétérobidendates [MX;-(Lc.Ln)] est possible entre deux
ligands peptidiques fonctionnalisés par une phosphine en position C-terminale (Lc) pour I'un et
N-terminale (Ln) pour I'autre.?%3 Ces ligands peptidiques sont alors a-mémes a se lier au platine
() ou rhodium (I) pour s’organiser exclusivement en feuillets B antiparalléles a deux brins
(Figure 46A). Enfin, I'’équipe de H. Kraatz a démontré qu’il est possible de structurer un feuillet
B via la chélation de deux brins par un motif ferrocéne ou les liaisons hydrogene intra-brins se
croisent (Figure 46B).20429> Ce type de coude B non-covalent permettrait de former soit des
feuillets paralléles soit antiparalleles.
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Figure 46 : Nucléation du repliement en épingle a cheveux A) par chélation du Pt (Il) et B) par complexation
au ferrocene.
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Pour conclure, la stabilisation des feuillets B est possible grace a l'introduction de motifs
artificiels pour mimer des coudes 3 ou des brins . De plus, les coudes B artificiels jouent un
réle majeur dans la nucléation de structures en épingle a cheveux. Combiner plusieurs
stratégies de stabilisation a également démontré des applications aux interfaces protéine-
protéine. A présent nous allons voir dans quelles mesures ces systemes optimisant le
repliement en épingle a cheveux peuvent étre appliqués aux feuillets f multi-brins. En effet,
des alternatives ont également vu le jour pour réussir a reproduire des feuillets B multi-brins
rencontrés dans la nature a partir de squelettes non-naturels.

4) Vers des feuillets B multi-brins

a) Feuillets B multi-brins stabilisés par des liaisons hydrogéne

i. Stabilisations de feuillets B multi-brins

Les feuillets B multi-brins parfois appelés « structures super-secondaires » interviennent dans
les maladies reliées aux amyloides (comme la maladie d’Alzheimer), et sont un réel défi
synthétique car sujets a des phénomenes d’agrégation. La formation de fibrilles résultantes de
ces agrégations est une composante essentielle de ces maladies. Un objectif est alors de réussir
a stabiliser des feuillets B multi-brins qui adoptent une conformation serpentée alternant des
boucles (ou coudes B) avec un maximum de brins B. D’ailleurs, cette démarche a notamment
permis de confirmer I’hypothese selon laquelle la formation d’un feuillet B est coopérative
perpendiculairement au plani.e. en augmentant le nombre de brins. En effet, il a été démontré,
principalement par S. H. Gellman, qu’un feuillet B a trois brins et deux boucles est plus stable
que les équivalents & deux brins B en épingle a cheveux.2%62%7 Cette affirmation a découlé
d’études réalisées sur des systémes modeles ou les boucles ont été stabilisées avec les motifs
D-Pro-L-Gly ou L-Asn-L-Gly évoqués auparavant (Figure 47A & B).28209 Ces feuillets B adoptent
un repliement antiparallele stabilisé par des coudes artificiels qui est rarement observé dans
I"’eau du moins, sans I'apport d’un solvant organique (méthanol).
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Figure 47 : Feuillets B a trois brins stabilisés par des pseudo-coudes B. A) Feuillets a trois brins de M. S.
Searle et G. J. Sharman avec le coude "“Asn-'Gly. B) Feuillets B de H. L. Schnenck et S. H. Gellman avec le
coude D-Pro-LGly.

Le brin artificiel de D. S. Kemp avec un motif polycycligue composé d’épindolidione a également
été utilisé pour former des feuillets B antiparalléles serpentés lorsqu’il est incorporé au sein
d’une séquence peptidique (Figure 48).21%18 Dans ce cas, le polycycle ainsi introduit adopte
une structure étendue qui contraint le repliement en feuillet B a I'aide de coudes B naturels.
De plus, la stabilisation de la structure fait intervenir un réseau de liaisons hydrogene inter-
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brins de part et d’autre du brin central avec le motif épindolidione. La résolution des structures
obtenues en variant les différents substituants R a été effectuée en solution via des expériences
de RMN dans le DMSO-ds et a I'état solide par diffraction des rayons X. L'une d’entre elles
seulement était soluble dans I'eau.
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Figure 48 : Mime de feuillet § a trois brins dont I'un dérivé d'épindolidiones.

Il n’existe pas d’étude supplémentaire sur la stabilisation de feuillets B multi-brins et les
meéthodes décrites jusqu’alors ne semblent pas convenir a des applications biologiques étant
donné leur faible solubilité en milieu aqueux. Pour le moment les regles qui régissent
I"'assemblage des feuillets multi-brins et donc leur agrégation ne sont pas maitrisées, ce qui ne
permet pas d’entrevoir une potentielle stratégie de stabilisation générale des feuillets f multi-
brins. Cependant, des alternatives ont également vu le jour pour réussir a reproduire des
feuillets B multi-brins rencontrés dans la nature a partir de squelettes non-naturels : les
foldameéres.

ii. Foldameéres repliés en feuillets § multi-brins

A ce jour, il existe peu d’exemples de foldameéres adoptant un repliement serpenté via un
réseau de liaisons hydrogene. Les travaux de P. Balaram et coll. ont montré la synthése d’un
feuillet a trois brins et deux coudes D-Pro-Gly a base d’hybrides de peptides a/B (Figure 49).21*
L’analyse structurale en solution dans des solvants polaires tels que le méthanol ou I'eau, a
révélé une agrégation des feuillets B ainsi obtenus. Cette observation s’explique
vraisemblablement par la compétitivité des solvants pour former des liaisons intermoléculaires
avec les brins exposés et rend compte de la difficulté d’étudier ces structures. Par la suite,
I"’équipe d’A. Hamilton a su combiner de courts fragments étendus a des motifs diphénylalcynes
assurant le réle de coude B pour accéder a des structures comportant trois, cing et sept brins
B (Figure 49B & C).?'2 Dans ce cas-1a, le bicycle aromatique assure la rigidité et I'alignement
antiparallele des brins stabilisés par les liaisons hydrogene intramoléculaires. L'enjeu a présent
est de jouer sur la nature des chaines latérales pour rendre les molécules hydrosolubles et
allonger les brins bien que cela risque de faire apparaitre des problemes d’agrégation.
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Figure 49 : Mimes de feuillets mutli-brins stabilisés via des liaisons hydrogéne intramoléculaires. A)
Structure chimique a trois brins développée par P. Balaram. B) Structure cristalline d'un feuillet a trois
brins et C) Structure du feuillet B avec le coude diphénylalcyne a sept brins développés par A. Hamilton.

Le dernier exemple publié par N. Gopi en 2016 consiste a insérer des acides aminés E-
vinyligues, comme [|'a,f-déhydro-y-Leu, afin de restreindre la flexibilité des brins
peptidiques.?3 Des coudes stabilisés par le motif D-Pro-Gly sont utilisés pour obtenir la
structure serpentée et I'ensemble a été synthétisé sur support solide (Figure 50A). Plusieurs
structures cristallographiques furent obtenues de ces mimes a trois brins apportant ainsi des
informations sur les processus d’agrégation des feuillets  naturels (Figure 50B). En effet, les
structures obtenues s’apparentent au réseau de liaisons hydrogéne d’un feuillet B antiparallele.
De plus, I'agencement tridimensionnel d’un de ces peptidomimes, superposé avec un peptide
aléatoire comme la a-cobratoxine, confirme que ces hybrides pourraient mimer les feuillets 8
multi-brins des protéines.
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Figure 50 : Mime de feuillets a trois brins de N. Gopi a base de foldameéres. A) Hybride d’acides aminés-a/
a,B-déhydro-y-Phe et a,B-déhydro-y-Val. B) Sa structure cristallographique montrant les 9 liaisons
hydrogéne intramoléculaires formant des cycles a 14 ou 18 atomes.

Il semble que les informations relatives a I'assemblage intermoléculaire de ces hybrides soient
proches des processus naturels. Outre I'agrégation latérale des brins via les fonctions amides
exposées au solvant, la contribution des interactions hydrophobes entre les chaines latérales
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est aussi responsable de I'empilement vertical. Ce dernier implique également les fonctions
amides des coudes B qui sont verticales au plan et ces liens peptidiques peuvent alors interagir
intermoléculairement avec leurs homologues ou des molécules de solvants polaires. Ceci mene
inexorablement a la formation d’agrégats entrainant la précipitation des feuillets B artificiels et
naturels. Ces travaux retranscrivent des modeéles qui aident a comprendre I'autoassemblage de
fibrilles d’amyloides et qui s’inscriraient dans la conception de biomatériaux.

b) Stabilisation par empilement aromatique

L"équipe d’lvan Huc a quant a elle développé des foldaméres repliés en feuillets B multi-brins
stabilisés par empilement aromatique en milieu organique. Ici, le motif 4,6-dinitro-1,3-
phénylénediamine constitue un pseudo-coude B permettant I'orientation parallele des brins
linéaires aromatiques liés par fonctions amides (Figure 51).2242'> |Is ont pu obtenir des
architectures jusqu’a cing brins adoptant une conformation dite « serpentée » i.e. alternant
des motifs brins et coudes. Plus récemment, le méme mime de coude B fut combiné a des
dérivés de diaza-anthracénes comme pseudo-brins pour induire la formation de feuillets B
courbés. La stabilisation par empilement aromatique de ce dernier a également été étudiée
pour s’inscrire dans un assemblage plus complexe type hélice-feuillet-hélice.?*®
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Figure 51 : Feuillets multi-brins stabilisés par empilement aromatique. A) Structure moléculaire d’un
foldamere a trois brins composés de coudes 4,6-dinitro-1,3-phénylenediamine. B) Structure cristalline de
ce foldamere.

L’ensemble des exemples évoqués jusqu’a présent montrent a quel point la Nature est une
réelle source d’inspiration pour développer des modeles chimiques complexes tels que les
mimes de feuillets B. Nous avons pu voir qu’ajouter un élément structural spécifique peut étre
décisif pour promouvoir et stabiliser le repliement en épingle a cheveux. Toutefois, pour
accéder a des structures plus complexes, comparables aux feuillets f multi-brins, il faut souvent
faire face a des problemes d’insolubilité et donc d’agrégation engendrant la précipitation des
molécules étudiées. Alors, le fagconnage de ces structures peut étre facilité en privilégiant
I"utilisation de foldameéres et en travaillant avec des mimes de brins courts, ce qui n"'empéche
pas d’obtenir des architectures avec des applications biologiques variées. Effectivement, les
foldameres représentent une large gamme de molécules stables permettant de moduler
différentes interactions protéine-protéine mais pour le moment leur potentiel en tant que
médicament reste en questionnement.?17,218
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IV. Conclusion et objectifs de la théese

La chimie du médicament est basée depuis toujours sur I'exploitation et la transformation de
substances médicinales naturelles mais cette source s’épuise. En parallele, les peptides sont
peu utilisés dans l'industrie pharmaceutique bien qu’ils aient connu un développement
significatif depuis quelques dizaines d’années, notamment grace a la mise au point de
méthodes de production, chimiques en phase solide ou biologiques telles qu’en phage display.
Les peptides offrent plusieurs avantages par rapport aux petites molécules qui constituent les
médicaments traditionnels : (1) ils offrent une efficacité, une sélectivité et une spécificité
remarquables, (2) les produits de dégradation des peptides ne sont pas toxiques (3) ils
s’accumulent peu dans les tissus en raison de leur temps de demi-vie court. Ce dernier point
peut également devenir un inconvénient lorsqu’il est question de durée d’action.
Effectivement, en dépit des avantages qu’offrent les peptides par rapport aux petites
molécules, leur développement pharmaceutique se heurte a des limites. Ces dernieres sont
lices a leur faible capacité a traverser les barrieres membranaires, leur tendance a la non-
structuration, a leur faible durée de demi-vie ou encore a la difficulté de comprendre leurs
mécanismes d’action.

Le répertoire des méthodes de stabilisation des conformations bioactives fourni au cours de ce
chapitre a permis de rendre compte des solutions apportées pour surmonter ces problemes.
Au fil du temps, plusieurs stratégies de stabilisation de structures secondaires se sont profilées
en partant des motifs naturels stabilisateurs jusqu’au développement de molécules totalement
artificielles, en passant par I'apport d’éléments stabilisateurs artificiels sur des séquences
peptidiques.

Pour enrichir ce registre, cette thése a pour objectif de rapporter deux nouvelles stratégies de
développement de peptidomimes, I'une concerne la stabilisation d’une structure hélicoidale et
I"autre, la conception de foldaméeres comme mimes de feuillets § multi-brins.

Le chapitre 2 sera consacré au premier objectif concernant l'introduction d’un macrocycle
entre deux chaines latérales qui présente un nouveau motif : la fonction guanidine (Figure 52).
Les aspects novateurs quant a |'utilisation de ce motif seront exposés pour ensuite s’attarder
sur le développement d’une stratégie de synthése robuste de ponts guanidine. Ces derniers
seront appliqués a de courts peptides biologiquement actifs pour en stabiliser la structure en
hélice a qui est elle-méme impliquée dans des interactions protéine-protéine.

B¢ Ve

Figure 52 : Conception de ponts guanidine entre deux chaines latérales pour stabiliser une structure en
hélice a peptidique.
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Le deuxieme volet de ma thése vise a concevoir des foldaméres multi-brins mimant la
structuration des feuillets B multi-brins naturels. L'idée est de parvenir a la synthese
d’architectures alternant des brins et coudes artificiels stabilisés par des liaisons hydrogene
(Figure 53). L’historique quant aux résultats obtenus précédemment au sein du laboratoire sera
effectué pour restituer le contexte de ce second projet de these. Ensuite, les synthéses multi-
étapes et résultats quant a la structuration des foldaméres ainsi obtenus seront détaillés.

Figure 53 : Conception de feuillets multi-brins a base de foldameres alternant des brins et coudes
artificiels.
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La cyclisation entre les chaines latérales de deux résidus d’'un méme peptide est une technique
répandue pour stabiliser la structuration en hélice a d’un peptide court.® Au cours du chapitre
1, nous avons vu qu’il existe différents types de macrocycles pour former des agrafes
peptidiques, généralement apolaires.?3 Pour compléter le répertoire de modeles
macrocycliques disponibles pour stabiliser une hélice a peptidique nous avons considéré
I'introduction d’une fonction originale polaire : le motif guanidine. La fonction guanidine est
fréeguemment rencontrée au sein des biomolécules notamment parmi les protéines porteuses
du résidu arginine. Elle présente un fort caractere basique (pKa = 13, 7) et se trouve a |'état
cationigue a pH physiologique ce qui peut aider a moduler la solubilité dans I'eau d’un peptide.
De plus, la charge positive de la fonction guanidine peut conférer des propriétés de pénétration
cellulaire intéressantes aux peptides qu’elle compose. En effet, I'équipe de P. A. Wender a mis
en évidence lI'importance des résidus arginine du peptide polaire Tatss—sy connu pour sa
capacité a traverser les membranes des cellules et souvent utilisé comme transporteur
moléculaire.* Ce peptide constitue le domaine de transduction de la protéine d’activation de
transcription nucléaire (Tat) codée par le VIH-1 et il est composé de neuf résidus : RKKRRQRRR.
Cette équipe a démontré que lorsque ce peptide conjugué a une fluorescéine est tronqué a
I'extrémité C-terminale ou a l'extrémité N-terminale (Tatsg—ss, Tatss-ss et Tatsp-s7, Tatsi-sy
respectivement), sa capacité a pénétrer les cellules Jurkat est diminuée.” Le marquage des
peptides modifiés a servi a analyser la pénétration cellulaire par cytométrie en flux et
microscopie confocale. Ces expériences ont montré que la présence de résidus chargés
positivement (Lys, Arg) peut donc influer sur la capacité d’un peptide a traverser les membranes
et que I'impact des résidus arginine est plus fort que celui des lysines. Une autre étude menée
par S. H. Gellman a prouvé que de courts peptides-B enrichis en arginines pouvaient pénétrer
les cellules HelLa.® Dans ce cas, une pénétration cellulaire rapide (15 min) a été observée pour
un peptide structuré en hélice 14 (i.e. les liaisons hydrogene forment des cycles a quatorze
chafnons) en milieu agueux et dont les motifs guanidinium sont disposés sur la méme face de
I"hélice. Ces travaux ont ainsi montré que I'arrangement spatial des groupements guanidinium
et la stabilité structurale du peptide ont un impact direct sur I'entrée d’un oligocation au sein
des cellules.

Un autre aspect intéressant du motif guanidine est son implication dans certains processus
biologiques grace a sa capacité a former des liaisons hydrogéne ou a établir des interactions
électrostatiques. Ce fait laisse envisager qu’une agrafe peptique type guanidine, positionnée a
proximité de la surface d’interaction d’une protéine partenaire, permettrait de renforcer cette
interaction grace a des contacts polaires additionnels. Par ailleurs, selon la longueur et la
flexibilité des chaines alkyles impliquées dans le macrocycle, elle permettrait également de
conserver un certain caractere hydrophobe.

Lors d’un projet d’ingénierie de protéines nous nous sommes intéressés a la Ribonucléase S, un
complexe enzymatique formé par un petit peptide hélicoidal (peptide S) en interaction avec
une protéine (protéine S).” L'importance d’un pont salin entre les résidus Glu2 et Arg10 du
peptide mettant en jeu la fonction guanidine présente sur I'arginine (Figure 1) a été mise en
évidence.® Cette fonction est essentielle a la fois pour la stabilisation de I’hélice a mais aussi
dans l'interaction entre le peptide S et la protéine S et donc dans la cohésion du complexe.
C’est pourquoi, nous avons choisi le peptide S comme modele d’étude pour développer une
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stratégie de stabilisation d’hélice a par un lien covalent de type guanidine N,N’-disubstituée.
Par la suite, le but sera d’appliquer ce concept d’agrafes peptidiques sur différentes séquences
peptidiques d’intérét biologique.

Figure 1 : Pont salin du peptide S entre les résidus Glu2 et Arg10 en interaction avec la protéine S. Les
pointillés jaunes représentent les liaisons hydrogéne (PDB 2NRS).

I.  Stratégie de synthése : introduction du motif guanidine lors de I’étape de
macrocyclisation

Afin d’établir une stratégie de synthése de ponts guanidine robuste, différents parametres ont
d@ étre pris en compte. Il était nécessaire de concevoir une voie de synthese compatible avec
I’ensemble des résidus acides aminés fonctionnels pour permettre une application sur un large
choix de séquences peptidiques. Le développement de ces agrafes peptidiques devait
également étre compatible avec une synthése sur support solide en utilisant des conditions de
réactions douces n’altérant pas la résine utilisée comme support (e.g. éviter de trop hautes
températures ou I'emploi de métaux). Au cours de cette partie, il sera question de détailler la
mise au point de I'ensemble des étapes de synthese d’agrafes peptidiques type guanidine.

1) Stratégie de guanidinylation sur support solide

Dans la littérature, de nombreuses réactions ont été décrites pour synthétiser des
guanidines.?'% Parmi les différents précurseurs permettant de former ce motif, nous avons
choisi de travailler avec un groupement thiourée, compatible avec la synthése sur support
solide. Il existe différents types d’activation de ces thiourées pour générer la fonction guanidine
(Figure 2). Les thiourées activées par un carbamate peuvent étre converties en guanidine en
présence de chlorure de mercure!'!2 ou de carbodiimides comme I'EDC*? et le DIC** (Figure
2A). Deux autres réactifs sont également utilisés pour activer une thiourée en carbodiimide : le
réactif de Mukaiyama (iodure de 2-chloro-1-méthylpyridinium)*® et le diiode (Figure 2B).*®'’ La
conversion d’une thiourée en guanidine peut également étre effectuée via une arylation en
présence du réactif de Sanger (1-fluoro-2,4-dinitrobenzene)® ou une alkylation en présence de
iodométhane!®?% menant ainsi a des intermédiaires isothiourées (Figure 2C).
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Figure 2 : Agents d'activation de thiourées vers la formation d'une fonction guanidine.

En 2005, E. Fan a rapporté la synthése d’oligomeres de guanidines a partir de monomeres 1
portant un groupement azoture d’un coté et de I'autre une fonction thiourée activée par un
groupement 2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyle (Pbf) (Schéma 1).2! Le lien
guanidine est formé par réaction avec I'amine primaire a coupler en présence d’'EDC, via le
passage par un intermédiaire carbodiimide. Les monomeéres étant protégés a I'extrémité N-
terminale par un azoture, celui-ci a ensuite été réduit en présence de SnCl, et PhSH. Ces deux
étapes ont été répétées jusqu’a atteindre I'oligomere désiré qui a finalement été clivé de la
résine dans des conditions acides.
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Schéma 1 : Synthese d'oligoguanidines selon E. Fan

J. F. Hernandez a quant a lui développé une stratégie de synthése de peptides macrocycliques
via la formation d’une guanidine (Schéma 2).?2 Le macrocycle a été synthétisé sur support
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solide aprées I'assemblage d’un pentapeptide 2 sur la résine. Deux acides a-aminés présentant
des amines primaires protégées sur leurs chaines latérales ont été placés de part et d’autre
d’une séquence constituée de trois résidus. Les groupements protecteurs de ces deux chaines
latérales, Alloc et Mtt, sont orthogonaux entre eux mais aussi aux protections des autres résidus
de la séquence et sont donc compatibles avec les conditions de synthese du peptide. Dans un
premier temps, 'amine située en C-terminale portant le groupement Alloc a été sélectivement
déprotégée en présence de palladium tétrakis puis, convertie en isothiocyanate 3 a I'aide de
DPT (di-2-pyridylthionocarbonate). Ensuite, le deuxieme groupement protecteur (Mtt) fut 6té
dans des conditions acides douces et I'amine primaire générée a réagi avec l'isothiocyanate
afin de fermer le macrocycle 4 en formant une fonction thiourée. Apres alkylation de la thiourée
avec du iodométhane, la réaction avec des amines primaires ou secondaires a conduit aux
guanidines 5 désirées diversement substituées. Cette méme équipe a adapté cette méthode
de macrocyclisation pour préparer différents analogues d’enképhalines et moduler leur activité
vis-a-vis de récepteurs opioides.?3
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Schéma 2 : Stratégie de synthése de peptides macrocycliques entre deux chaines latérales de deux résidus
distancés de trois résidus et portant un motif guanidine développée par J. F. Hernandez.?®

En s’appuyant sur les précédents travaux de J. F. Hernandez nous avons choisi de concevoir une
stratégie de synthése ou le motif guanidine serait formé directement lors de I'étape de
macrocyclisation. Le développement des agrafes peptidiques de type guanidine nécessite la
présence d’amines primaires sur les chaines latérales des deux résidus a cycliser. La séquence
peptidique de départ devait donc étre modifiée en remplacant deux résidus par des lysines
dotées de groupements protecteurs orthogonaux (GP1 et GP2) (Schéma 3). L’avantage d’utiliser
la lysine est que I'amine primaire de la chaine latérale est rattachée au Ca par un segment
hydrocarboné assez flexible pour favoriser la macrocyclisation. Ainsi, une fois que la séquence
peptidiqgue est assemblée sur support solide selon une stratégie Fmoc, la synthése du
macrocycle nécessite un jeu de déprotections sélectives des chaines latérales impliquées dans
le macrocycle. La formation du macrocycle commence par la déprotection sélective de GP1 sur
6 pour que I'amine libre réagisse avec un dérivé isothiocyanate. Ceci méne a la formation de
I'intermédiaire thiourée 7 activé par GPs. La deuxieme amine (lysine) portant le groupement
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GP; est déprotégée afin de réagir avec la thiourée activée 7 pour former la guanidine lors de
I"’étape de macrocyclisation. Le groupement GP3 est quant a lui 6té en fin de synthese, avant
de cliver le peptide de la résine.

1/ Déprotection GP,
AcHN L O AcHN ‘ ’ O

NH(GP,) NH(GP,) NH(GP;)

6

1/ Déprotection GP,
2/ Macrocyclisation

AcHN ‘ ’ NH,
NH 2/ Coupure du peptide

HN de la résine HN NH
s ~ 0

Schéma 3 : Stratégie de synthése envisagée pour concevoir des agrafes peptidiques type guanidine.

2) Choix du groupement activateur GP3

Une fois que cette stratégie fut établie, il a fallu statuer sur la nature du groupement a utiliser
en GPs avant de déterminer les groupements protecteurs GP1 et GP, des deux résidus lysine.
Ce point était crucial car les isothiocyanates acylés sont des composés plutdt instables et
difficilement isolables. Deux composés ont été synthétisés pour introduire le motif thiourée :
le Pbf-isothiocyanate et le Fmoc-isothiocyanate.

Les conditions de synthése du Pbf-NCS en présence de thioisocyanate de tétrabutylammonium
ont été décrites par E. Fan.?* La synthése du dérivé Pbf-NCS 11 s’est avérée délicate car le
produit se dégrade rapidement lors de sa purification sur colonne de silice ce qui a mené a un
rendement de seulement 3 % (Schéma 4A). La synthese a été effectuée a trois reprises en
modifiant les systemes d’éluants lors de la purification mais le composé désiré n’a pas pu étre
séparé du composé de départ. L'équipe d’E. Fan a également rapporté la difficulté d’isoler le
Pbf-NCS puisqu’ils I'ont systématiquement obtenu avec 5 % du produit initial, le Pbf-Cl 10, apres
purification. Ils ont rapporté que le composé 11 était tres instable a température ambiante ce
pourqguoi 'étape de purification devait étre rapide. En revanche, le dérivé Fmoc-isothiocyanate
13 a été synthétisé a partir du thiocyanate de potassium et de chlorure de
fluorénylméthoxycarbonyle 12 avec un rendement de 54 % (Schéma 4B) comme décrit par J.
A. Flygare.?> Le produit ainsi obtenu a pu étre conservé a -4 °C pendant plus de dix-huit mois
sans se dégrader. D’apres ces résultats, le groupement Fmoc a été retenu pour étre positionné
en GPs sur I'intermédiaire thiourée de la synthese du pont guanidine.
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Schéma 4 : Syntheses de dérivés isothiocyanates. A) Synthése du Pbf-NCS. B) Synthése du Fmoc-NCS.

3) Choix des groupements protecteurs sur les chaines latérales des lysines

Le premier enjeu synthétique pour former un macrocycle type guanidine fut de choisir
judicieusement les groupes protecteurs a apporter sur les chaines latérales des lysines. Ces
groupements devaient étre orthogonaux entre eux mais aussi a ceux présents sur tous les
autres résidus peptidiques de la séquence. La synthese du peptide étant réalisée selon une
stratégie Fmoc, I'ensemble des groupements protégeant les chaines latérales non impliquées
dans le macrocycle sont acido-labiles comme le tert-butoxycarbonyle (Boc) ou le tert-butyle
(tBu). Par conséquent, les conditions de déprotection des groupements GP; et GP, ne devaient
pas solliciter de conditions acides fortes, ni de conditions basiques, pour étre compatibles avec
la synthése peptidique et la déprotection du Fmoc. Alors, deux couples de groupements
protecteurs, disponibles commercialement, présentaient les caractéristiques requises :
Alloc/Mtt et Alloc/ivDde (Figure 3). Effectivement, I'allyloxycarbonyle dit Alloc est enlevé via
une catalyse au Palladium tétrakis et pour Oter le groupement Mtt (méthyltrityle) des
conditions acides douces sont nécessaires mais restent tout a fait compatibles avec les
protections des autres résidus de la séquence peptidique.?®?’ Le composé ivDde (1-(4,4-
diméthyl-2,6-dioxocyclohex-1-ylidéne)-3-méthylbutyle) quant a lui, requiert généralement une
réaction d’hydrazinolyse.?®

Alloc: Mitt: ivDde:

Q
I S P
e
HM™ "0 HM o

Al | Ph

Conditions acides
[Pd] faibles Hydrazinolyse

Figure 3 : Groupements protecteurs compatibles avec la stratégie de synthése d'un pont guanidine. Les
conditions de déprotection sont écrites en dessous de chaque groupement.

La synthése de séquences peptidiques dérivées du peptide S a été envisagée comportant soit
le  couple Alloc/ivDde ou  Alloc/Mtt comme  groupements protecteurs
KK(GP2) TAAAKFEK(GP1)QHMDS. La premiere finalité était de déterminer si ces groupements
interférent dans I'efficacité de synthese du peptide et de mettre en place des conditions
optimales de déprotection. En fonction de ces critéres, 'un de ces jeux de groupements
protecteurs a d étre choisi pour intervenir dans la conception de nos agrafes peptidigues.

80



Chapitre 2. Développement d’agrafes peptidiques polaires de type guanidine

Les séquences peptidiques décrites au cours de ce chapitres ont étés synthétisées sur un
synthétiseur automatique (CEM Liberty Blue) a partir d’une résine de polystyrene TFA labile
(MBHA Rink amide) chargée a 0,52 mmol/g et d’acides a-aminés commerciaux de type : Fmoc-
aa-OH. Les réactions de couplage ont été effectuées en présence de DIC et de I'additif Oxyma
qui est une alternative a I’'HOBt et qui a pour réle d’éviter des réactions secondaires et de
supprimer I'épimérisation.?® Pour la déprotection des groupements Fmoc, une solution a 20 %
de pipéridine dans le DMF a été utilisée (Schéma 5). Enfin, 'extrémité N-terminale a été
acétylée en présence d’anhydride acétique pour ajouter un accepteur de liaisons hydrogéne
supplémentaire. Différentes transformations ont ensuite été effectuées sur support solide
suivies d’un clivage en conditions acides a I'aide du mélange TFA/H,O/TIS/EDT (94/2.5/0.1/2.5).
L'éthylene dithiol (EDT) sert a limiter I'oxydation de la méthionine en sulfoxyde et le
triisopropylsilane (TIS) est utilisé pour capter les cations libérés.

o

o N 2) 20% pipéridine,
/O Fmoc T OH " o DMF °
HoN —R(Seﬂ) FmOC/N%N/O —_— HQN%N/O
DIC (5 eq.), R (75°C, 155W, 155 -
Oxyma (5 eq.) +90°C, 35W,50s)

(75°C, 30W, 300s)

TFAITIS/H,O/EDT o
(1+2)™1 o 9 Ac,0, TA, 20 min v 9 (94/1/2,5/2,5) H
> H N%N N%N . NJNH
R OH|, o R H|p ol R Hj,

Schéma 5 : Synthése de peptides sur support solide assistée par micro-ondes.

Le suivi des différentes étapes de synthése a été assuré par des micro-clivages dans les
conditions précédemment mentionnées pour procéder a des analyses HPLC et LC/MS et
caractériser ainsi chaque intermédiaire formé. Le systéme RP-HPLC utilisé présente un gradient
linéaire 10 a 100 % de B (0.1 % TFA dans CH3CN) dans A (0.1 % TFA dans H20) en 10 minutes
avec détection UV a 200 nm.

a) Couple Alloc/ivDde

i Synthese du peptide

Une premiere séquence peptidique (P1) issue du peptide S a été synthétisée en remplacant les
résidus 2 et 10 par des lysines dont les chaines latérales sont protégées respectivement par les
groupements ivDde et Alloc : Ac-KK(ivDde) TAAAKFEK(Alloc)QHMDS . Il a semblé plus prudent
d’introduire le résidu portant le groupement protecteur le plus encombré (ivDde) en fin de
synthése, (i.e. vers 'extrémité N-terminale), afin d’éviter au maximum de possibles de délétions
dues al’'encombrement stérique. L'étape de couplage de chaque acide a-aminé a été optimisée
en faisant varier la température de chauffage aux micro-ondes. En réalisant des couplages a 90
°C/35 W, le composé souhaité n’a été obtenu qu’avec une pureté de 52 %. Effectivement, les
analyses HPLC et LC/MS ont révélé la formation d’un produit secondaire majoritaire provenant
de la délétion d’une lysine protégée par un groupement Boc. A priori celle-ci correspondait a
celle située en fin de séquence suivant la Lys(ivDde). Alors, cette synthése fut optimisée en
doublant le nombre de couplages pour ce dernier résidu et le peptide désiré P1 a été obtenu
avec une tres bonne pureté de 90 %. La synthese a également été envisagée en utilisant des
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conditions de couplages plus douces a 75 °C/30 W mais la pureté du peptide a drastiguement
diminué a 43%.

ii. Déprotection du groupement Alloc

Le groupement Alloc a été enlevé par le biais d'une catalyse au palladium tétrakis en présence
de phényle silane dans le dichlorométhane a température ambiante et sous atmosphere inerte
(Schéma 6). La réaction a été réalisée une premiere fois durant trois heures mais I'analyse HPLC
a montré que la conversion en produit P2 n’était que de 61 %. La réaction fut relancée dans les
mémes conditions que précédemment pendant une heure pour arriver a une conversion
compléte et une pureté de 73 %.
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Schéma 6 : Déprotection du groupement Alloc sur le peptide P1. Le chromatogramme HPLC et le spectre
de masse du composé brut résultant P2 ont été obtenus a I'issue d’un microclivage. HPLC : gradient 10 a
100 % de B (0.1 % TFA dans CH3sCN) dans A (0.1 % TFA dans H20),10 min.

iii. Optimisation de I'introduction du motif thiourée

Apres avoir vérifié 'efficacité des conditions de déprotection de I’Alloc, nous avons cherché a
optimiser la formation de la thiourée P3 (Schéma 7). Pour ce faire, I'amine libre du peptide
issue de la déprotection du groupement Alloc, a été mise a réagir avec le Fmoc-isothiocyanate
en exces (5 éqg.) dans le dichlorométhane, pendant 30 min. La conversion totale en thiourée P3
a bien eu lieu. La réaction fut retentée en diminuant le nombre d’équivalents (1 ég.) du dérivé
isothiocyanate. Dans ce cas, la conversion a été compléte en 1h ce qui a permis de diminuer la
guantité nécessaire d’isothiocyanate pour une durée de réaction totale correcte.
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Schéma 7 : Introduction du motif thiourée sur le composé P2. Le chromatogramme HPLC et le spectre de
masse du composé brut résultant P3 ont été obtenus a I'issue d’un microclivage. HPLC : gradient 10 a 100
% de B (0.1 % TFA dans CH3CN) dans A (0.1 % TFA dans H20),10 min.

iv. Déprotection ivDde

Des essais quant a la déprotection de I'ivDde ont été effectués en paralléle de ceux réalisés sur
I’Alloc. Le groupement ivDde est généralement déprotégé par le biais d’'une hydrazinolyse en
présence d’hydrazine hydrate.?® Cependant, il a été décrit que le Fmoc peut étre rapidement
déprotégé en présence d’hydrazine. Ce fait nécessiterait donc de déprotéger I'ivDde en
premiere étape de synthese (GP1) avant l'introduction du motif Fmoc-thiourée. Il n’est pas
impossible que I'hydrazine puisse réduire également le motif allylique ce pourquoi, nous nous
sommes également intéressés a d’autres conditions de déprotection de I'ivDde.3° M. Bradley a
notamment utilisé de I’hydroxylamine en présence d’imidazole solubilisés dans un mélange
NMP/DCM, en se basant sur le fait que le Fmoc est sensible aux conditions basiques et que la
déprotection du Dde nécessite un nucléophile effectuant une trans enamination.3! Cette
équipe a observé que la déprotection de I'éthyle de 1-(4,4-diméthyl-2,6-dioxacyclohexylidéne)
(Dde) a eu lieu en présence d’hydroxylamine/imidazole sans altérer les groupements Alloc et
Fmoc d’'une méme séquence. Des premiers essais ont été effectués avec ces deux réactifs pour
déprotéger I'ivDde a partir du peptide P1 (Tableau 1). Plusieurs conditions ont été testées en
faisant varier le nombre d’équivalents, le temps de réaction ou le solvant mais ceux-ci ne se
sont pas avérés fructueux puisqu’au mieux une déprotection partielle a été observée comme
le retranscrivent les résultats résumés dans le tableau. En effet, la conversion en produit désiré
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P4 est restée tres faible (11 %) méme en trés larges exceés d’hydroxylamine et les essais réalisés
en présence d’hydrazine ont manqué de réplicabilité. Plus récemment, S. Lokey et al. ont
rapporté que le groupement Dde peut étre également orthogonal au groupement Fmoc
lorsque la réaction de déprotection est effectuée en présence de borohydrure de sodium a
partir du peptide P3.32 Alors, ce troisiéme réactif a été envisagé pour parvenir a déprotéger le
groupement ivDde mais a mené systématiquement a la déprotection du Fmoc du fait du temps
de réaction long. L'augmentation du nombre d’équivalents de NaBH4 a effectivement permis
d’6ter le groupement ivDde mais non sans déprotéger le Fmoc également.

Tableau 1 : Conditions testées pour déprotéger le groupement ivDde a partir du peptide P1 et ®P3.

Réactif Equivalents Solvants Temps Conversion
10 éq/10 éq.  NMP/DMF 2h 0%
Hydroxylamine® 51 éq./38 éq. NMP/DCM 1h30 0%
NH,0H.HCl/imidazol Lo
2 /imidazole | 514 : /385 \mp/DCm 1h30 11 % (P4)
h % (P4
Hydrazine® 21¢é DMF ’ 0 ‘;OTr/;c(:es)de
NzHa.H0 o DMF 16h 0 aes e
produit désiré
0%
1 éq. Eth I/THF h Dé i
Borohydrure de éq thanol/ 6 éprotection
. Fmoc
sodium
NaBH 0
4 10 éq. Ethanol/THF 15h Déprotection

ivDde et Fmoc

Au regard des résultats obtenus pour la déprotection de I'ivDde qui était incompléete quelles
que soient les conditions utilisées, 'emploi de ce groupement protecteur était fortement
compromis. Alors, la poursuite du projet s’est dirigée sur le couple Alloc/Mtt.

b) Couple Alloc/Mtt

i. Synthese du peptide

Un premier fait a considérer quant a I'utilisation du couple Alloc/Mtt est que le groupement
Mtt est sensible aux conditions acides. Par conséquent, les analyses assurant le suivi réactionnel
et résultantes d’un clivage au TFA montrent systématiquement la déprotection du groupement
Mtt. La séquence peptidique envisagée P5 a été synthétisée, comprenant une lysine protégée
par le Mtt en position 2 tandis que la lysine portant le groupement Alloc a été placée en position
10. Le peptide P5 a été obtenu avec une excellente pureté (> 90 °C) a la fois dans des conditions
douces de couplages a 75 °C et aussi a 90 °C.

Ce peptide a également été synthétisé en inversant les positions des lysines comportant les
groupements protecteurs Alloc et Mtt. Lors d’une premiere synthese, le peptide P6 fut obtenu
avec une faible pureté de 6 % car le produit majoritaire formé résultait de la délétion des deux
résidus d’intérét Lys(Alloc) et Lys(Mtt). La synthese fut retentée en doublant le nombre de
couplages pour ces deux résidus critiques. Cette fois-ci, le peptide attendu n’a pas été formé
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puisqu’un peptide résultant de la délétion des résidus 3 a 9 a été principalement récupéré.
L'insertion de la lysine(Mtt) en position 10 compliquait trop la synthese du peptide pour
continuer le développement de ponts guanidine avec cette séquence.

Le choix de la séquence de départ s’est donc porté sur le peptide P5 pour s’intéresser aux
conditions de déprotection des groupements Alloc et Mtt qui le composent.

ii. Déprotection du groupement Alloc

Le groupement Alloc fut déprotégé dans les mémes conditions que celles utilisées pour le
couple Alloc/ivDde selon une catalyse au palladium. Aprés 2h de réaction, la conversion en P6
n’était que de 71 % et la réaction fut relancée pendant 1h. Cette fois-ci, une conversion a 84 %
a été observée. Pour atteindre une conversion complete, la déprotection de I'Alloc fut
renouvelée une seconde fois pendant 1h (Schéma 8). Par la suite, il a été déterminé que la
conversion totale pouvait étre obtenue en faisant réagir a deux reprises le peptide avec les
agents de déprotection pendant 2h.

.y N
EJ L\o

//\\ @ 7 NH

pon 2 Ji )ﬁBUJYNvm J\;N/JL ng Ay iﬁ 1, W;un

O~ "OtBu TrtHN™ ~O
NHBoc NHBoc
PdP(Ph,), ( 0,2 éq.), PhSiH, (24 éq.)
X DCM, TA, 3h + 1h, Ar.
\/J
)
u//

N B
|/> OtBu

AcHN\)L /ér‘\ /'\WN\/U\ Jﬁ:l/\)\ éj\)\ N\i \i\ /¢OO\_)?\H/°

NHBoc P6 NHBoc
TFA/TIS/H,O/EDT (94/1/2,5/2,5)
x10 6
4
1000 lg 7‘?‘ 492.9319 [M+4H]"
pureté=84% e 656.5873 [M+3H]"
- Q 55
& 500 €
g g A.i
35
8 o0 3
< -] 25
g 2
-500 b
01 2 3 4 5 678 910 051 1730280 984.4091 [M+2H]"*

Temps (min) 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300

Schéma 8 : Déprotection du groupement Alloc sur le peptide P5. Le chromatogramme HPLC et le spectre

de masse du composé brut résultant P6 ont été obtenus a I'issue d’un microclivage. HPLC : gradient 10 a
100 % de B (0.1 % TFA dans CH3CN) dans A (0.1 % TFA dans H20),10 min.
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iii. Formation de la thiourée

Dans I'optique de générer le macrocycle, la deuxieme étape de synthese requiert I'insertion du
motif thiourée. Les résultats précédemment obtenus sur le peptide comportant I'ivDde ont
montré la possibilité d’optimiser la réaction en utilisant un seul équivalent de Fmoc-NCS. Cette
méme condition a été appliquée sur I'intermédiaire P6 et le suivi de la réaction a également
montré une conversion totale en P7 aprés 1h de réaction (Schéma 9). Le chromatogramme
HPLC réalisé suite a cette étape a révélé un seul produit majoritaire avec une trés bonne pureté
de 85 %.
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Schéma 9 : Introduction du motif thiourée sur P6. Le chromatogramme HPLC et le spectre de masse du
composé brut résultant P7 ont été obtenus a I'issue d’un microclivage HPLC : gradient 10 a 100 % de B
(0.1 % TFA dans CH3sCN) dans A (0.1 % TFA dans H20),10 min.

iv. Déprotection du groupement Mtt

Il a été mentionné auparavant que le Mtt s’enléve dans des conditions acides douces ce qui
rend délicat le suivi de sa réaction. En effet, il est automatiquement déprotégé lors du
« microclivage » en présence d’acide trifluoroacétique (TFA), ce qui empéche d’observer
directement sa conversion sur un chromatogramme HPLC. Or, trois conditions menant a la
déprotection de ce groupement ont été envisagées: DCM/TFE/AcOH (7/2/1),
DCM/TFE/HFIP/TES (6,5/2/1/0,5), DCM/TFA/TIS (7/1/2).?7?* Pour optimiser cette étape, il a
donc été nécessaire de choisir le mélange le plus efficace pour déprotéger le Mtt. Les tests
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colorimétriques de Kaiser ou celui au TNBS sont généralement utilisés pour révéler des amines
primaires présentes sur le peptide accroché a la résine, en bleu et orange respectivement.
Ceux-ci permettent donc de vérifier si la réaction de déprotection a effectivement lieu mais il
est difficile d’avoir une information quantitative concernant la conversion en amine
déprotégée. Pour pallier ce probléme, une acétylation suivant la réaction de déprotection a été
envisagée pour les trois conditions mentionnées précédemment afin de quantifier Ia
proportion de lysine qui a été déprotégée apres microclivage. Les résultats quant aux essais de
déprotection du Mtt a partir du composé P7 sont retranscrits dans le Tableau 2. Il est apparu
qu’une conversion complete est possible en utilisant le mélange contenant I'HFIP lorsqu’il est
mis a réagir a trois reprises sur le peptide P7 durant 30 min. En revanche, pour les deux autres
conditions, une conversion partielle en P8 a été observée sachant que la déprotection en
présence d’acide acétique a été réitérée jusqu’a cing reprises pour atteindre une conversion
de seulement 35 %.

Tableau 2 : Résultats relatifs a la déprotection du groupement Mtt sur P7 selon différentes conditions a
température ambiante. Les taux de conversion ont été déterminés a partir des chromatogrammes HPLC
des composés acétylés issus de chaque condition.

Conditions de déprotection du Mtt = Temps | Conversion en P8

DCM/TFE/AcOH 3x30 min 29 %
(7/2/1) 5x30 min 35%
DCM/TFE/HFIP/TES . o
(6,5/2/1/0,5) 3x30 min 100 %
DCM/TFA/TIS . o
(7/1/2) 3x30 min 52 %

Le mélange DCM/TFE/HFIP/TES a donc été sélectionné pour déprotéger le groupement Mtt sur
I’ensemble des syntheses entreprises dans ce projet.

4) Etape de macrocyclisation

La réaction de macrocyclisation générant le motif guanidine a d’abord été tentée a partir du
peptide P8, soit une cyclisation en (i, i+8) correspondant a I'analogue covalent du pont salin
Glu2/Argl10 du peptide S natif. La guanidinylation a été testée avec différents réactifs : les
carbodiimides EDC et DIC ou le réactif de Mukaiyama. Aucune conversion en produit désiré n’a
été observée par contre ces essais ont révélé I'instabilité du groupement Fmoc situé sur la
thiourée en présence de DMF. En effet, la déprotection du Fmoc a régulierement eu lieu a
I'issue de ces tentatives de macrocyclisation lorsque la résine restait en contact prolongé avec
le DMF. Nous avons donc veillé par la suite a privilégier le DCM que ce soit comme solvant de
réaction ou lors des rincages. De plus, il semblerait que la taille du macrocycle ne soit pas
suffisante pour permettre une cyclisation en (i, i+8) dans ces conditions. Une nouvelle séquence
simplifiée (P9) a donc été considérée pour revenir a un macrocycle plus court en (i, i+4) avec
les groupements Mtt et Alloc en position 2 et 6, respectivement. Les résidus His12 et Met13 de
cette séquence ont été mutés par des résidus Ala pour limiter les réactions secondaires.

La synthese de la premiere agrafe peptidique a donc été réalisée sur la séquence modele P9 en
(i, i+4) (Schéma 10). Pour commencer, le groupement Alloc a été déprotégé selon les conditions
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précédemment établies pour que I'amine primaire P10 ainsi libérée puisse réagir avec le dérivé
isothiocyanate. Le produit P11 résultant comportait une thiourée activée par un groupement
Fmoc et la pureté du produit s’est élevée a 81 %. Le deuxieme groupement protecteur (Mtt) a
été enlevé dans des conditions acides en présence du mélange HFIP/TFE/TES/DCM. Ensuite,
I’agent de couplage qui a été envisagé pour I'étape de macrocyclisation est le carbodiimide EDC
en présence d’une base, la DIEA, dans le DCM. La réaction a été réalisée une premiére fois en
ajoutant un seul équivalent d’EDC et de DIEA sur la thiourée P12. Suite a 4h d’agitation a
température ambiante, une conversion de 29 % en produit cyclisé P13 a été constatée. La
conversion totale fut observée apres réitération de la réaction sur une durée de 22h. Pour
tenter d’accélérer la réaction et limiter la déprotection du Fmoc, la réaction fut de nouveau
tentée en apportant cette fois-ci 1,2 équivalent d’'EDC et DIEA. Dans ce cas, une conversion de
48 % en produit macrocyclisé a été constatée apres 12h de réaction. Cette derniére a donc été
renouvelée dans les mémes conditions pour atteindre une conversion totale et former le
produit P13 désiré avec une pureté de 60 %. Finalement, I'agrafe peptidique AP1 fut obtenue
apreés la déprotection du Fmoc de la guanidine portée par P13 dans des conditions basiques (20
% de pipéridine dans le DMF). Le peptide a été clivé de la résine en présence du mélange
TFA/H20/TIS (95/2,5/2,5 ; v/v/v). Le chromatogramme HPLC final montre que la conversion du
composé P13 en produit AP1 a été complete et la pureté du produit brut était de 58 %. Apres
purification par HPLC préparative en phase inverse, le peptide AP1 a été récupéré avec un
rendement de 19 % (34 mg).

Ainsi, les différentes étapes de synthése ont été mises au point pour développer des ponts
guanidine entre deux résidus d’une séquence peptidique séparés par trois résidus. Ces résultats
prometteurs ont ouvert la voie pour étudier ensuite I'impact de variations, telles que la taille
et la position du macrocycle, sur le déroulement de la synthése de ces macrocycles.

88



Chapitre 2. Développement d’agrafes peptidiques polaires de type guanidine

fj

_y
oLo
Ve O‘//\ HNYNHPM

NH
AN OtBu
]
. n anvm ruL Jk kuL J\(HJL ﬁ; JL )
= H = H
OtBu % Nowmu
P9 o OtBu THHN" S0 il 602.0566 (M+3HI"
NHBoc NHE!oc 9,1 '
1000 B
S
1/ PA(PPh,), (0.2 éq.), PhSiH, - ” @
éq.), DCM, 2x2h, TA (P10) TFATISH,O é 500 Rurete=H% 84| 4517000
oszszs) € §or| mearr
Z 2 o £ 1
=4 Sos
I ool Bt 902.5647
- 1234 5678 910 - [M+2H]",
VRN h FmOC\ Temps (min) = L [ BT
a , \u o — e S o 0 o 5

NH
fN otBu
o
q i i @ il i o9 i 9 o
AcHN\)J\N N, N\')J\N N\_)LN N\-/U\N/'ﬁrN\')J\NgN\')kN/‘
I OH OtB ;HOZH :OH E W E N
u

o) l (o} = \O‘B,,LL
s
0By TN 50 75| 501.0654 667.7407
NHBoc NHBoc 5% £ MeaH (M3HP
1/HFIP/TFE/TES/DCM TEATISIH.O i °z
(2/1/0.5/6.5), 3x30min, TA (P12) (95/2,5/2, 5) E 56 pUreté=81% = 58
Qe
2/ EDC (1.2 éq.), DIEA (1.2 6q.), E §°
DCM, 2x12h,TA g o £
Fmoc.. g Aj
S0 5 4 5678 910 .
o NHPbf :
HN™ b Temps (min) u: S —
HN "7 450 450 500 550 600 650 760 750 800 850 900 950
OtBu miz
o
o) o} o] o) o]
H H H H H
AcHN\)I\ NJ\”/N N\/U\H N\/U\N N\)L”J\rrN\/U\NﬁN\/U\H/‘
H i & : L 5 = o
OtBu I OtBu
106
P13 07 0otBu THN S0 s -
NHBoc NHBoc 1000 75 4109
£l as2se70 MH3H)
- -t T
3 pureté=60% Q 55
20% pipéridine in DMF, ;I;’Fsilxé‘l;/sz/l;;o g 500 ﬁ s
) = 45
3x15min, TA - 0, g %
2 1%
S s
-600 I
1
012345678 910 o
Temps (min) | ss2.a842 521.0245
HN NH HN . NHPbf 5% 750 560 520 600 530 700 750 800 830 50 950

o @
) N\:)J\
© Aoty OH/ I © Sowu,,.r

HN OtBu m
m@mgmdx PESREENVEREEN

12
TrHNT S0 2 582.3851
NHBoc AP1 NHBoc s [M+3H]
1000 E i
TFA/TIS/H,O pureté=58% 8 u
(95/2525) T 2 0| 437.0476
A 8 oo | MeaHy”
9 S us
3 o 3.
4 873.0564
-500 02 [M+2H]
012345678 910 01 |
Temps (min) o l

~2 ~% 900 950

Schéma 10 : Schéma de synthese du pont guanidine AP1. Le chromatogramme HPLC et le spectre de
masse des composés bruts P9, P11, P13 et AP1 ont été obtenus a I'issue d’un microclivage HPLC : gradient
102 100 % de B (0.1 % TFA dans CH3CN) dans A (0.1 % TFA dans H20),10 min.
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Il. Champs d’application de I'agrafe peptidique guanidine

1) Macrocyclisation en (i, i+4) : influence de la position et de la taille du macrocycle

a) Synthése des ponts guanidine entre les résidus [K6-K10] et [02-06]

Pour faire valoir cette stratégie pour la synthése de nouvelles agrafes peptidiques de type
guanidine, il semblait intéressant de montrer que celle-ci peut étre effectuée a différentes
positions de la séquence. Alors, le pont guanidine a été construit entre les positions 6 et 10 du
méme peptide modele en utilisant les conditions de réaction qui ont été précédemment
optimisées (Tableau 3, ligne [K6-K10]). La synthese du peptide ainsi que les étapes de
déprotection des groupements Alloc et Mtt et la formation de la thiourée se sont déroulées de
maniere similaire a la séquence modele [K2-K6]. Cependant, il semble que la macrocyclisation
se soit effectuée plus rapidement entre les positions 6 et 10 qu’entre les résidus 2 et 6. En effet,
apres 12h de réaction, la macrocyclisation en (2, 6) présentait un taux de conversion inférieur
de moitié a celui en (6, 10). L'intermédiaire P18 obtenu présentait donc une excellente pureté
de 76 % et aucun produit secondaire n’a été formé. Une fois que le groupement Fmoc a été
6té, en conditions basiques, le peptide AP2 a été clivé de la résine et la pureté du composé brut
s’élevait a 67 %. Apres purification, le peptide AP2 a finalement été obtenu avec un rendement
de 10 %, soit 18 mg. Le rendement plus faible dans ce cas s’explique par une perte de produit
lors de la purification en raison d’un disfonctionnement de la RP-HPLC préparative.

Tableau 3 : Comparaison des résultats de synthése des peptides AP1, AP2 et AP3. A = synthése du
précurseur peptidique ; B = formation de la thiourée acylée ; C = produit de macrocyclisation ; D = produit
final (brut apres clivage de la résine). Les puretés des différentes étapes sont indiquées entre parenthese
et les rendements apres purification finale sont également rapportés.

Mutations , Rende-
(i, i+4) Séquences A B C D ments

P9 P11 P13 APl
[K2-K6]  Ac-KK(Mtt)TAAK(Alloc)KFERQAADS (90 %) (81%) (60%) (58%) 19%

P14 P16 P18  AP2
[K6-K10]  Ac-KETAAK(Mt)KFEK(Alloc)QAADS (85 %) (79%) (76%) (67%) 10%

P19 P21 P23  AP3
[02-06]  acko(Mtt)TAAO(AIOC)KFERQAADS (88 %) (80 %) (80%) (59%) 16 %

*Q=ornithine

Pour étendre les possibilités d’accés aux agrafes peptidiques type guanidine, une variation de
la taille du macrocycle en (i, i+4) a également été effectuée en envisageant des chaines latérales
plus courtes. Ceci permettrait a termes de vérifier I'impact de I'apport de contraintes plus ou
moins flexibles sur I’hélicité d’un peptide avec ce type de macrocycle. Pour ce faire, des résidus
ornithines ont été incorporés aux positions 2 et 6 du peptide modele étudié (Tableau 3, ligne
[02-06]). Ces acides a-aminés non naturels comportent un carbone de moins que les lysines
sur leur chaines latérales ce qui réduit la taille du macrocycle de deux atomes. Par ailleurs, les
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dérivés Fmoc-Orn-OH protégées par un groupement Alloc ou Mtt sont également disponibles
commercialement. La synthése de ce pont guanidine a également été réalisée a partir de la
séquence modele précédemment utilisée et en suivant le méme procédé optimisé. L'ornithine
comportant I’Alloc a été placée en position 6 et celle avec le Mtt en position 2 pour mener au
peptide P19 avec une pureté de 88 %. La déprotection du groupement Alloc a été réalisée en
2x2h de réaction (peptide P20) puis le motif thiourée a été introduit sur I'ornithine en position
6 (P21) avec une pureté de 80 % comparable a celles des synthéses évoquées précédemment.
La macrocyclisation a également été réalisée avec succes puisque la pureté du peptide P23, a
I'issu de cette étape, était toujours de I'ordre de 80 %. Elle s’est avérée toutefois plus lente,
puisqu’au bout de 12h de réaction, une conversion de seulement 34 % a été observée contre
48 % pour la séquence équivalente avec les résidus lysines. La formation du macrocycle a pu
étre completement accomplie en réitérant la réaction 12h de plus. Ainsi, réduire la longueur
des chaines latérales impliquées dans le macrocycle semble altérer la vitesse de réaction ce qui
est certainement d au fait que le macrocycle résultant est plus contraint dans ce cas. La
synthése du peptide AP3 a été menée a bien et le chromatogramme HPLC du composé brut a
montré une pureté finale de 59 %. Le peptide AP3 a été purifié et 27mg de produit ont été
récupérés soit un rendement de 16 %.

b) Etudes conformationnelles en solution

Pour les peptides, il est possible d’observer la signature de I'hélice a par dichroisme circulaire
avec deux minima caractéristiques a 208 nm et 222 nm. Le pourcentage de structuration en
hélice dans chacune des séquences peptidiques hélicoidales a été déterminé en supposant une
relation linéaire de I'ellipticité a 222 nm, utilisant I’équation suivante :

fh=([6]222 0bs- [0]c) + ([0]222 - [O]c).

Pour laquelle [B]c et [#]222~ correspondent respectivement a I'ellipticité molaire d’un peptide
non structuré et a l'ellipticité molaire d’une séquence peptidique totalement structurée en
hélice a. 3334 Ces deux parametres peuvent étre exprimés de la facon suivante :

[B]c = (2220 - 53T) et [B]222 = (-44000 + 250T) x (1 - k + N).

T est la température d’expérimentation en degrés Celsius et N le nombre d’unités peptidiques
constituant le peptide. Le terme (1 — k + N) est une correction pour les effets terminaux dans
lequel k est le nombre de groupements carbonyles qui ne sont pas impliqués dans le réseau de
liaisons hydrogéne de I'hélice peptidique. Pour les peptides amide a I'extrémité C-terminale,
une valeur de k = 3 est généralement utilisée.

Les peptides possédant le pont guanidine AP1, AP2 et AP3 ont fait I'objet d’études par
dichroisme circulaire afin d’évaluer I'impact de la position et la taille du macrocycle sur une
séquence peptidique donnée. Le peptide P24 a également été synthétisé pour comparer
I'influence de I'introduction d’un pont guanidine sur une séquence peptidique par rapport a
son analogue linéaire. Le peptide P24 comporte donc deux lysines en position 2 et 6 : Ac-
KKTAAKKFERQAADS. Les expériences ont été réalisées dans I'eau a 3 °C et les résultats ont été
retranscrits sous la forme de graphiques retracant I'ellipticité molaire par résidu en fonction de
la longueur d’onde pour chaque séquence (Figure 4). Il est apparu que le peptide linéaire P24
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adopte une structure aléatoire avec un maximum a 218 nm et un minimum a 208 nm en
solution. Ceci était prévisible puisque les résidus stabilisant I’'hélice a du peptide S via des
interactions entre les chaines latérales, notamment le Glu2 impliqué dans le pont salin avec
Argl0, ont été remplacés par une alanine ou une lysine. La présence du macrocycle guanidine
en (i, i+4) entre les positions 2 et 6 a peu d’influence sur la structuration du peptide quelle que
soit la longueur des chaines latérales (Figure 4, Tableau 4, peptides AP1 et AP3). En revanche,
pour 'agrafe peptidique AP2 entre les positions 6 et 10, un signal caractéristique d’une
structure hélicoidale a été observé (Figure 4). La courbe obtenue pour AP2 a atteint une valeur
d’ellipticité molaire par résidu de -8792 soit une hélicité calculée de 30 % (Tableau 4). Le
placement du pont guanidine entre les positions 6 et 10, c’est-a-dire au centre du peptide, a
permis de stabiliser I'hélice. Ceci peut aussi s’expliquer par la présence en position 2 de I'acide
aminé Glu qui a surement été en mesure de rétablir un pont salin avec la guanidine ainsi
apportée.

4000
= @ 2000 A(nm)
% o 0 M""\..\. A_________,._ Composés  [Blaebks % hélicité
2, g 5000 19}@ 220 230 240 250 P24 1218 2%
5 '
© NE' -4000 AP1
(»] _| _ 0,
e S _g000 |K2-K6] 437 7%
2 E}n 8000 AP2
S < [K6-K10]  -8792 30%
O -10000
= _E AP3
' 5 -12000 [02-06] -109 6%
-
AP1 P24 AP3 AP2
Tableau 4: Valeurs mesurées
d'ellipticité molaire a 222 nm et
Figure 4 : Spectres CD des peptides P24 (151 uM), AP1 (240 des pourcentages d'hélicité dans
UM), AP2 (186 uM), AP3 (297 uM) dans I'eau enregistrés a I'eau pour AP1, AP2, AP3 et P24.

3 °Cdans une cuve de 5 mm.

Ces résultats ont donc démontré que l'incorporation d’un pont guanidine en (i, i+4) peut
promouvoir une structure en hélice a sur un peptide initialement non structuré. La capacité de
ce pont guanidine a stabiliser une structure hélicoidale differe selon la position du macrocycle.

2) Macrocyclisation en (i, i+4) : séquences peptidiques biologiguement actives

Dans le but de prouver que le systeme d’agrafes peptidiques développé ici ne s’applique pas
uniquement a des séquences modeles, la voie de synthése a été étendue a des peptides
impligués dans des interactions avec une protéine d’intérét.

a) Séguence native du peptide S

i Synthese des peptides [K2-K6] et [K6-K10]

Tout d’abord, les ponts guanidine furent appliqués a la séquence native du peptide S
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(KETAAAKFERQHMDS) comprenant les résidus His12 et Met13 importants pour l'interaction
avec la protéine S et I'activité du complexe enzymatique, RNase S, résultant.

Plusieurs structures cristallographiques du complexe de la Ribonucléase S ont été décrites
sachant que la premiére fut rapportée par F. M. Richards en 1992.3> Le peptide S de ce
complexe est constitué de vingt acides a-aminés dont trois impliqués dans I'activité catalytique
(His12, Glull, Lys7) et deux autres (Phe8 et Metl13) interviennent dans l'interaction
hydrophobe avec la protéine S (Figure 5).3° La structure hélicoidale est quant a elle formée par
les résidus 3 a 13. Au regard des résultats retranscrits dans la littérature, il apparait que ce
peptide peut étre tronqué en gardant uniquement les quinze premiers acides aminés (S-15)
puisque les cing derniers ne sont ni impliqués dans "activité enzymatique ni dans l'interaction
avec la protéine, ni dans la structure hélicoidale. Seuls les quinze premiers acides aminés ont
donc été pris en compte pour la synthése de nos agrafes peptidiques. Les résidus responsables
de I'activité catalytique ainsi que ceux impliqués dans I'effet hydrophobe devaient aussi étre
impérativement gardés pour espérer préserver |'activité et de l'interaction avec la protéine S.

Peptide S-20 : Lys-Glu-Thr-Ala-Ala-Ala-Lys-Phe-Glu-Arg-Gin-His-Met-Asp-Ser-Ser-Thr-Ser-Ala-Ala
Peptide S-15 : Lys-Glu-Thr-Ala-Ala-Ala-Lys-Phe-Glu-Arg-G n-His-Met-Asp-Ser

Figure 5 : Séquence primaire et structure cristallographique du peptide S en interaction avec la protéine
S. A) Séquences primaires des peptides S-15 et S-20. Les résidus notés en rose sont ceux formant le pont
salin responsable d’une interaction avec la protéine partenaire. Les résidus écrits en vert et orange sont
ceux impliqués dans linterface hydrophobe et le site catalytique, respectivement. B) Structure
cristallographique illustrant les trois résidus localisés au sein du site catalytique de la RNase. C) Résidus
du peptide S situés dans la poche hydrophobe de la protéine S. (PDB : 2RNS).

Le pont guanidine devait étre placé préférentiellement sur la méme face que le pont salin
naturel, situé entre Arg 10 et Glu2, dans 'optique de garder la liaison hydrogéene avec la
protéine S. Les deux macrocyclisations en [K2-K6] et [K6-K10] effectuées sur la séquence
modeéle ont donc été également réalisées sur la séquence native du peptide S.

Deux peptides, P25 et P30 comportant deux résidus Lys aux positions (2,6) et (6,10)
respectivement, ont été synthétisés avec une pureté d’environ 80 % (Tableau 5, colonne A). Le
groupement Alloc a été enlevé en présence de PdP(Phs)s. La poursuite de la synthéese a
notamment mené aux composés thiourée P27 et P32 dont les puretés n‘ont pas pu étre
déterminées car leurs signaux correspondant en RP-HPLC présentaient un épaulement ne
permettant pas de mesurer précisément la proportion de l'intermédiaire thiourée dans ces
deux cas (Tableau 5, colonne B). Suite a la déprotection du groupement Mtt, la réaction de
macrocyclisation a été réalisée pour les deux peptides en question (Tableau 5, colonne C).
Apres 12h de réaction une conversion a 74 % fut constatée pour le peptide P34 contre 38 %
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pour le peptide P29. La réaction fut renouvelée dans les mémes conditions sur les deux
peptides afin d’atteindre une conversion compléete. Le composé P29 a présenté une pureté de
83 % alors que le peptide P34 une pureté de seulement de 54 %. Finalement, le groupement
Fmoc a été déprotégé dans des conditions basiques usuelles pour récupérer les agrafes
peptides AP4 et AP5 présentant, respectivement, une pureté de 58 % et 43 % (Tableau 5,
colonne D). Les puretées ont été déterminées suite au clivage du peptide de la résine par un
traitement au TFA. Les peptides macrocyclisés avec le motif guanidine ont ensuite été purifiés
par RP-HPLC et s"accompagnent d’un rendement de 17 % pour AP4 (31 mg) et 10 % pour AP5
(19 mg).

Tableau 5 : Comparaison des résultats de synthése des peptides AP4 et AP5. A = synthese du précurseur
peptidique ; B = formation de la thiourée acylée ; C = produit de macrocyclisation ; D = produit final (brut
aprés clivage de la résine). Les puretés des différentes étapes sont indiquées entre parenthése et les
rendements aprées purification finale sont également rapportés.

Mu.ta?tlons Séquences A B C D il
(i, i+4) ments

P25 P27 P29  AP4
] Ac-KK (M) TAAK(Alloc)KFERQHMDS g
[K2-Ke] C-KK(MITAAK(Alloc)KFERQ (80%) (ND) (83%) (58%) 1%

P30 P32 P34 AP5
- Ac-KETAAK(Mtt)KFEK(AII HMDS 9
[K6-K10] c (Mtt) (Alloc)Q (78%) (ND) (54%) (43 %) 10%

ii. Etudes conformationnelles

Les études en solution par dichroisme circulaire ont également été effectuées pour les agrafes
peptidiques AP4 et AP5 issues du peptide S dans les mémes conditions que précédemment.
Ces dernieres ont été comparées au peptide S, P35 (KETAAAKYERQHMDS), possédant
I'ensemble des résidus assurant la stabilisation de I'hélice a dont le pont salin Glu2-Arg10
(Figure 6). Le peptide linéaire P35 a démontré une hélicité de 26 % ce qui correspondait bien
aux valeurs décrites par R.L. Baldwin a basse température dans I'eau (Figure 6, Tableau 6).37 |
a été observé que l'insertion d’un macrocycle guanidine a I'extrémité N-terminale (AP4) entre
les positions 2 et 6 déstabilise légerement |'hélice du peptide dont le pourcentage de
structuration a été déterminé a 22 % (Tableau 6). A I'inverse, la structure hélicoidale du peptide
AP5 portant le macrocycle guanidine en (i, i+4) entre les positions 6 et 10 est davantage
stabilisée (Figure 6). Dans ce cas, un gain de 9 % d’hélicité a été obtenu comparativement au
peptide linéaire P35 (Tableau 6). Cette derniere observation s’est avérée en accord avec les
résultats obtenus pour le peptide AP2 car dans ces deux cas une augmentation de I'hélicité par
rapport au peptide linéaire a été observée. Ceci est donc venu confirmer que l'insertion d’un
pont covalent avec la fonction guanidine entre les positions 6 et 10 peut permettre de
conserver le pont salin avec le résidu Glu2. Cette interaction clé a pour effet de mieux stabiliser
la structure hélicoidale comparativement aux agrafes peptidiques comprenant le macrocycle a
I'extrémité N-terminale.
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] E 2000 A(nm)
s O°
o £ -20002¢ 210 220 230 0 250 Composés  [O]aazobs % hélicité
S ¢ -a000 P35 7514 26%
E e -000 AP4
‘S S -8000 [K2-K6] 6161 22%
g é -10000 AP5
® B 12000 [K6-K10]  -10857 35%

" 14000

Tableau 6 : Valeurs mesurées
-16000 APA P35 AP5

d'ellipticité molaire a 222 nm et
des pourcentages d'hélicité dans

. ) I’eau pour AP4, AP5 et P35.
Figure 6 : Spectres CD des peptides P35 (177 uM), AP4 (107

uM), AP5 (108 uM) dans I'eau enregistrés a 3 °C dans une
cuve de 5 mm.

Finalement, 'ensemble de ces résultats a suggéré que I'introduction d’un pont type guanidine
en (i, i+4) peut permettre de stabiliser la structure hélicoidale s’il est placé au centre du peptide
S. Enrevanche, il n’a pas été observé qu’une stabilisation de I’hélice a pouvait avoir lieu lorsque
le macrocycle est situé vers I'extrémité N-terminale ce qui empéche la formation du pont salin
impliquant le résidu Glu2.

Des études a I'état solide ont également été amorcées en co-cristallisant AP4 et AP5 avec la
protéine S. La technique de cristallogenese qui a été utilisée est la diffusion de vapeur par
goutte suspendue. Plusieurs conditions ont été criblées (96 pour les dérivés du peptide S) en
utilisant notamment les lots de conditions de cristallisation JBS Classic 2, 3 et 6. Une plague de
vingt-quatre puits rassemblant des conditions décrites dans la littérature favorisant la
cristallisation du complexe RNase S, a également été réalisée. Chaque goutte contient 0,7 plL
du complexe L/Protéine S avec un ratio 5/1 et oU chaque ligand L correspond soit a AP4 soit a
APS5. Cela permettrait a termes de corroborer les résultats avec ceux obtenus en solution. Un
aspect intéressant concernant les analogues macrocyclisés du peptide S serait d’observer si
I'interaction avec la protéine via le motif guanidine a été conservée ou non.

b) Peptide PMI : inhibiteur de I'interaction p53/MDM2

A ce jour, le peptide PMI qui est initialement obtenu selon un processus de phage display, est
reconnu comme 'un des meilleurs inhibiteurs de I'interaction p53/MDM?2, et adopte une
structure hélicoidale.®® Sa séquence primaire comporte douze acides a-aminés dont
I’enchainement est le suivant : TSFAEYWNLLSP. En 2010, I'équipe de W. Lu a réussi a identifier
les résidus clés pour 'interaction de PMI avec la protéine MDM2 par le biais d’un AlaScan.? Ce
protocole consiste a remplacer, tour a tour, chaque résidu du peptide par une alanine dans le
but de dévoiler les chaines latérales responsables de I'affinité avec le partenaire MDM2. Il est
advenu que la triade hydrophobe composée des résidus Phe3, Trp7 et LeulO contribue
fortement a l'interaction avec la surface de la protéine MDM2 (Figure 7). De plus, les résidus
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Ser2 et Glu5 permettent la nucléation de I'hélice a du peptide PMI étant donné leurs
implications dans un motif nommé capping box a I'extrémité N-terminale.

En 2018 W. Lu a développé des agrafes peptidiques de type dithiocarbamate appliquées au
peptide PMI.%? s ont notamment obtenu, via des mesures par SPR, une valeur de constante de
dissociation vis-a-vis de la protéine MDM2 de 0,87 nM pour un peptide macrocyclisé entre les
positions 4 et 8 contre Ki = 47 nM pour son équivalent linéaire. Ce peptide décoré d’un pont
dithiocarbamate a également montré une aptitude a traverser les membranes cellulaires en
assurant, in vitro, une activité inhibitrice de I'interaction p53/MDM2. En se basant sur ces
travaux, une agrafe peptidique type guanidine a été imaginée sur le peptide PMI en (i, i+4). Le
macrocycle a été introduit entre les résidus en positions 4 et 8 pour éviter de perturber
I'interaction avec MDM2. Les résidus caractéristiques permettant cette interaction peptide-
protéine et la nucléation de I'hélice a sont ainsi préservés.

A) PMI : Thr-5c:-Phe-Ala-C u-Tyr-Trp-Asn-Leu-Leu-Ser-Pro

Figure 7 : Séquence primaire et structure cristallographique de PMI en interaction avec MDM2. A)
Séquence primaire de PMI ou les résidus notés en vert correspondent a la triade hydrophobe intervenant
dans linteraction PMI/MDM?2. Les résidus notés en orange désignent ceux impliqués dans le motif
capping box. B) Structure cristallographique de PMl illustrant I'emplacement des chaines latérales de ce
peptide responsables de I'interaction avec la protéine partenaire (PDB : 3EQY).

La stratégie de synthese de pont guanidine entre deux chaines latérales a donc été reproduite
sur le peptide PMI oU le résidu Ala4 a été remplacé par la lysine avec le groupement protecteur
Mtt tandis que l'asparagine 8 a été substituée par la lysine portant le groupement Alloc
(Schéma 11). La séquence peptidique P36 ainsi congue a été synthétisée sur support solide et
les analyses HPLC ont indiqué que celle-ci présentait une pureté de 93 %. Tout comme les
peptides précédents, le composé Fmoc-isothiocyanate a réagi avec succes sur P37 pour mener
au dérivé P38 pur a 66 %. Le groupement Mtt a ensuite été déprotégé en amont de |'étape de
macrocyclisation. Concernant la guanidinylation, une conversion en produit cyclisé P40 a été
évaluée a 62 % apres 12h et la conversion complete fut atteinte en réitérant la réaction 12h de
plus. Enfin, le groupement Fmoc a été déprotégé pour donner le composé final AP6 qui
présentait une pureté de 57 %. Malheureusement, le peptide AP6 fut isolé avec un faible
rendement de 2 % (3 mg) en partie di a la faible solubilité de ce composé dans un mélange
eau/acétonitrile et des conditions de séparation non optimisées sur HPLC préparative.
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Schéma 11 : Synthése d'un pont guanidine AP6 sur PMI en (i, i+4) entre les positions 4 et 8. Chaque
intermédiaire P36, P38, P40 et AP6 est accompagné de son chromatogramme HPLC et de son spectre de
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masse obtenus a Iissue d’un microclivage HPLC : gradient 10 a 100 % de B (0.1 % TFA dans CH3CN) dans
A (0.1 % TFA dans H20),10 min.

Concernant I'étude conformationnelle de ce composé, des essais de co-cristallisation avec la
protéine MDM?2 ont été effectués au sein de notre laboratoire.

La capacité de ce peptide a inhiber l'interaction entre les protéines MDM2 et p53 sera
prochainement évaluée dans un test HTRF (Homogenous Time Resolved Fluorescence) qui
combine la technologie FRET (fluorescence resonance energy transfer) avec une mesure
résolue dans le temps.*! Sur ce point, 'influence du pont guanidine pourra étre directement
comparée avec d'autres peptides macrocyliques décrits dans la littérature.*°

c) Peptide SRC1-2 :interaction avec le récepteur nucléaire VDR

Le récepteur de la vitamine D (VDR) est un récepteur nucléaire impliqué dans I'activation du
processus de transcription de nombreux génes impliqués dans le métabolisme cellulaire et le
métabolisme calcique, en partenariat avec le calcitriol (forme active de la vitamine D3).424344
La formation d’un complexe comprenant, entre autres, le récepteur nucléaire VDR lié a la fois
au calcitriol et a une protéine coactivatrice permet d’amorcer la transcription de I’ADN. La
famille de coactivateurs de récepteurs stéroidiens (SRC) constitue la plus grande famille de
protéines régulatrices sachant que I'isoforme SRC1 est commun a une quantité importante de
récepteurs nucléaires dont VDR.#>#® || est & noter qu’un motif nommé NR box pour nuclear
receptor box commun a tous les récepteurs SRC est nécessaire pour l'interaction avec le
récepteur ciblé. Ce motif contient systématiquement une triade de leucines qui opérent dans
une poche hydrophobe agencées comme suit : LXXLL.#"*8 Les résidus notés XX correspondent
a I'histidine suivie d’une arginine pour SRC1-2 : RHKILHRLLQEGS-NH.. Les trois résidus Leu se
projetant dans un sillon hydrophobe, a la surface du récepteur il était préférable de placer le
pont guanidine sur la face opposée de I'hélice a du peptide qui est exposée au solvant (Figure
8). Par ailleurs, I'analyse de la structure cristallographique montre que des interactions entre
des résidus chargés du récepteur et ceux placés aux extrémités de SRC1-2 stabilisent également
la formation de ce complexe. En effet, les carboxylates du résidu E446 de VDR sont impliqués
dans des liaisons hydrogéne avec les liaisons amides a I'extrémité N-terminale du peptide SRC1-
2 tandis que ses résidus C-terminaux établissent des liaisons hydrogéne avec le résidu K274 de
VDR.

Des études ont été menées par I'équipe de S. L. Irving et celle de T. W. Moore sur des peptides
agrafés par des pont hydrocarbonés dérivant du peptide SRC2-2.4%°0 |Is ont obtenu des
résultats similaires en termes d’interaction avec les récepteurs d’estrogéne ERa lorsque le
peptide SRC2-2 est cyclisé entre les positions 3 et 7. Par exemple, une nette amélioration de
I"affinité vis-a-vis du récepteur ERa a été observée, via des mesures par SPR, par rapport a leur
séquence peptidique linéaire respective. Les structures cristallographiques obtenues par T.W.
Moore ont notamment montré que le macrocycle hydrocarboné a conservé I'interaction avec
la surface hydrophobe du récepteur.

Par conséquent, I'agrafe peptide AP7 portant le motif guanidine a donc été envisagée entre les
résidus 3 et 7 du peptide SRC1-2.
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A) SRC1-2 : Arg-His-Lys-lle-Leu-His-Arg-Leu-Leu-GIn-Glu-Gly-Ser

Figure 8 : Séquence primaire et structure cristallographique de SRC1-2. A) Séquence primaire avec le motif
LXXLL impliqué dans l'interaction hydrophobe. B) Structure cristallographique du peptide SRC1-2 en
interaction avec VDR. C) Mise en évidence du motif LXXLL avec la projection des leucines localisées dans
la poche hydrophobe. (PDB : 2HC4).

La synthese du peptide P41 dérivant de SRC1-2 ou le résidu Lys3 contient le groupement Mtt
sur sa chaine latérale et ou I’Arg7 est remplacée par une lysine arborant le groupement Alloc a
été réalisée (Schéma 12). Ce peptide initial P41 a été obtenu avec une pureté de 87 %. L'amine
primaire résultante de la déprotection de I'Alloc a réagi avec le Fmoc-isothiocyanate pour
donner l'intermédiaire thiourée P43. Le groupement Mtt a ensuite été enlevé dans les mémes
conditions acides que les syntheses précédentes. L'amine de la lysine déprotégée est donc
devenue a méme de former le pont guanidine avec la thiourée en présence d’EDC et DIEA
menant au produit P45 qui a présenté une pureté a hauteur de 72 %. Ensuite, le groupement
protecteur Fmoc restant a été éliminé pour donner le produit attendu AP7 avec une pureté
élevée de 70 %. Finalement, le peptide macrocyclisé a été et 21 mg de produit ont été obtenus
soit un rendement de 13 %.

A I'heure actuelle, des études d’interaction avec VDR sont effectuées pour le composé AP7 par
le Dr. Natacha Rochel-Guiberteau (IGBMC, Strasbourg). Des mesures d’affinité seront réalisées
par thermophorese a micro-échelle (microscale thermophoresis MST) afin de déterminer la
constante de dissociation Kp du complexe AP7/VDR. Des expériences de nano-fluorimétrie
différentielle a balayage (nanoDSF) sont également envisagées pour évaluer la stabilité de la
protéine en présence de ce ligand. Afin de procéder a des études a I’état solide, des expériences
de cristallogenese en présence de VDR sont aussi en cours.
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Schéma 12 : Synthese d'un pont guanidine sur le peptide SRC1-2 en (i, i+4) entre les positions 3 et 7.
Chaque intermédiaire P41, P43, P45 et AP7 est accompagné de son chromatogramme HPLC et de son
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spectre de masse obtenus a I'issue d’un microclivage. HPLC : gradient 10 a 100 % de B (0.1 % TFA dans
CHsCN) dans A (0.1 % TFA dans H20),10 min.

3) Macrocyclisation en (i, i+7)

Les résultats rapportés sur la synthese de ponts guanidine en (i, i+4) se sont avérés tres
encourageants ce pourquoi il a été proposé d’étendre cette chimie a la conception de
macrocycles en (i, i+7) sur le peptide S modele.

L'insertion de lysines protégées par des groupements protecteurs orthogonaux a été effectuée
aux positions 3 et 10 dans le but de mimer le résidu Arg par la fonction guanidine du
macrocycle. Une premiéere séquence peptidique P46 a été synthétisée sur support solide et la
pureté du peptide s’est élevée a 95 % (Schéma 13). Cette synthése a été suivie par la
déprotection du groupement Alloc dans les conditions habituelles donnant le produit P47.
Ensuite, l'insertion du motif thiourée a été effectuée a partir du Fmoc-isothiocyanate.
L'intermédiaire P48 ainsi obtenu présentait une pureté de 66 % et son groupement Mtt a été
oté dans des conditions acides. La macrocyclisation a été tentée en présence d’EDC et DIEA.
Apres 12h de réaction, un premier microclivage a été réalisé et un nouveau produit a été formé.
Cependant, la masse de ce dernier ne correspondait pas a celui escompté P50. Alors, la réaction
fut renouvelée 12h de plus pour arriver a une conversion compléte mais avec une faible pureté.
Apres une analyse plus approfondie, il est apparu que le produit majoritaire formé était un
mélange du monomere cyclisé AP8 et de son dimere. Il na pas été possible de séparer
correctement les pics correspondant au dimere et au produit P50 sur RP-HPLC afin de
déterminer précisément la proportion de chacun dans le mélange. L'étape de déprotection
finale du Fmoc a été réalisée en présence de pipéridine diluée dans le DMF. Aprés clivage final
de la résine, une purification du produit brut a été effectuée par RP-HPLC préparative. Une
faible quantité de monomeére AP8 a été obtenue, légérement contaminé par le dimére comme
le montre le spectre de masse de la Figure 9A. Le dimere AP8a a, quant a lui, pu étre isolé et
caractérisé par LC-MS (Figure 9B).

Il semblerait donc la macrocyclisation intermoléculaire se soit avérée compétitive. La longueur
des chaines latérales des lysines n’était peut-étre pas adaptée a la distance entre les deux
résidus a lier pour favoriser la macrocyclisation intermoléculaire. En effet, les macrocycles
hydrocarbonés réalisés en (i, i+7) sur des peptides comportent généralement 11 a 13 atomes
donc le macrocycle guanidine proposé, moins flexible avec 11 atomes consécutifs, devait étre
trop court pour relier deux résidus de cette maniéere.
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Schéma 13 : Synthese d'un pont guanidine AP8 sur une séquence modele en (i, i+7) entre les positions 3
et 7. Chaque intermédiaire P46, P48, P50 et AP8 est accompagné de son chromatogramme HPLC et de
son spectre de masse obtenus a I'issue d’un microclivage. HPLC : gradient 10 a 100 % de B (0.1 % TFA dans
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CHsCN) dans A (0.1 % TFA dans H20),10 min et 10 a 50 % de B (0.1 % TFA dans CH3CN) dans A (0.1 % TFA
dans H20),10 min pour APS8.

Figure 9 : A) Chromatogramme HPLC et spectre de masse du composé AP8 (tr = 2, 61 min) apres
purification. B) Structure du dimere AP8a accompagnée de son chromatogramme HPLC (tr = 2, 78 min) et
de son spectre de masse apres purification. Les valeurs correspondant aux m/z = 3 pour AP8 et m/z =6
pour AP8a sont indiquées en violet et bleu respectivement. HPLC : gradient 10 a 100 % de B (0.1 % TFA
dans CH3CN) dans A (0.1 % TFA dans H20),10 min.
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Une autre stratégie permettant d’allonger les chaines latérales a été développée afin d’accéder
a un macrocycle guanidine en (i, i+7) a treize atomes. Il a été envisagé de coupler I'acide aminé
Fmoc-Gly-OH avec I'amine primaire d’une des deux chaines latérales apportant ainsi trois
atomes supplémentaires dans le macrocycle. La chaine latérale liée au résidu Gly a été réduite
d’un atome en utilisant un résidu ornithine pour que I'ensemble constitue un macrocycle a
treize atomes.

Une lysine comportant le groupement Mtt sur sa chaine latérale a été insérée en position 3 du
peptide S tandis qu’a la position 10 c’est donc une ornithine portant le groupement Alloc qui a
été introduite (Schéma 14). Le peptide P51 ainsi assemblé a présenté une pureté de 73 % due
a deux sous-produits résultant de délétions d’alanine et d’une sérine. Le groupement Alloc de
I'ornithine a ensuite été enlevé dans les conditions habituelles formant le dérivé P52 qui a
ensuite été couplé a I'acide aminé Fmoc-Gly-OH. La réaction de couplage a été effectuée en
présence de DIC et Oxyma sous assistance micro-ondes. Le groupement Fmoc de la glycine a
ensuite été o6té pour libérer une amine primaire P53 qui a ensuite été converti en thiourée P55
via I'ajout du Fmoc-isothiocyanate. Apres la déprotection du groupement Mtt de ce dernier, la
macrocyclisation a été réalisée toujours en présence d’EDC et DIEA, ce qui a mené a la
formation du produit souhaité P57 avec une pureté de 58%. Le groupement Fmoc de la
guanidine a finalement été enlevé générant ainsi le peptide macrocyclisé AP9. La pureté du
produit brut a été déterminée a 49%. Le composé AP9 été isolé mais des traces du composé
dimérisé ont été observées sur le spectre de masse résultant de la purification (Figure 10). Le
dimere dans ce cas a été formé en tres faible quantité puisque sa présence n’avait pas été
remarquée a I'étape précédente, ni sur le chromatogramme HPLC ni sur le spectre LC/MS.

Finalement, la synthese du peptide AP8 comportant un pont guanidine en (i, i+7) a 11 atomes
s’est avérée compliquée principalement en raison de la formation compétitive du dimere AP8a.
Toutefois, la possibilité d'insérer efficacement un pont guanidine en (i, i+7) sur un peptide a été
prouvée en ajustant la longueur des chaines impliquées dans la macrocyclisation. Il a ainsi été
possible d’obtenir le produit brut cyclisé AP9 avec une pureté proche de 50 % apres clivage
final de la résine. Le composé a été isolé par RP-HPLC, mais cette étape doit encore étre
optimisée afin d’éliminer les traces résiduelles du dimere. Il est également possible d’envisager
de reproduire la synthéese sur une résine présentant une charge (loading) plus faible.
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Schéma 14 : Synthese d'un pont guanidine en (i, i+7) sur le peptide S entre les positions 3 et 7. Chaque
intermédiaire P51, P53, P55, P57 et AP9 est accompagné de son chromatogramme HPLC et de son spectre
de masse obtenus a l'issue d’un microclivage (HPLC : gradient 10 a 100 % de B (0.1 % TFA dans CH3CN)
dans A (0.1 % TFA dans H20),10 min.
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Figure 10 : Chromatogramme HPLC et spectre de masse de AP9 apres purification. Les valeurs
correspondant aux m/z =2 pour AP9 et m/z =4 pour AP9a sont indiquées en violet et bleu respectivement.
HPLC : gradient 10 a 100 % de B (0.1 % TFA dans CHsCN) dans A (0.1 % TFA dans H20),10 min.

lll. Conclusion et perspectives

Ce projet porte sur la conception d’une nouvelle méthode de macrocyclisation effectuée entre
deux chaines latérales d’un peptide pour stabiliser une structure en hélice a au sein de peptides
courts. Il vise a introduire une fonction polaire, la guanidine, au sein du macrocycle menant a
des agrafes peptidiques originales pour potentiellement améliorer les propriétés de
pénétration cellulaire de peptides.

La stratégie utilisée pour former ces macrocycles repose sur une cyclisation intramoléculaire
ou l'une des chaines latérales porte un groupement thiourée activé par un Fmoc comme
précurseur de la fonction guanidine. Dans un premier temps, la mise au point des méthodes de
déprotection des groupements Mtt et Alloc situés sur les chaines latérales impliquées dans le
macrocycle a été effectuée. Il s’en est suivi la synthése de trois peptides macrocyclisés en (i,
i+4) a partir d’'une séquence peptidique modele. Ces trois peptides, qui différent par la taille ou
la position du macrocycle, ont été obtenus avec de bonnes puretés finales. Les analyses en
solution par dichroisme circulaire ont révélé que seule I'agrafe peptidique située entre les
positions 6 et 10 (AP2) stabilise une structure hélicoidale comparativement au peptide linéaire
et aux peptides macrocyclisés a I'extrémité N-terminale (AP1 et AP3).

Par la suite, la méme voie de synthese a été utilisée pour étendre les ponts guanidine en (i, i+4)
a des peptides impliqués dans des interactions avec une protéine d’intérét : peptide S/ protéine
S, PMI/ MDM2, SRC1-2/ VDR. Le peptide S a été macrocyclisé entre les positions 2 et 6 (AP4)
puis 6 et 10 (APS). Le peptide PMI a été cyclisé entre en position 4, 8 (AP6) et le peptide SRC1-
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2 a quant a lui été cyclisé entre les positions 3 et 7 (AP7). Des résultats similaires en termes de
pureté ont été observés et les quatre peptides macrocyclisés ont pu étre isolés.

Les deux agrafes peptides issues du peptide S ont donné lieu a des études en solution par
dichroisme circulaire dans I'eau a 3 °C. Dans ce cas, il est apparu que le peptide AP5 présente
un taux d’hélicité plus élevé (35 %) que le peptide S natif (26 %). Pour le peptide AP4, le
pourcentage d’hélicité était légerement plus faible (22 %) que le peptide S. Ces résultats ont
donc confirmé que l'introduction du pont guanidine au centre du peptide peut stabiliser la
structure hélicoidale et probablement permettre de conserver le pont salin naturel. Ces
données demandent a étre complétées par des études a |'état solide du peptide en interaction
avec la protéine partenaire (protéine S) afin d’observer si I'interaction avec la protéine via le
motif guanidine a également été conservée ou non. Des essais de cristallogenese ont
également été réalisés sur les agrafes peptidiques dérivant des peptides bioactifs PMI et SRC1-
2 en présence des protéines d’intérét: AP6/MDM?2 et AP7/VDR. L'étude des propriétés
d’interaction des peptides AP6 et AP7 est actuellement en cours de réalisation. Cela permettrait
a terme d’obtenir des informations a la fois sur la structure et sur l'interaction avec leur
protéine partenaire.

Pour étendre les champs d’application des macrocycles type guanidine, leur insertion a
également été envisagée en (i, i+7) sur le peptide S. La synthése de ce pont guanidine a été
tentée selon deux stratégies différentes pour mener soit a un macrocycle a onze atomes (AP8)
soit a un pont guanidine a treize atomes (AP9). La formation du produit désiré a été observée
dans les deux cas mais dans le premier cas, I'étape de macrocyclisation a conduit a la formation
de produits secondaires, et notament celle du composé dimérisé. L'allongement de la taille du
macrocycle a permis d’obtenir, en revanche, le peptide macrocyclisé en (i, i+7) avec une bonne
pureté.

Les informations qui seront obtenues a partir des différentes expériences concernant les
interactions peptide-protéine seront déterminantes pour la suite projet. En parallele, des
études quant a la résistance a la protéolyse ou aux propriétés de pénétration cellulaire
pourraient étre menées pour les agrafes peptidiques issues de peptides biologiquement actifs.
L’idée ici sera de valider si la fonction guanidine peut effectivement permettre d’améliorer
certaines propriétés pharmacologiques de peptides.

D’autres stratégies de synthéses permettant d’introduire plusieurs motifs guanidine au sein de
I"agrafe peptidique sont également en cours de dévelopement au laboratoire.
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Chapitre 3. Conception et synthese de feuillets B multi-brins artificiels de type diamine-diacide

I.  Conception de nouveaux feuillets B multi-brins

1) Historigue du projet

L'objectif du projet dans lequel ce travail thése s'est inscrit est la conception d'une nouvelle
classe de molécules programmées pour se replier de facon rationnelle en feuillets B par
formation de liaisons hydrogéne intramoléculaires. Cette nouvelle bibliotheque moléculaire
viendra enrichir la diversité des structures accessibles aux foldaméres, et a plus long terme,
permettra le développement de molécules protéomimétiques capables de mimer des
structures tertiaires de protéines.

Parmi les différentes classes de foldameéres existantes, les oligoméres comportant des liaisons
urées entre les résidus ont recu une attention croissante au cours des dernieres années. Un
domaine de recherche au sein de notre équipe est axé sur le développement de foldameres de
type oligourée comme peptidomimes. Des études ont démontré 'aptitude de ces oligomeres
a adopter un repliement similaire aux hélices a.! Les monomeéres constituant ces oligourées
sont des analogues aza des y-peptides dont I'unité de répétition comprend un dérivé d’éthyléne
diamine et un espaceur de type carbonyle reliant chaque unité diamine (Figure 1A). Les
substituants portés par I'unité diamine correspondent aux chaines latérales d’acides a-aminés.
Ainsi, le squelette principal d’une oligourée posséde un site donneur de liaison hydrogéne
supplémentaire par rapport a leurs homologues oligoamides. Des études structurales a haute
résolution en solution et a |'état solide ont permis de montrer que ces oligourées adoptent des
structures en hélice droite 2,5 bien définies, stabilisées par un réseau de liaisons hydrogene a
trois centres. Par la suite, ces observations ont conduit a se questionner sur I'impact de la
longueur de l'espaceur entre deux unités diamine sur la structuration des oligomeres
résultants. L'idée a donc été d’insérer un connecteur plus long, de type diacide, entre chaque
unité diamine afin de déterminer si la structure hélicoidale est conservée ou bien si le nouvel
espaceur peut induire une structure étendue (Figure 1B). Le connecteur étant un dérivé de
diacide, les liaisons formées entre chaque unité ne sont plus des urées mais des amides.

Repliement en

H T
H H N hélice 2.5
A) M"ﬂ/N\/\N)kN/'VN“‘« —_— \/\H
o r A M
H N
-
N _ Espaceur ~ Y\N
«
I
H Q H
B) WN\/\N)WN\/\NTP .
= - Z —_—
R H R O R H

Figure 1 : Oligomeéres concus a partir de motifs diamine. A) Oligourées repliées en hélice 2.5 (rés/tour). B)
Oligoamides alternant des motifs diamines et diacides.
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Le dimere Ill.1 contenant une unité diamine et une unité diacide a été synthétisé (Figure 2A).
Les études structurales a I'état solide ont montré la formation d’une structure étendue mimant
un brin B (Figure 2B). En effet, la structure cristallographique du composé Ill.1 a notamment
révélé que celui-ci se stabilisait via des liaisons hydrogene formées avec des brins adjacents
typiques d’une structure en feuillet B. A partir de ces études, un projet visant a concevoir des
molécules artificielles, dérivées de diacides et de diamines, congues pour se replier en feuillet
B a été initié par le Dr. Christel Dolain. L'approche envisagée propose de coupler des brins
constitués alternativement d'unités diamines et diacides sur le motif diamine b-Pro-DADME
(prolyl-(1,1-diméthyl)-1,2-diaminoéthyle), qui est également stabilisé par une liaison
hydrogene (Figure 2B). Ce dernier a été décrit par S.H. Gellman qui a démontré que ce pseudo-
coude B posséde la capacité intrinséque d'induire un repliement en feuillet 8.2 D’aprés les
données cristallographiques, la distance entre ces deux mimes de brins B est compatible avec
I'insertion du coude D-Pro-DADME.

B [ ‘
N | W Ied
%OWN\/\NJ\/\WO% ~5A =Y
0 Me Me O _'/ }'IiHN
.1 R ¢ N

Figure 2: A) Structure étendue d'un dimére de diamine (violet) et diacide (vert). B) Structure
cristallographique de ces mémes brins stabilisés par des liaisons hydrogéne interbrins et structure du
coude D-Pro-DADME.

Une premiere génération de mimes de feuillets B a donc été développée en couplant
I"extrémité de ces brins au motif D-Pro-DADME via la formation de liaisons amide (Figure 3A).
Des études effectuées en solution par des expériences de RMN ont démontré que ce modele
adoptait un repliement en feuillet B type « épingle a cheveux » stabilisé par un réseau de
liaisons hydrogene. Par la suite, les tentatives d’élongation des brins ont mené a des problemes
de solubilité. L'hypothese émise a ce sujet est la formation possible d’agrégats a cause des NH
et des carbonyles non engagés dans des interactions intramoléculaires qui sont donc
susceptibles d’interagir entre eux, en intermoléculaire. Ce systeme a donc été réadapté en
modulant des parametres structuraux tels que la rigidité et la longueur des brins. Alors, une
seconde génération des foldameres d’oligoamides a été synthétisée comportant jusqu’a trois
brins diacides et deux coudes artificiels (Figure 3B). Les études menées en solution par RMN
sur ces premieres molécules ont montré qu’un réseau de liaisons hydrogéne, entre les
oxygenes des groupements carbonyle d'un brin et les protons amide du brin adjacent, stabilise
le repliement en feuillet B. Plusieurs architectures capables de se replier en feuillet B ont alors
été synthétisées, mais ce dernier concept était limité a des molécules a trois brins. En effet,
I’enchainement des brins diacides et de coudes D-Pro-DADME engendre une rupture du réseau
de liaisons hydrogéne responsable de la structuration. Comme montré sur la Figure 3C, la
stratégie de synthése suivie jusqu’alors pour accéder a des foldaméres multi-brins ne permet
pas d’accéder a des squelettes de plus de deux coudes et 3 brins.
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Figure 3 : Evolution du développement des foldameres mimant des feuillets B multi-brins a partir de
motifs diacides (vert) et diamines (violet). A) Premiere génération. B) Deuxiéme génération. C)
Propagation des liaisons hydrogene vers des architectures a cing brins. Les liaisons hydrogene
intramoléculaires sont représentées en pointillés.

A partir de ces résultats, il a fallu concevoir de nouveaux mimes de feuillets B compatibles avec
des structures de plus de trois brins artificiels.

2) Vers des architectures multi-brins

a) Conception de foldaméres diamine/diacide repliés en feuillet B

Dans l'optique de parvenir a des molécules multi-brins, une troisieme génération de
foldameres a été envisagée. En raison de ce nouvel objectif, une voie de synthese adéquate a
été établie afin de concevoir des structures complexes possédant davantage de brins.
L'introduction de fonctions urées trisubstituées formées a partir d’un brin possédant le motif
diamine a été considérée (Figure 4). Ces dernieres aideraient a maintenir des liaisons
hydrogene intramoléculaires nécessaires pour accéder a des architectures de plus de trois
brins. Alors, les molécules cibles de ce projet de thése sont les foldameres diamine/diacide B7
et Bs. Pour établir un chemin synthétique robuste vers le foldameére a cing brins Bg et évaluer
I'impact de I'introduction des fonctions urées sur le repliement, une premiere molécule cible
B7 comprenant trois brins et deux coudes B artificiels a d’abord été considérée (Figure 4).
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Figure 4 : Troisieme génération de foldameres repliés en feuillets B multi-brins. Molécule cible a cing brins
(gauche) et le modele d’étude a trois brins (droite).

Par conséquent, c’est sur ce modele d’étude a trois brins que les syntheses évoquées dans ce
chapitre seront testées, dans I'optique de parvenir a synthétiser une architecture a cing brins.

b) Analyse rétrosynthétique du foldamére a trois brins

Les molécules concues pour ce projet ont la particularité de présenter chacune un axe de
symétrie qui permet une synthese convergente en couplant deux fragments semblables de part
et d’autre d’un brin central. Ainsi, une premiére stratégie fut envisagée pour suivre une route
convergente vers le foldameére a trois brins B7. Une analyse rétrosynthétique propose de
coupler un motif brin-coude 11l.2 de part et d’autre de I'éthylene diamine IIl.3 en une seule
étape (Figure 5). L'avantage, ici, est d’obtenir la molécule B7 selon un couplage convergent final
sachant que le motif brin-coude Ill.2 est facilement accessible par le biais de couplages
peptidiques entre unités disponibles commercialement. Le défi synthétique pour obtenir cette
structure a trois brins réside dans la synthése des urées disymétriques trisubstituées assurant
la jonction entre le brin diamine et les prolines.

/,’IH o ~_NH;
P NG N\/_j o NH + H,N
NN ’7( ~
SRS o C n.2 n.s
. / i © NH - .
Axe de symmeétrie 0 H
du foldamere N\)T Bz
Et0” 7
e}
= + =R

Figure 5: Analyse rétrosynthétique pour mener au foldameére diacide/diamine a trois brins B7. Les
coupures caractéristiques sont représentées en pointillés gris qui délimitent le motif brin-coude (noir et
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vert) a coupler avec la diamine (violet). En bas, représentation schématique de la décomposition du
foldamere a trois brins.

c) Synthése du motif brin-coude lll.2

Le premier point fut consacré a la synthése du motif brin-coude et ce, en partant d’'un dérivé
d’éthylene diamine, 1,2-diamino-2-méthylpropane. Ce composé 1 est sélectivement mono-
protégé par un groupement benzyle introduit avec un excés du carbonate de benzylphényle.?
Cette sélectivité est permise car I'amine primaire dont le carbone en a est dialkylé présente un
encombrement stérique trop important pour se lier a un groupement protecteur benzylique.
Le composé 2 a permis d’accéder au mime de coude B 3 protégé par deux groupements
orthogonaux : Boc et Cbz. Le produit 3 a été obtenu avec un bon rendement de 91 % par le
biais d’un couplage peptidique entre la Boc-D-Pro-OH et le dérivé 2 en présence du
carbodiimide EDC et de I'additif HOBt (Schéma 1).

BOC‘NQ
P %/O N
2,0 & o
(0] /:QO

J HO' (feq)
0 EDC (1.2 éq.),
y_\ 2 6q.) il NP HOB (1.2 éq.) DIEA (1.2 éq.), ©\/ h'\H;T
HoN NH, EtOH, TA, 17h 2 \f() DCM, TA, 17h O\H/N
2 o}

1 Quant. 91%

EtO
So o So

N HN

s 0 (lea)s 0 7y
H,, Pd/C (0] B EDC (1.2 éq.), o B TFA : DCM B

9 ~ : : /=0 1:1 /=0
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Schéma 1 : Synthese du motif brin-coude 111.2.

Il s’en est suivi la déprotection du groupement benzyle via une hydrogénation catalysée au
palladium pour former l'unité Boc-D-Pro-DADME 4, dont la proline est protégée par le
groupement Boc. Le composé 4 ainsi obtenu a été couplé au monoéthylfumarate 5 composant
le mime de brin B. Cette réaction a été réalisée en présence des agents de couplage EDCI/HOBt
pour former un lien amide menant a la molécule 6. Le groupement Boc a été déprotége dans
des conditions acides a I'aide d’un mélange TFA/DCM pendant trente minutes pour mener au
fragment brin-coude désiré lll.2. Finalement, le motif brin-coude 1.2 a été obtenu aisément
avec un rendement global de 75 %. La poursuite de la synthese vers la molécule cible impliquait
un couplage convergent entre deux équivalents du motif brin-coude Ill.2 pour un équivalent
d’éthylene diamine afin de former les urées trisubstituées désirées en une seule étape. Il a donc
été question de trouver une activation adaptée a la fonction amine pour former les urées
trisubstituées. Pour ce faire, il y avait deux stratégies possibles : (1) I'activation du brin diamine
[11.3 a coupler ensuite avec le motif brin-coude IIl.2 synthétisé ou (2) 'activation de la proline
(amine secondaire) de ce dernier qui réagirait ensuite avec la diamine [Il.3.
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d) Activation des amines primaires de I'éthyléne diamine

Différentes méthodes de synthése des urées mono-, di-, tri- et tétra-substituées ont été
décrites dans la littérature. Ces méthodes sont généralement basées sur la réaction d’une
amine avec un agent de carbonylation comme le phosgéne et ses dérivés*>, différents
carbonates®’®, N,N’-carbonylediimidazole®'%! ou 1,1’-bisbenzotriazole!?, des isocyanates!®!4

ou des carbamates.1>16.17.18

Parmi ces méthodes, I'une d’entre elle est couramment utilisée au sein de notre laboratoire
pour activer des amines primaires afin de former des oligourées. Cette stratégie est basée sur
la réaction d’'une amine avec un carbonate de N,N’-disuccinimidyle et les monomeres de
carbamate de succinimide résultants sont obtenus avec de bons rendements.?®?° En vue d’un
couplage convergent, l'activation de I"éthylene diamine 1ll.3 par un groupement type
carbamate de succinimide sur chacune des amines a été testée (Schéma 2). L'éthylene diamine
a été mise en présence du carbonate de disuccinimidyle (en exces) pour former le composé
activé 7.

.3 7

Schéma 2 : Premiere stratégie d'activation de I'éthyléne diamine II1.3.

Malheureusement, cette stratégie n’a pas porté ses fruits car la diamine Ill.3, une fois activée,
réagit systématiquement sur elle-méme pour cycliser et mener a la formation de la 2-
imidazolidinone 8 (Schéma 3). Cette réaction avait déja été mise en évidence par H. Ogura et
al. lors d’'une étude sur des imidocarbamates ou plusieurs dérivés de diamine ont cyclisé en
présence de DSC.%!

o © o)
DSC (2.4 éq.) X
HaN o~ L |HN A~ N HN” “NH
NH N“ 0 — T\
DCM, TA H 3
1.3 8

Schéma 3 : Cyclisation de I'éthylene diamine 11l.3 menant au composé 2-imidazolidinone 8.

Dans I'espoir de contrecarrer cette cyclisation, le concept d’un couplage convergent a été mis
de c6té pour suivre un chemin réactionnel itératif en enchainant des étapes de
protection/déprotection, d’activation et de couplages peptidiques. Alors, I'éthyléne diamine
[11.3 a été mono-protégée par un groupement Boc en amont de son activation par le DSC pour
former I'intermédiaire 9 (Schéma 4). L'activation de I'amine primaire restante a été effectuée
en présence du carbonate de N,N’-disuccinimidyle pour mener au produit 10. L’amine activée
a réagi avec le motif brin-coude Ill.2 selon un couplage peptidique formant alors le composé a
deux brins 11. Ensuite, I'autre extrémité de la diamine a été déprotégée en conditions acides
donnant le composé 12 qui a été, a son tour, activé en carbamate de succinimide 13 en
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présence de DSC. Pour terminer, I'idée était de procéder a un couplage entre le dérivé 13 activé
avec le deuxieme fragment périphérique lll.2 pour générer la deuxieme urée trisubstituée et
de surcroit former la molécule cible a trois brins B7. Cependant, la formation du composé 13
résultant de I'activation du produit 12 par le DSC n’a pas été observée.
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Schéma 4 : Deuxiéme stratégie d'activation de I'éthyléne diamine Il1.3.

Des analyses par RMN ainsi que par spectrométrie de masse ont permis d’identifier le
produit formé suite a 'activation du dérivé 12 par le DSC. Le produit résultant de cette
étape de synthése 14 résulte en fait de la cyclisation de I’éthylene diamine (Schéma 5). Par
conséquent, le dérivé 13 demeure un intermédiaire non isolable menant directement a la
cyclisation intramoléculaire.
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Schéma 5 : Formation du composé 14.

Le spectre HMBC du composé 14 ci-dessous montre effectivement que la molécule possede
cing signaux caractéristiques de carbonyle (Figure 6). Cette analyse a notamment permis de
démontrer que le carbone Cis est uniquement corrélé au CHa de la proline et d’identifier les
CH, (C18/C19), le carbonyle et le NH formant I'urée cyclique. Il a également été possible
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d’attribuer les signaux relatifs aux CH; éthyléniques (Ca/s) ainsi que les protons amides du brin
et du coude artificiel.
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Figure 6 : Spectre HMBC *H-13C de la molécule 14 (400MHz, CDCls). Zoom sur la région des NH.
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Pour pallier aux problemes relatifs a la cyclisation récurrente de I'éthyléne diamine, une
seconde stratégie a été mise au point pour effectuer ce couplage de maniére convergente.
Cette nouvelle stratégie s’appuie sur lactivation de la proline du motif brin-coude
précédemment décrit.

e) Activation de I'amine secondaire de la proline

Pour commencer, |'activation de 'amine secondaire de la proline a été exécutée sur un systeme
modele 15 dérivant du motif D-Pro-DADME en présence de carbonate de N,N’-disuccinimidyle
(Schéma 6). Le carbamate de succinimide 16 résultant a pu étre isolé pour ensuite procéder a
la synthése d’une urée trisubstituée par l'introduction de la propylamine. L'idée était de
s’affranchir du probléme de cyclisation intramoléculaire des dérivés diamines en utilisant cette
fois une amine primaire simple. Le composé désiré 17 avec l'urée trisubstituée a été obtenu
avec un faible rendement de 15 %. Des caractérisations par spectroscopie RMN et
spectrométrie de masse ont permis d’identifier la structure du produit majoritairement formé
a l'issue de cette réaction. Ce produit 18 est le résultat de I'ouverture du cycle du succinimide

122



Chapitre 3. Conception et synthese de feuillets B multi-brins artificiels de type diamine-diacide

décrite par N.I. Vasilevich et D.H. Coy dont le mécanisme est montré ci-dessous.?? Cette équipe
a également travaillé avec le DSC pour former un carbamate activant une amine et a mis en
évidence le fait que dans le cas d'une amine secondaire activée, la réaction avec une autre
amine conduit a un mélange de deux produits : I'urée désirée et le dérivé correspondant a
I'ouverture du cycle succinimide.
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Schéma 6 : Synthese de I'urée disymmeétrique trisubstituée 17 par activation de I'amine secondaire de la

proline.

D’aprés ces observations 'activation par le DSC de I'amine secondaire de la proline a semblé
incompatible avec la stratégie de synthese des foldameéres diacides/diamines multi-brins.

Comme mentionné auparavant, la synthése d’urées tri-substituées peut également étre
effectuée par une activation préalable d’'une amine par un agent type carbamate. Alors, la
proline du motif brin-coude Ill.2 précédemment synthétisé a été activée par un nouveau motif :
le carbamate de 4-nitrophényle (Schéma 7). Le composé 19 a été préparé via une substitution
nucléophile de I'amine secondaire de la proline sur le chloroformate de 4-nitrophényle selon la
voie de synthése décrite par N.C.O Tomkinson.*® A partir du composé 19, la réaction de
formation d’une urée trisubstituée 20 a été testée avec une amine primaire simple:
I’octylamine. A l'issue de cette réaction, un nouveau produit a été formé mais ne correspondait

pas a celui souhaité.
e
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Schéma 7 : Activation de la proline sous forme de carbamate de para-nitrophényle.
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A la suite d’analyses par RMN et spectrométrie de masse il s’est avéré qu’une cyclisation
intramoléculaire avait eu lieu (Schéma 8). En effet, un proton amide sur le motif du coude vient
réagir sur le carbonyle de la fonction activatrice pour former le dérivé d’hydantoine 21.%

o,N
o)
a8
SN N
/~0 — > O%\N 0
P (PP
EtO)W 19 Eto)%f
o) 21

Schéma 8 : Cyclisation intramoléculaire menant au dérivé hydantoine 21.

Les études précédentes n’ont pas permis d’aboutir a la construction de la molécule a trois brins
B7 désirée. En effet, il semble impossible d’activer I'éthylene diamine [Il.3 pour gu’elle soit
attaquée par I'amine de la proline, selon une substitution nucléophile. En parallele, une
méthode a permis d’activer la proline. Cependant, la formation des urées trisubstituées
correspondantes n’a pas pu aboutir en raison de la présence de protons amide au niveau du
motif coude générant une cyclisation intramoléculaire. Par conséquent, il a été nécessaire de
repenser I'analyse rétrosynthétique en découpant différemment la molécule afin de former
I"'urée trisubstuée en amont du couplage avec le brin périphérique.

3) Seconde approche rétrosynthétigue

a) Couplage convergent avec formation des coudes B en fin de synthéese

L'idée d’obtenir des mimes de feuillets f multi-brins selon une voie convergente restait une
stratégie attractive car elle permettrait notamment d’alléger le nombre d’étapes de synthése.
C’est la raison pour laquelle un deuxieme chemin de synthése fut élaboré ou le foldamere B7 a
trois brins est issu de deux synthons : le brin périphérique I11.4 et le brin central 111.5 (Figure 7).
Ce dernier contient le dérivé diamine 1.3 lié de part et d’autre de chaque proline lIl.6, formant
ainsi les urées trisubstituées. Cette stratégie permet de se concentrer d’abord sur la synthese
d’urées trisubstituées en s’affranchissant de potentielles cyclisations résultant de I'activation
de I'amine secondaire de la proline. Dans un deuxieme temps, le couplage convergent
consistera a former les liaisons amide de chaque coude D-Pro-DADME pour obtenir la molécule
cible a trois brins B7.
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Figure 7 : Nouvelle approche rétrosynthétique du foldameére a trois brins.

Alors, dans le but d’assembler ce feuillet artificiel a trois brins il a été question de concevoir
d’une part, un brin central comportant les urées trisubstituées Ill.5 entre la proline et I'éthylene
diamine et d’autre part, le brin périphérique ll.4 dérivant d’'un motif diacide.

b) Synthése des fragments de la molécule cible a trois brins B

La deuxieme voie de synthese élaborée pour parvenir a la molécule finale propose de préparer,
simultanément, les brins diacide et diamine qui seront ensuite reliés par des mimes de coudes
B, le motif D-Pro-DADME, formé lors du couplage convergent final.

i Synthese du fragment central 1lI.5

L’obtention du brin 111.5 composé du motif diamine requiert la formation d’urées disymétriques
trisubstituées via 'activation de I'amine secondaire de la proline. Or, I'activation des amines
secondaire pour synthétiser des urées tri ou tétrasubstituées est connue pour étre difficile ce
pourquoi, des méthodes spécifiques ont été développées dont l'activation de I'amine
secondaire en carbamate d’imidazole. Une premiére stratégie proposée par R. A. Batey consiste
a activer la proline en sel de carbamoylimmidazolium avant le couplage avec I'amine primaire?*
(Figure 8, Voie B). K. K. Balasubramanian a, quant a lui, développé une voie de synthése ou le
couplage est effectué en présence de triméthyle d’aluminium?> (Figure 8, Voie A) et D.H.
Thompson a utilisé le chlorure de zirconium?® (Figure 8, Voie C) pour obtenir des urées
disymétriques trisubstituées.
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Figure 8 : Méthodes de synthése d'urées trisubstituées disymétriques vig I'activation d’amines
secondaires en carbamate d’imidazole.

Dans notre cas, la méthode développée par R.A Batey a été retenue car elle présentait de
meilleurs rendements.?* Cette voie consiste donc a activer une amine secondaire en carbamate
d’imidazole qui est ensuite alkylé en présence d’iodométhane pour former un intermédiaire
plus réactif type sel de carbamoylimidazolium. Le couplage entre ce dernier et la deuxieme
amine donne lieu a la formation de l'urée trisubstituée désirée. De plus, la voie de synthese du
fragment IIL.5 fut d’abord mise en place sur la L-proline benzylester puis appliquée a son
énantiomere, plus colteux, en configuration D (Schéma 9) et les rendements a chaque étape
sont similaires pour ces deux énantiomeres.
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Schéma 9 : Synthese du brin central lll.5 comprenant deux urées disymétriques trisubstituées.

Comme mentionné précédemment, la proline 22 D-Pro-OBn a été activée par un carbamate
d’imidazole 23 en présence de N,N’-carbonylediimidazole (CDI) qui a été converti en sel de
carbamoylimidazolium 24 avec d’excellents rendements. Pour poursuivre la synthése du
fragment IIL.5, I'optimisation des conditions de couplage menant aux urées trisubustituées a
été nécessaire et les résultats de ces réactions ont été retranscrits dans les tableaux 1 et 2. Le
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premier couplage pour former une urée trisubstituée menant au dérivé 25 a alors été effectué
avec |'éthyléne diamine 9 mono-protégée par Boc. Cette réaction a d’abord été exécutée en
présence de triéthylamine (TEA) comme dans les résultats rapportés par R.A. Batey.?* Lorsque
la réaction a été effectuée en présence d’un équivalent de TEA pour un équivalent d’amine 9,
un meilleur rendement a été obtenu en augmentant le temps de réaction comme le montrent
les conditions 1 et 2 du Tableau 1. L'ajout de TEA en large excés pour la condition 3 n’a pas
permis de dépasser les 39 % de rendement. Cet inconvénient limite le rendement global de la
synthése puisque c’est seulement la troisieme étape sur les six menant au brin central.
Récemment, Cyril Mallet, étudiant en master 2, a étudié par RMN H la stabilité du sel de
carbamoylimidazolium 24 en présence de différentes bases. Il est apparu que la triéthylamine
dégrade ce composé tandis que la 2,4,6-triméthylpyridine (collidine) le détériore moins. En
effet, en comparant les spectres RMN *H du composé 24 solubilisé dans le chloroforme seul,
en présence de TEA ou de 2,4,6-triméthylpyridine la disparition des signaux caractéristiques de
24 a été constatée en présence de TEA (Figure 9B). Sur le spectre RMN de 24 mesuré en
présence de collidine, de nouveaux signaux sont apparus mais ceux du composé en question
ont été conservés (Figure 9C). Le couplage a donc été reproduit a l'aide de la 2,4,6-
triméthylpyridine qui semble moins dégrader le sel de carbamoylimidazole. Le produit a certes
été formé avec un meilleur rendement qu’auparavant mais le rendement restait inférieur a 50
% (Tableau 1 condition 4).

Tableau 1 : Optimisation des conditions de formation de la 1% urée trisubstituée 25.

Conditions Amine 9 Base Temps Rendement 25
1 1 éq. TEA 1 éq. 15h 19 %
2 1éq. TEA 1éq. 5 jours 28 %
3 1 éq. TEA 4 éq. 5 jours 39 %
4 1ég.  2,4,6-triméthylpyridine 1 éq. 2h30 47 %
5 1 éq. - 1h30 39%
6 2 éq. - 17h 63 %
7 3 éq. - 17h 67 %
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Figure 9 : Spectres RMN H (300MHz) du sel activé 24. A) en 'absence de base. B) En présence de TEA. C)
en présence de 2,4,6-triméthylpyridine.

Lorsque cette méme réaction a été effectuée sans base pour éviter toute dégradation du
produit 24, il a été possible d’accéder a des rendements plus élevés que pour les couplages en
présence de base (Tableau 1, condition 5). De ce fait, une hypothése a été émise selon laquelle
la diamine jouerait elle-méme le réle de base ce pourquoi, en présence d’un seul équivalent de
ce réactif la conversion en urée est limitée. Effectivement, si la protonation de la diamine a lieu,
celle-ci n’est plus en mesure d’assurer la substitution nucléophile. Alors, le premier couplage a
pu étre optimisé en augmentant le nombre d’équivalents d’amine 9 et méne a l'urée
trisubstituée correspondante 25 a hauteur de 67 % de rendement en 17h ce qui confirme
I’'hypothése en question (Tableau 1). Une fois que cette urée a été formée, le groupement a
été déprotégé dans des conditions acides menant au composé 26.

La formation de la deuxieme urée 27 n’a pas pu étre optimisée de la méme facon puisque
I’ajout d’une base est nécessaire afin de rendre I"lamine primaire 26 nucléophile celle-ci étant
introduite sous la forme d’un sel de TFA (Schéma 9). Le sel de carbamoylimidazole 24 a semblé
plus stable en présence de la 2,4,6-triméthylpyridine plutét que la triéthylamine mais
finalement, le rendement de ce deuxieme couplage est resté aux alentours de 20 % quelle que
soit la base utilisée (Tableau 2).
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Tableau 2 : Optimisation des conditions de formation de la 2¢™¢ urée trisubstituée menant au composé
27.

Conditions Amine 26 Base Temps Rendement 27
1 1éq. TEA 2 éq. 5 jours 20 %
2 1éq. 2,4,6-triméthylpyridine 1 éq.  2h30 20 %
3 2 éq. TEA 2 éq. 17h 23 %

Une fois que le couplage avec la derniére proline activée a été accompli, la déprotection des
esters de benzyle de la proline 27 a été effectuée via une réaction d’hydrogénation. Le
fragment 1.5 ainsi obtenu était apte a former un lien amide en réagissant avec la fonction
amine du brin périphérique.

ii. Synthése du fragment I1.4

En parallele de la synthese précédemment évoquée, le brin périphérique a été préparé grace a
un jeu de groupements protecteurs orthogonaux (Schéma 10). La 1,2-diamino-2-
méthylpropane 1 est protégée par un carbamate benzylique (Cbz) pour former le composé 2
de maniere sélective.
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Schéma 10 : Synthese du brin périphérique 111.4 dérivant d'un motif diacide.

La deuxiéme amine primaire a été a son tour protégée par un Boc qui est orthogonal a la
protection Cbz. L'introduction du groupement Boc a été effectuée en présence du dicarbonate
de di-tert-butyle pour mener a l'intermédiaire 28. Le groupement benzyle a été 6té selon une
hydrogénation catalysée au Pd/C, pour obtenir 'amine primaire 29. Cette derniére a ensuite
été impliquée dans un couplage peptidique avec le mono-éthylfumarate 5 en présence
d’EDC/HOBt. Un lien amide a alors été formé reliant le brin externe a une partie du pseudo-
coude qui est encore protégé par un Boc générant le produit 30. Ce groupement Boc a été
enlevé pour libérer la fonction amine du produit ll.4 qui interviendra lors du couplage entre ce
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brin et le brin central lI.5, dont la synthese a été précédemment décrite. L'ensemble des étapes
s’est accompagné d’un bon rendement global de 74 %.

c) Synthése de la molécule cible a trois brins By

La confection des brins précédents a permis de progresser vers la synthese d’'un mime de
feuillet B a trois brins. Pour joindre de maniere covalente les brins périphériques lll.4 sur 'unité
centrale 1.5 il a été question de former deux mémes liaisons amide (Schéma 11). Plus
précisément, il s’agit de réaliser un couplage peptidique convergent engendrant la formation
du pseudo-coude et donc du foldameére a trois brins B7. Les conditions testées pour optimiser
ce couplage peptidique sont retranscrites dans le Tableau 3.
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Schéma 11 : Couplage peptidique menant au foldamere a trois brins B7.

Tableau 3 : Optimisation des conditions du couplage convergent menant a B7.

Conditions Agents de couplage DIEA Temps/solvant Rendement
1 EDC (2.5 ég.) HOBt (2.5 ég.) 3.6 éq. 68h/DCM 18 %
2 PyBOP (2.5 éq.) 6.5éq.  112h/DMF 46 %

Pour réaliser ce couplage, il a été nécessaire d’utiliser 2,5 équivalents d’agent de couplage et
du brin 1.4 pour maximiser les chances d’obtenir le composé a trois brins B7 en une seule
étape. Une premiere tentative fut effectuée en alliant le couple EDC/HOBt avec la base DIEA
en exces qui sert essentiellement a basifier I'amine du brin externe Ill.4 pour accentuer son
caractere nucléophile (Tableau 3). De cette maniére le composé souhaité a été obtenu avec un
rendement de 18 %. Ce faible rendement s’explique par la formation d’un produit secondaire
31 résultant d’une cyclisation entre I'acide libre de la proline et I'amine impliquée dans la liaison
urée (Schéma 12). En effet, le composé 31 a pu étre identifié par spectrométrie de masse et
RMN H et posséde un dérivé cyclique type hydantoine sur une extrémité du brin central. La
deuxieme extrémité du brin central a quant a elle été couplée au brin périphérique. Alors, pour
optimiser cette réaction, I'idée fut d’utiliser un autre agent de couplage peptidique plus réactif
afin de minimiser la formation du produit secondaire. La méme réaction a donc été réalisée en
utilisant cette fois le PyBOP a la place de I'EDC avec un large exces de base pour ajuster le pH a
9 (Tableau 3). La molécule cible B7 a ainsi été obtenue avec un rendement plus élevé de 46 %.
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Schéma 12 : Couplage peptidique menant au foldameére B7 et au produit secondaire 31.

D’apreés 'analyse du spectre RMN H du produit brut, il a été possible de déterminer dans
quelles proportions ces deux produits ont été formés (Figure 10). Il en est ressorti que le produit
majoritaire formé est 31 suite a la réaction en présence d’EDC dans un ratio 34/66 (B7/31)
(Tableau 4). Ce ratio a ensuite été inversé lorsque le couplage a été effectué avec le PyBop.

Tableau 4 : Ratios entre les produits 31 et B7 selon les conditions de couplage.

Conditions Agents de couplage Ratio B7/31
1 EDC (2,5 éqg.) HOBt (2,5 éq.) 34/66
2 PyBop (2,5 éq.) 66/34

A)

® 31
A By

C)

T T T T T T T T T T T

¥ o T K o s r 1
9 8 7 6 [ppm]

Figure 10 : Spectres RMN 'H (300Mz, CDCls) montrant les ratios B7/31. A) Mélange obtenu aprés le
couplage en présence d’EDC. B) Apres le couplage en présence de PyBOP. C) B7pur.
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4) Synthese de la molécule cible a cing brins Bs

Toujours dans I'optique d’accéder a des mimes de feuillets B multi-brins, la conception d’un
foldamere diacide/diamine Bs a cing brins a été amorcée. D’aprés I'analyse rétrosynthétique
fournie Figure 11, I'obtention de cette deuxieme molécule cible s’effectuerait a partir du
composé a trois brins précédemment synthétisé, sur lequel deux nouveaux brins périphériques
seraient introduits de maniére convergente. Les nouvelles liaisons a former sont de type amide
et cette synthése implique donc une saponification de la molécule B7 au préalable pour
synthétiser le précurseur I11.7.

O
+ NMNQ
H o =
/=0

HN

Figure 11 : Analyse rétrosynthétique du foldameére a 5 brins Bs.

a) Synthése du motif coude-brin externe 111.8

La synthése du motif brin-coude externe IIl.8 a débuté par un couplage peptidique entre la
cyclohexylamine et le mono-éthylfumarate 5, dont I'une des fonctions acide est masquée par
un ester d’éthyle (Schéma 13). Le produit 32 a été obtenu qui a ensuite subit une saponification
pour mener a 'acide 33 qui sera apte a former une liaison amide avec la proline du pseudo-
coude 36.
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Schéma 13 : Synthése du brin périphérique de I'architecture a cing brins.

En paralléle, le coude artificiel a donc été synthétisé a partir de la 1,2-diamino-2-méthylpropane
1 qui a été sélectivement protégée sur la diamine la moins encombrée avec un groupement
Boc (Schéma 13). Cette étape de protection a été effectuée en présence du carbonate de tert-
butylphényle. Ensuite, cette diamine 34 a permis d’accéder au produit 35 lors d’un couplage
peptidique avec la proline dont I'amine est protégée par un groupement benzyle (D-Pro-Cbz).
Le motif coude D-Pro-DADME 35 protégé par les groupements Boc et Cbz a donc été obtenu.
Le groupement Cbz a été 6té via une hydrogénation ce qui a libéré 'amine secondaire de la
proline et a mené au mime de coude mono-protégé 36. Un couplage peptidique a été exécuté,
en présence du couple d’agents de couplage EDC/HOBt, entre ce dernier et le brin périphérique
33 pour obtenir le fragment brin-coude 37. Finalement, la déprotection du groupement Boc a
été réalisée dans des conditions acides usuelles pour aboutir au fragment [l1.8.

En vue d’un couplage convergent faisant intervenir deux brins périphériques 111.8, la molécule
a trois brins réactive dérivant de Bz devait étre préparée.

b) Saponification des fonctions esters terminales du feuillet B a trois brins B7

Pour obtenir le foldameére a cing brins, I'objectif a été d’utiliser son équivalent a trois brins B7
qui a été saponifié pour libérer les fonctions acide aux extrémités de cette molécule et former
le produit Il.7 (Schéma 14). La saponification a été effectuée en présence d’hydroxyde de
lithium ajouté en larges exces pour mener au diacide IIl.7 avec un rendement de 73 %.
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Schéma 14 : Saponification sur le foldameére a trois brins pour obtenir le substrat diacide I11.7.

c) Synthése de la molécule cible a cing brins Bs

Une fois que le motif coude-brin 111.8 a été préparé et le feuillet a trois brins saponifié, le
couplage peptidique convergent pour assembler ces deux moitiés a pu étre réalisé. Pour ce
faire, la réaction a été testée en utilisant le PyBop qui semblait plus approprié au regard des
résultats précédents pour la molécule a trois brins. Malheureusement, le composé souhaité n’a
pas été formé puisque seule la présence des réactifs de départ a été observée aprés 67h de
réaction. Toutefois, I'architecture envisagée Bs a été obtenue en utilisant 'EDC comme agent
de couplage (Schéma 15) et son additif HOBt. Le foldameére a cing brins Bs a finalement été
synthétisé mais s’accompagne d’un rendement de 32 %. La réaction finale nécessiterait une
optimisation des conditions de couplage et de purification.
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Schéma 15 : Synthese du foldameére diacide/diamine a 5 brins Bs.

Les objectifs de synthése de ce projet ont été atteint puisque le feuillet a trois brins et sa version
extensible a cing brins furent obtenus et prouvent ainsi la possibilité d’utiliser des séquences
diacide/diamine pour accéder a des architectures multi-brins. Le maniement de motifs diacides
et diamines a permis de former des liens amides et urées et mettent a profit des liaisons
hydrogéne pour un potentiel repliement en feuillet B.

Il. Etudes structurales des molécules cibles a trois (B7) et cinq brins (Bs)

Des études plus approfondies ont été nécessaires pour évaluer |'aptitude des structures
comprenant plusieurs brins synthétisées a adopter un repliement en feuillet B. Deux aspects
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différents peuvent donner des informations complémentaires : la structuration en solution et
la structure dans le solide. Dans un premier temps, les données obtenues au gré d’études en
solution de différents foldameéres multi-brins seront détaillées. Dans un deuxieme temps, il sera
question de discuter la structure de certains de ces foldameéres a I'état solide.

1) Etude en solution

a) Analyse comparative par RMN *H de différents composés

i Remarques générales

Les spectres RMN *H des molécules cibles By et Bs ont fait I'objet de comparaison avec ceux des
composés a deux brins Ba et 11, du coude protégé p-Pro-DADME 3 et du motif brin-coude 6
(Figure 12). Il est apparu que le coude artificiel D-Pro-DADME seul présente généralement des
signaux larges mais ceux-ci s’affinent lorsqu‘il est lié a un ou plusieurs brins. En effet, le
composé 5 présente des signaux moins larges que le coude 3 tout comme le produit B4 a deux
brins. Un affinement significatif des signaux dont celui du proton amide du coude (point bleu)
a été observé lorsque le motif diamine et, par conséquent, les fonctions urées sont introduites
sur l'un des brins comme le montrent les spectres D a F. Concernant les autres protons amides
ou urées caractéristiques des molécules décrites, il a été constaté que leurs signaux ont
tendance a se déblinder au fur et a mesure de I'augmentation du nombre de brins et de coudes.
Ceci fut particulierement observé pour le proton urée (point mauve) sur les spectres D a F qui
présente un déplacement chimique de 5,2 ppm pour le composé 11 puis a 5,98 ppm pour le
foldamere a trois brins Bz pour terminer a 6,76 ppm pour la molécule a cing brins Bs. Les protons
amide désignés par les points verts ont également été affectés par I'allongement des structures
puisque leurs déplacements chimiques fluctuent entre 7,63 ppm (Ba4) et 8,38 ppm (Bs). Le
proton amide du coude (point bleu) a vu son déplacement chimique augmenter par I'ajout de
brins excepté lors du passage des architectures multi-brins Bz vers Bg ou son signal est resté
fixe. Enfin, la proline possede un signal caractéristique pour le proton situé sur le carbone en a
de I'azote (CHa) situé aux alentours de 3,9 ppm. Le déplacement chimique de ce dernier a été
tres peu affecté par I'introduction d’éléments supplémentaires. Le foldamére Bg présente un
axe de symétrie, qui comprend deux prolines avec un environnement différent ce qui
correspond bien aux deux signaux observés (triangles noirs). La symétrie des molécules multi-
brins B7 et Bs a donc facilité I'interprétation de leurs spectres RMN *H et I"'augmentation du
nombre de brins et de coudes a permis d’obtenir des signaux caractéristiques de plus en plus
fins. Finalement, |'effet de déblindage observé pour les protons amide et urée par le biais de
cette analyse comparative est en accord avec la formation de liaisons hydrogene
intramoléculaires.
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Figure 12 : Superposition de spectres RMN *H (CDCls, 300 MHz) de plusieurs composés synthétisés dont
le nombre de brins augmente du haut vers le bas.

ii. Etude de la stabilité conformationelle des foldameres : isomérisation
cis/trans de la proline

Un autre aspect qui a été mis en évidence au cours de ce projet concerne la stabilité
conformationnelle induite par la proline qui peut adopter une conformation cis ou trans.
L'isomérisation entre ces deux conformations est souvent observée en solution sur les spectres
RMN H des foldameéres étudiés jusqu’alors ou le signal correspondant au CHa est dupliqué. Or,
la présence de ces deux jeux de signaux indique qu’un équilibre a lieu en solution entre deux
conformations pour une molécule donnée. Cet équilibre a pu étre observé en effectuant des
analyses RMN 'H dans différents solvants et/ou en réalisant des séquences d’acquisition a
plusieurs températures (Figure 13). Par exemple, le foldamere B, présentait des signaux larges
dans le chloroforme-deutéré a température ambiante (24 °C) qui se sont vus affinés lors du
passage dans un solvant polaire : le diméthylsulfoxyde-deutéré (DMSO-ds). L’analyse dans le
DMSO-ds a bien révélé la présence de deux especes en solution avec deux jeux de signaux
intégrant chacun pour un CHa de la proline. Il a également été possible d’observer le
dédoublement des signaux dans le chloroforme a I'aide d’études a différentes températures
montrant donc la présence de deux especes liées a I'isomérisation cis/trans de la proline. En
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effet, a basse température (0°C et 5°C) les signaux sont devenus plus fins car la vitesse
d’échange entre chaque espéce est ralentie ce pourquoi l'apparition de jeux de signaux a été
observée. Par la suite, I'augmentation de la température a entrainé une accélération de ces
échanges jusqu’a coalescence des signaux menant a des pics larges qui résultent de la moyenne
des déplacements chimiques de chaque forme.
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Figure 13 : Spectres RMN H de B2 a différentes températures dans CDCl3 avec I'apparition de deux jeux
de signaux.

blakils

De plus, pour I'ensemble des mimes de feuillets B synthétisés, I'apparition de la forme cis est
synonyme d’une déstabilisation du systeme. Dans ce cas, le carbonyle rattaché a 'atome
d’azote n’est plus idéalement orienté pour établir la liaison hydrogéne intramoléculaire avec le
brin adjacent, ce qui altére la structuration en feuillet B. Alors, examiner la stabilité
conformationnelle de la proline pour ces molécules peut également renseigner sur la
robustesse de leur repliement (Figure 14). Une analyse comparative entre les trois foldameéres
a trois brins synthétisés a donc été réalisée. Il est apparu que pour les foldameéres Bs, Bes et B7,
la proline est présente sous une seule conformation dans le chloroforme. Celle-ci est supposée
étre en trans sinon les liaisons hydrogene qui stabilisent la structuration ne pourraient pas étre
formées. Cependant, lorsque les composés ont été placés dans un environnement polaire
comme le DMSO-ds, la deuxieme conformation (cis) est apparue traduisant ainsi une
déstabilisation de la structure. Cette observation s’explique par le fait que les architectures
étudiées sont sujettes a interagir avec le solvant polaire via des liaisons hydrogene en
compétition avec les liaisons intramoléculaires.
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Figure 14 : Stabilité structurale liée a la conformation cis/trans de la proline de foldameéres a trois brins
Bs, Bs et Bz ; zoom sur les CHa des prolines.

Il a été possible de déterminer le ratio entre ces deux configurations pour chaque composé qui
sont rapportés sur la Figure 14. D’apres ces résultats, la forme trans est toujours restée
majoritaire et le feuillet artificiel Bes était moins déstabilisé que son homologue Bs avec les
doubles liaisons. D’ailleurs pour ce dernier, il a été observé que dans le chloroforme une
deuxieme espece se profile déja en quantité moindre. Ainsi, 'apport de brins rigides s’est
accompagné de la diminution de la stabilité conformationnelle de la proline. Par ailleurs,
I"'absence d’isomérisation pour le dernier mime de feuillet B7 a été constatée ce qui signifie que
I'introduction des urées et donc du brin diamine contraint davantage la proline en configuration
trans. Le repliement adopté par le foldamére B7 a semblé aussi stable en milieu apolaire que
polaire ce qui sera un atout a prendre en compte lors du passage de ce type de ce foldameéres
multi-brins en milieu aqueux.

b) Etude en solution du repliement du foldameére a trois brins Bz

i Dosage par ajout croissant de DMSO-de

Pour obtenir des informations quant a la structuration du foldamere B7 mixant des jonctions
amides et urées, il est possible d’effectuer des études en solution en s’appuyant sur les signaux
RMN H des protons de ces fonctions. Les données obtenues permettent de s’assurer que les
liaisons hydrogene intramoléculaires requises pour le repliement type feuillet B serpenté soient
bien formées.

L’étude en solution du foldameére a trois brins s’est appuyée sur un dosage suivi par RMN 'H de
la molécule initialement solubilisée dans un solvant apolaire, le chloroforme (CDCls), par I'ajout
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d’un solvant polaire, le diméthylsulfoxyde-de (DMSO-ds) (Figure 15). Cette expérience est basée
sur le principe que si un proton amide ou urée est impliqué dans une forte interaction
intramoléculaire (i.e liaison hydrogene avec un carbonyle), il ne sera que peu affecté par
Iintroduction d’un environnement polaire. Alors, les signaux observés en RMN H de ces
protons ne devraient pas ou peu se déplacer lors de I'ajout du DMSO-ds. A l'inverse, les protons
non impliqués dans des liaisons hydrogéne intramoléculaires sont plus susceptibles d’interagir
avec un milieu polaire et leurs déplacements chimiques auront tendance a se déblinder.

Le composé B7 a donc été solubilisé dans du chloroforme a une concentration de 5 mM et des
ajouts successifs de DMSO-de ont été effectués allant de 1 % a 40 %. Un dernier spectre RMN
IH a également été enregistré dans le DMSO-ds pur, a une concentration de 5 mM, pour avoir
une idée sur la structuration de la molécule dans un milieu a priori déstabilisateur. La Figure
15, montre que les signaux en vert et rose, correspondant respectivement au proton amide du
brin externe et au proton urée du brin central, ont été trés peu impactés par I'introduction
croissante du DMSO-de. En effet, leurs déplacements chimiques se sont l[égerement déblindés
a partir de 20 % de DMSO-ds ce qui suggere que ces protons sont bien impliqués dans des
liaisons hydrogene. Au contraire, le proton amide du coude en bleu a, quant a lui, été davantage
affecté par I'ajout du solvant polaire puisque son signal s’est continuellement déblindé plus la
proportion de DMSO-ds augmentait. Ceci signifie qu’il n’est pas engagé dans une interaction
intramoléculaire. Ces résultats concordent donc avec la structure envisagée pour ce foldamere
a trois brins car les protons amide et urée présents sur les brins ont adopté un comportement
caractéristique d’une implication dans une interaction intramoléculaire. Comme cela fut
envisagé lors de la conception de ce foldamere, le dernier proton amide sur le mime de coude
a semblé libre d’interagir avec son environnement et ne participe donc pas a la stabilisation
structurale de ce peptidomime. Ainsi, cette expérience a rendu compte d’une preuve indirecte
du repliement en feuillet B stabilisé par des liaisons hydrogéne intramoléculaires.
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Figure 15 : Etude en solution du repliement du feuillet B7 via un dosage induit par I'ajout de DMSO-ds
dans le CDCls observé par RMN *H (400 MHz).

ii. Détermination de la structure en solution du foldamere a trois brins

B7

Des expériences de RMN en deux dimensions ont été réalisées afin d’obtenir de plus amples
informations sur la structure adoptée par le foldamere B7 en solution a 24°C pour une
concentration a 20 mM. Les expériences de corrélation COSY et HSQC 'H-13C ont notamment
permis d’identifier les signaux correspondant aux protons amide et urée étudiés
précédemment (Figure 16). Tout d’abord, le spectre RMN 'H a démontré que le signal situé a
5,80 ppm correspond au proton amide du coude D-Pro-DADME qui est sous la forme d’un
singulet contrairement aux deux autres signaux des protons NH qui sont présents sous la forme
de triplets. Les expériences COSY et HSQC *H-13C ont servi a attribuer le signal du proton amide
(en vert) qui est corrélé au CH; de la fonction ester caractérisé par un doublet de doublet et
donc au carbone C;. Ces expériences ont également permis de déterminer le déplacement
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chimique correspond au proton urée (en rose) qui est relié au méthylene portant le carbone

Ciy7. Le carbone tertiaire de la proline, CHa, a également pu étre identifié.
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Figure 16 : Spectres RMN COSY 'H-H (gauche) et HSQC *H-13C (droite) du foldamére B7 (20 mM, 400 MHz).

L'expérience de corrélation HMBC 'H-13C a pu compléter ces informations en permettant
notamment d’identifier le déplacement correspondant a chacun des deux protons éthyléniques
(Figure 17). En effet, I'un de ces protons (orange) est corrélé au méme carbonyle que le proton
amide du brin en vert en J? tandis que le deuxiéme CH éthylénique a présenté une corrélation
avec le carbonyle appartenant au groupement ester. L’environnement local des signaux
caractéristiques du motif D-Pro-DADME a pu étre établit notamment en remontant jusqu’aux
carbones Cs et C11 qui en constituent les fonctions amides mais aussi en distinguant les trois
méthylénes (Ci3, C1a, C15) présents sur le cycle de la proline. Les signaux relatifs au motif urée
n’ont pas montré de corrélation en 2J ni 3J c’est donc en procédant par élimination qu’il a été

déduit que le NH de la fonction urée est lié au carbonyle (C1¢) situé a 158,07 ppm.
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Figure 17 : Spectres RMN HMBC *H-'3C du foldameére B7 (20 mM, 400MHz).

Finalement, une expérience NOESY a été réalisée afin d’observer les corrélations dans I'espace
entre les différents protons de la molécule ce qui a permis de conclure quant a la structure
adoptée par la molécule B7 en solution. L'ensemble des corrélations dans I'espace
caractéristiques du foldamere B7 qui ont été déterminées sont retranscrites sur la Figure 18.
Par mesure de clarté, les corrélations résultant de couplages en 2J et 3Jont été omises sur la
structure représentée sur la figure. Concernant le motif coude bD-Pro-DADME, les corrélations
attendues entre les protons amide ont bien été obtenues ainsi que celle entre le proton amide
central (en bleu) et le proton du CHa de la proline. Ensuite, le CH éthylénique en orange a
montré une corrélation avec I'un des méthylénes situés sur le brin central ainsi qu’au proton
amide en vert et le second CH éthylénique. Enfin, les signaux de corrélation dans I'espace
relatifs au proton urée ont nécessité un zoom sur le spectre RMN NOESY entre 5 et 8 ppm
permettant de constater que celui-ci est bien corrélé au CH éthylénique en orange ainsi qu’au
méthylene du groupement ester (Figure 19). Ce dernier a également montré une corrélation
avec le méthylene en a de I'azote de la proline.

Ainsi, suite a I'élucidation de la structure a I'aide des expériences RMN COSY, HSQC et HMBC,
I'interprétation du spectre RMN NOESY a prouvé que le foldamere B7; adopte bien un
repliement en feuillet B, en solution, d’apres les différentes corrélations spatiales établies.
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Figure 18 : Spectre RMN *H-'H NOESY du foldameére B7 (20 mM, 400 MHz).
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Pour conclure, I'ensemble des expériences RMIN 2D et plus particulierement la séquence
d’acquisition type NOESY ont démontré que le foldamere B7 adopte bien le repliement attendu
en feuillet B. Ceci est donc en accord avec la preuve indirecte de repliement fournie par
I’expérience de dosage qui a servi a identifier les protons impliqués dans les liaisons hydrogene
intramoléculaires stabilisant le repliement en feuillet .
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c) Etude en solution du repliement du foldamere a cing brins Bs

Plus récemment, I'expérience du dosage a aussi été réalisée sur le foldamere a cing brins Bs
pour obtenir des informations quant a son repliement en solution. Cette étude n’a pas été
concluante car de nouveaux signaux n’appartenant pas a la molécule d’intérét ont été observés
(Figure 20). En effet, I'analyse effectuée sur le spectrométre RMN 400MHz a révélé 'apparition
de signaux de faible intensité dans la région des protons amide pour une concentration a 5 mM
comme le montre la Figure 20. Concernant, les spectres qui ont été obtenus pour une
concentration a 3 mM sur les spectrométres 300 MHz et 400 MHz, les signaux sont davantage
dissimulés en raison d’une ligne de base trop large.
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Figure 20 : Spectres RMN *H du foldamére a cing brins Bs dans le CDClz a : A) 5 mM (400 MHz). B) 3 mM
(400 MHz) et C) 3 mM (300 MHz).

L’hypothese d’un équilibre en solution entre deux conformations a alors été supposé. Il a été
observé que dans le DMSO-ds un nouveau signal est également apparu au sein de la région des
CHa de la proline ce qui aurait pu correspondre avec la formation de I'isomere cis de la proline
(Figure 21A). Alors, pour comprendre si ce phénomene était di a la présence d'une impureté,
ou plutdt a l'existence d'un équilibre lent en solution entre plusieurs conformations de la
proline, des spectres RMN ont été réalisés a différentes températures : de 5°C a 70°C. L’étude
en température permet généralement de démontrer la présence d’un équilibre en solution et
de déterminer le ratio entre plusieurs especes quand les signaux sont distincts et fins. Des
spectres RMN H ont donc été enregistrés a différentes températures dans le chloroforme et
dans le DMSO-de pour le composé Bs. Au regard des résultats retranscrits sur la Figure 21 (B et
C) aucun de ces effets de ces variations de température ne fut observé pour le composé a cing
brins. Effectivement, les proportions entre les supposées conformations cis/trans de la proline
sont restées intactes puisque aucune variation des signaux propres aux CHa de la proline n’a
été observée. En I'absence d’évolution relative aux changements de température il est difficile
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de conclure a un équilibre entre deux ou plusieurs espéces dans ce cas. Il est donc fort probable
que ce soient des impuretés présentes en faibles quantités ce pourquoi, la molécule Bg doit
étre a nouveau synthétisée et purifiée différemment pour éclaircir ces résultats.
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Figure 21 : Spectres RMN H (400 MHz) du foldamére Bs. A) Analyses dans le DMSO-ds et dans le CDCls.
Influence de changements de température sur les signaux CHa B) dans le CDCls et C) dans le DMSO-db.

d) Comparaison du repliement en solution des foldameéres a trois brins Bs, Bs
et By stabilisés par liaisons hydrogéne

Les expériences de dosage par I'ajout croissant de DMSO-des ont également été réalisées a partir
des foldameres synthétisés par le Dr. Christel Dolain pour comparer les résultats au repliement
adopté par le foldamére B7. Tout d’abord, sur les spectres RMN H il a été constaté que le
déplacement chimique du proton amide du coude (en bleu ciel) reste fixe (5,73 ppm) sur les
trois spectres (Figure 22). Sur le spectre du foldamere Be, il a été possible d’attribuer les signaux
correspondant aux deux autres protons amide de la molécule de par la multiplicité des pics.
Ainsi, le signal distingué par un point bleu marine correspond au proton amide lié au
cyclohexyle et celui en vert au proton amide reliant le motif coude au brin central. Le spectre
RMN H du composé Bs présentait des signaux trop larges pour attribuer les protons amide
autres que celui du coude. L'attribution des protons du foldamere B7a quant a elle été décrite
précédemment. Ces trois spectres ont montré que les signaux des protons urée se situent vers
6 ppm tandis que les protons amide, hormis celui du coude en bleu, sont plus déblindés et se
retrouvent entre 7,6 ppm et 8 ppm. Pour les expériences de dosage en présence du DMSO-ds,
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le méme protocole d’ajouts successifs de DMSO-ds que le produit By a été suivi sur les
composés a trois brins Bs et Be. Les résultats ont été retranscrits sous la forme de graphiques
suivant le déplacement chimique de chaque proton amide ou urée en fonction du pourcentage
de DMSO-ds (Figure 23).
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Figure 22 : Spectres RMN *H des foldaméres a trois brins Bs, Bs et B7 (CDCls, 400 MHz).
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Figure 23 : Etude comparative du repliement en feuillet f de plusieurs foldameres a trois brins stabilisés

par des liaisons hydrogéne.
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Au regard du graphique A, il est apparu que les protons amide des brins (en vert et bleu marine)
du foldameére Bs ont été affectés par I'ajout du solvant polaire a hauteur de 20 % surtout le
proton lié au cyclohexyle (Figure 23). Tout comme pour le foldameére By, ces observations ont
prouvé que ces signaux sont impliqués dans des liaisons hydrogene intramoléculaires assez
stables carils ont été peu perturbés par I'addition du solvant polaire. Le proton amide du coude
a été plus largement affecté par I'ajout du DMSO-ds ce qui suggere qu’il n’est effectivement
pas impliqué dans des liaisons hydrogene intramoléculaires. Pour la molécule Bs, un constat
similaire a été effectué pour le proton amide du coude D-Pro-DADME dont le déplacement
chimique a évolué de 5,73 ppm (0 % DMSO-ds) vers 7,82 ppm pour une teneur a 100 % de
DMSO-ds (Figure 23). Les deux autres protons amide de cette méme molécule ont quant a eux
été moins affectés par I'ajout du DMSO-de car c’est a partir d’'une teneur a 30 % de DMSO dans
le chloroforme que les déplacements chimiques de ces derniers ont commencé a se déblinder.
Ces résultats ont donc été en accord avec un repliement en feuillet B via des liaisons hydrogene
intramoléculaires n“impliquant pas le NH du coude en bleu. Enfin, le repliement en feuillet B en
solution du foldamere B7 a été prouvé de maniere directe et indirecte comme discuté
auparavant. Sur le graphique C, il est possible d’observer que pour le proton urée en rose, son
déplacement chimique a également commencé a se déblinder pour une valeur de 20 % de
DMSO-ds.

Pour conclure, I’'ensemble de ces observations concordent avec le repliement en feuillet B pour
les trois foldameéeres comportant trois brins. Ces expériences ont été réalisées a titre d’une
preuve indirecte de repliement en s’appuyant sur la présence ou |'absence de liaisons
hydrogéne intramoléculaires. Réaliser des expériences de type RMN 2D permettrait de
confirmer le repliement en feuillet § pour les structures Bs et Be.

2) Etude structurale a I’état solide des foldameéres multi-brins

Pour confirmer les interprétations des repliements observés en solution il était important
d’obtenir des informations complémentaires grace a des études a I’état solide. Des cristaux ont
été obtenus pour deux molécules de ce projet via la méthode d’évaporation du solvant dans
lequel elles ont été solubilisées au préalable. Une structure cristallographique du motif brin-
coude 5 a pu étre déterminée par diffraction des rayons X (Figure 24). Les cristaux en question
ont été obtenus par évaporation du chloroforme. Alors, il a été possible d’identifier la liaison
hydrogéne intramoléculaire induite par le coude D-Pro-DADME mesurée a 2,1 A entre le
carbonyle du Boc et le proton amide assurant la jonction entre le coude et le brin. Le brin est
un dérivé du monoéthyle fumarate et il a été remarqué sur cette structure que le carbonyle de
I"ester pointe vers le bas en 'abscence de liaison hydrogéne possible avec un brin adjacent relié
a la proline. Concernant le motif coude, le NH et le carbonyle pointent dans deux directions
opposées perpendiculaires au plan du brin et sont donc libres d’intervevenir dans I'empilement
du réseau cristallin.
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Figure 24 : Structure cristallographique du motif brin-coude 6 protégé par un Boc. Vue de face (a gauche)
et vue de coté (a droite).

Récemment, de plus amples informations ont été rapportées par la cristallisation
monomeérique du foldameére B7 a trois brins. La cristallisation de ce composé a été réalisée par
évaporation du chloroforme dans lequel le foldamere a été solubilisé a une concentration de
41 mM. Une structure cristallographique a été obtenue par diffraction des rayons X sur I'un de
ces cristaux avec une bonne résolution de 0,80 A (Figure 25). Quatre liaisons hydrogéne
intramoléculaires ont été observées sur cette structure imitant celles d’un feuillet B
antiparallele car ces liaisons délimitent, alternativement, des cycles a 10 et a 14 chafnons
(Figure 25A & B). La formation de ces liaisons hydrogene caractéristiques est permise par la
conformation de l'espaceur éthylene diamine ou chaque proton urée est orienté vers le
carbonyle d’un des deux brins adjacents. De plus, les liaisons hydrogéne formées par le motif
coude ont été mesurées a 2,1 A et 2,2 Aeta 2,6 A et 2,8 A pour les liaisons impliquant les
protons urée. Ceci traduit donc une légére ouverture de la structure au niveau des extrémités.
De plus, les liaisons amide des pseudo-coudes B sont bien perpendiculaires au plan comme
dans les coudes B naturels et la structure du composé 5 précédemment mentionnée. Ainsi,
I’analyse a I’état solide du foldamere a 3 brins B7 concorde avec la structure établie en solution
maintenue grace quatre liaisons hydrogene intramoléculaires.
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Figure 25 : Structure cristallographique du foldamere a trois brins f7. A) Représentation de la structure et
longueur des liaisons hydrogéne (pointillés jaune). B) Vue arriere de la structure incurvée. C) Angle entre
les deux brins externes. D) Vue de profil de la structure et sa courbure.

Un aspect intéressant a évoquer est la courbe qu’épouse cette structure visible sur la Figure 25
(C & D) et résultante de I'angle formé entre les deux brins périphériques mesuré a 149,8°. Cette
spécificité laisse penser qu’augmenter le nombre de brins permettrait d’obtenir une
architecture cylindrique avec une cavité a I'image des tonneaux B naturels.

Pour aller plus loin, il serait bénéfique d’obtenir une structure cristallographique du foldameére
a cing brins pour confirmer et étoffer les informations structurales déja obtenues.

lll. Conclusion et perspectives

Ce projet porte sur le développement de mimes de feuillets B avec des foldameres stabilisés
par des liaisons hydrogéne intramoléculaires menant a des structures multi-brins alternant des
coudes et brins artificiels. Ce type de repliement a été indirectement prouvé en solution pour
les structures dérivant exclusivement de brins diacides. Cependant, il n’était pas possible
d’accéder a des architectures plus longues avec ce type de composés qui restreignent le réseau
de liaisons hydrogene. Ce pourquoi, le principal objectif de ce projet fut de mettre en place une
stratégie de synthese viable pour obtenir des architectures multi-brins alliant des brins diamine
et de diacides pour maintenir les liaisons hydrogéne indispensables pour I'allongement de ces
foldameres. La préparation de ces structures a fait intervenir la synthese d’urées tri-substituées
qui se sont avérées difficiles a obtenir. Une premiere stratégie de synthese d’architectures
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multi-brins a été mise de coté car elle n’a pas permis de former ces fonctions. Une deuxieme
stratégie de synthese a donc été mise en place et a mené a la molécule cible B7 comprenant
trois brins. Cette voie de synthése a nécessité I'optimisation des conditions de couplage menant
aux urées trisubstituées selon la méthode de R. A. Batey.?* Finalement, un couplage peptidique
convergent a pu conduire au foldamere désiré. L'utilisation d’une voie convergente a permis
un gain d’étapes de synthése et de matiére et a requis une maitrise parfaite dans la sélectivité
des réactions.

Une fois cette premiére molécule cible synthétisée, différentes études ont été réalisées pour
caractériser le repliement en solution en se focalisant sur la présence de liaisons hydrogene
intramoléculaires puis par des analyses de spectroscopie RMN 2D qui ont confirmé le
repliement en feuillet B attendu. Des études a I’état solide ont également été effectuées sur le
foldameére B7 par diffraction des rayons X. Une structure cristallographique du foldamere a trois
brins a donc été obtenue ce qui demeure une réelle avancée puisque les informations
concordent parfaitement avec les données issues des études en solution. A présent, I'idée est
d’évaluer si les regles régissant le repliement des structures a trois brins se perpétuent en
allongeant les structures. Il est également question de vérifier si la notion de courbure observée
sur la structure cristallographique du foldameére a trois brins est accentuée lorsque le nombre
de brins augmente. Pour apporter des réponses a ces questions, un foldamere a cing brins Bs
a été synthétisé toujours selon une stratégie convergente. A ce jour, les méthodes de couplage
final et de purification de ce composé n’ont pas été optimisées afin d’obtenir suffisamment de
matiere pour procéder aux études en solution ainsi qu’a des essais de cristallisation. A court
terme, d’autres cibles comprenant trois a cing brins pourront étre envisagées en jouant sur la
longueur des brins et I'apport de chaines latérales afin de passer ces architectures en milieu
aqueux. L'idée serait d’apporter des groupements polaires au sein des brins pour favoriser la
solubilité de ces structures dans l'eau. Le point crucial ici sera de ne pas provoquer
d’importantes interactions intermoléculaires par I'ajout de chaines latérales polaires qui
engendreraient I'agrégation des composés.

En perspective, un nouvel objectif a pu étre soumis grace a l'acquisition de la structure
cristallographique du foldamere a trois brins B7 et consiste a développer des mimes de
tonneaux B. La Figure 26 illustre les différentes avancées pour parvenir a des structures de plus
en plus complexes en partant d’un feuillet a trois brins puis a cing brins pour viser ensuite une
macromolécule qui rappelle la structure des tonneaux B naturels.
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Figure 26 : Evolution du foldameére a trois brins au cing brins puis vers un mime de tonneau B.
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Pour revenir a l'utilisation d’unités diamine générant la formation de structures étendues, un
nouveau projet a également été initié au sein du laboratoire. Dans ce cas, I'espaceur entre les
motifs diamines serait de type carbonyle pour former des oligourées. Nous avons sélectionné
des oligomeéres constitués de deux types de monomeres dérivés de diamine. L'alternance de
ces monomeres pourrait favoriser la formation de brins § étendus au détriment d’une structure
hélicoidale. En effet, il a été démontré que les deux catégories de monomeres M1 et My
différant par la position de la chaine latérale sur le squelette et sa stéréochimie sont
compatibles avec la structure en hélice (Figure 27A). En revanche, I'inversion de chiralité sur le
monomere Mz conduisant donc a Ms rend la séquence correspondante hybride incompatible
avec la structuration en hélice (Figure 27B).?’ Il s’agira d’établir si les oligomeéres ainsi congus
adoptent ou non un repliement en structures étendues.
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Figure 27 : Compatibilité de monomeéres d'oligourées avec des structures secondaires. A) Monomeres
favorisant la formation d’hélices. B) Monomeres supposés compatibles pour la formation de brins
étendus.

Finalement, le potentiel de ce projet réside dans la pluralité de ses objectifs afin d’obtenir des
structures toujours plus complexes les unes que les autres a I'effigie des structures peptidiques
naturelles. Les difficultés synthétiques majeures ont pu étre maitrisées au cours de ce doctorat
et nous avons vu que la structure cristallographique d’un foldamere a trois brins a permis
d’ouvrir des voies quant a la poursuite de ce projet.
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Ces dernieres années, des avancées en biologie moléculaire ont permis de voir émerger des
molécules biologiques comme agents thérapeutiques. Or, bien souvent seuls quelques
éléments de structures secondaires de ces molécules (comme les hélices a ou les feuillets B)
sont impliqués dans leur interaction avec la protéine partenaire et sont donc nécessaires pour
leur activité biologique. Les peptides aptes a adopter les repliements propres aux structures
secondaires rencontrées dans les protéines et qui possédent des caractéristiques
intermédiaires entre les petites molécules et les protéines, représentent un enjeu
thérapeutique intéressant. Ces derniers présentent toutefois des inconvénients qui résident
dans leur faible stabilité plasmatique et leur faible pénétration cellulaire notamment a cause
de leur flexibilité conformationnelle ce qui limite pour linstant leur développement
thérapeutique. C'est dans ce contexte que des méthodologies ont été développées afin
d’améliorer les propriétés pharmacologiques de courts fragments peptidiques. Au cours de ce
travail de thése, nous nous sommes intéressés a deux stratégies : stabiliser la structure
secondaire des peptides dans leur conformation hélicoidale (chapitre 2) et développer des
squelettes non naturels comme mimes de feuillet § multi-brins (chapitre 3).

Parmi les différentes techniques concgues pour stabiliser le repliement en hélice a, nous avons
choisi de travailler sur la macrocyclisation entre deux chaines latérales via I'introduction d’une
fonction polaire qui est frequemment rencontrée au sein des biomolécules : le motif guanidine.
Une stratégie de synthese consistant a former la guanidine lors de |'étape finale de
macrocyclisation par réaction entre un précurseur thiourée activé et une fonction amine a ainsi
été développée sur support solide. Les différentes étapes de cette stratégie ont tout d’abord
été validées sur une séquence peptidique modele pour former une agrafe peptidique en (i, i
+4), et ont notamment nécessité un choix judicieux des groupements protecteurs portés par
les deux résidus lysine impliqués dans le macrocycle. Plusieurs séquences ont été synthétisées
pour évaluer l'influence de la position (AP1, [K6-K10] vs AP2, [K6-K10]) et de la taille (AP3, [O2-
06]) du macrocycle formé en (i, i+4) sur la structuration du peptide modeéle (Tableau 1). Des
études de dichroisme circulaire ont démontré que l'incorporation d’un pont guanidine en (i,
i+4) permet de stabiliser fortement la structure hélicoidale lorsqu’il est placé au centre du
peptide et que la possibilité d’établir un pont salin avec le résidu Glu2 est maintenue.

Tableau 1 : Valeurs des rendements de synthése et des pourcentages d’hélicité calculés a 222 nm pour
les peptides issus d’une séquence modele macrocyclisés en (i, i+4) par un motif guanidine.

Composés Séquences Rendements Taux d’hélicité
P25 KKTAAKKFERQAADS 23 % 2%
NH
AP1 [K2-K6] HN)J\NH 19% 7%
Ac-KKTAAKKFERQAADS
NH
AP2 [K6-K10] HN*NH 10% 30%
Ac-KETAAKKFEKQAADS
NH
AP3 [02-06] HN)J\NH 16 % 6 %

Ac-KOTAAOKFERQAADS
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Le concept d’agrafes peptidiques type guanidine a ensuite été appliqué a des peptides
biologiquement actifs impliqués dans des interactions protéine-protéine. Les peptides qui ont
été étudiés et leur protéine d’intérét sont : le peptide S/protéine S, PMI/MDM?2, SRC1-2/VDR.
La syntheése de macrocycles en (i, i+4) s’est avérée compatible avec I'ensemble de ces
séquences peptidiques. De tres bonnes puretés HPLC ont en effet été observées pour les
différents composés bruts et des rendements de 2 % a 17 % ont été obtenus apres purification
(Tableau 2).

Tableau 2 : Résultats de synthése des peptides AP4 a AP7. A = synthese du peptide ; B = formation de la
thiourée ; C = macrocyclisation ; D = produits bruts. Les puretés des différentes étapes sont indiquées
entre parentheése.

M;}?:zns Séquences A B C D I::g:; i
P[erZt_isg]s ACKK(MITAAK(AIOKFERQHMDS ; 02;1 : (PN 2D7) : ; 32;) : :‘SP ;’) 17 %
F[’Egidleo]s Ac-KETAAK(Mtt)KFEK (Alloc)QHMDS (723;) (7\135) (5P j’;) : fgp 054, ) 10%
[K'Z 'Ef('sl Ac-TSFK(MIEYWK(AlloOLLSP 9P 33;) ( g:;) : ;24%) (:‘; 02) 2%

[Sg:bz] Ac-RHK(MIILHK(AIOO)LLQEGS SP;';) (7\145’) ( 7P ;;) (?j 02) 13 %

Des études structurales en solution et a |'état solide pour les différentes séquences
macrocyclisées sont en cours pour déterminer I'apport de I'agrafe peptidique guanidine sur la
stabilisation de I'hélice et son impact sur 'interaction avec leur protéine partenaire respective.

Afin d’étendre les champs d’application de ces agrafes, des tentatives de macrocyclisation en
(i, i+7) ont également été faites sur le peptide S permettant d’accéder a un macrocycle a onze
atomes (AP8) ou treize atomes (AP9), issu du couplage avec le résidu Fmoc-Gly-OH sur 'une
des chaines latérales. Dans le premier cas, la formation importante du dimere a été observée
tandis que la dimérisation a été fortement diminuée en augmentant la taille du macrocycle.

Ainsi, une stratégie de synthese efficace a été mise au point permettant d’accéder a des agrafes
peptidiques originales comportant un motif guanidine. Celle-ci est compatible avec différentes
séquences peptidiques d’intérét biologique et il a été montré que la taille du macrocycle peut
étre modulée pour permettre une cyclisation a la fois en (i, i+4) et en (i, i+7). Cette étude a
ouvert des perspectives intéressantes pour appliquer notre méthodologie sur une plus large
gamme de peptides impliquées dans des interactions protéine-protéine et étudier l'influence
de cette agrafe peptidique portant une fonction guanidine sur leurs propriétés de pénétration
cellulaire. Une autre stratégie qui permettrait de former plusieurs motifs guanidine via une
macrocyclisation intermoléculaire est également en cours de développement au laboratoire.

Parallelement au travail sur la stabilisation d’hélices a, nous nous sommes intéressés a la
conception de mimes de feuillets f multi-brins. L'idée est d’accéder a des structures complexes
alternant des coudes et brins artificiels, composés de motifs diamine et diacide, stabilisés par
des liaisons hydrogene intramoléculaires. La synthése de ces structures a fait intervenir la
préparation d’urées trisubstituées dissymétriques ce qui a constitué un premier défi
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synthétique. L'optimisation d’une voie de synthése de ces urées trisubstituées a permis
d’accéder a une premiere molécule cible B7 comprenant trois brins (Figure 1). Cette derniére a
été assemblée selon une stratégie convergente en synthétisant deux fragments distincts qui
ont été reliés via un couplage peptidique. Plusieurs études ont été réalisées pour caractériser
le repliement en solution de cette molécule. Une premiere expérience de dosage suivi par RMN
'H de la molécule initialement solubilisée dans le chloroforme, par I'ajout d’un solvant polaire
(le DMSO-de) a été réalisée. Les informations obtenues ont apporté une preuve indirecte de
repliement en feuillet  pour ce foldamere a trois brins en s’appuyant sur le faible déplacement
chimique des signaux des protons amide et urée impliqués dans des liaisons hydrogéne
intramoléculaires. L'étude des corrélations NOE obtenues en RMN 2D a confirmé le repliement
en feuillet B pour le foldameére B7. Une structure cristallographique de ce méme foldameére a
également été obtenue par diffraction des rayons X et concorde parfaitement avec un
repliement en feuillet B sachant que cette structure est incurvée.

Nous avons ensuite cherché a évaluer si les regles régissant le repliement des structures a trois
brins pouvaient permettre d’accéder a des structures plus longues et si la courbure observée
sur la structure cristallographique du foldamere Bz serait accentuée lorsque le nombre de brins
augmente. Alors, un foldameére a cing brins constitué également de motifs diamine et diacide,
Bs, a été synthétisé selon une stratégie convergente (Figure 1). Le couplage final et la méthode
de purification doivent encore étre optimisés afin d’obtenir suffisamment de composé Bg pour
procéder aux études en solution ainsi qu’a des essais de cristallisation pour comparer les
données structurales avec le feuillet a trois brins B7.

Figure 1 : Molécules cibles a trois brins B7 et cing brins Bs synthétisées et congues pour se replier en
feuillets f multibrins.

A court terme, d’autres cibles comprenant trois a cing brins pourront étre envisagées en jouant

sur la longueur des brins et la présence de chaines latérales polaires afin d’envisager le passage
de ces structures en milieu agueux. Le point crucial ici sera de ne pas provoquer d’importantes
interactions intermoléculaires par I'ajout de chaines latérales polaires qui engendreraient
I'agrégation des composés. La structure courbée qu’adopte le foldamere a trois brins B7 permet
également d’envisager la possibilité de développer des architectures multi-brins cylindriques
avec une cavité, a I'image des tonneaux B naturels (Figure 2).
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Figure 2 : Schématisation de la conception de tonneaux B artificiels a partir de la structure
cristallographique du foldameére Bz a trois brins.
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Experimental part

l. General methods

Commercially available reagents were used throughout without purification. Solvents were
purchased from Sigma-Aldrich. THF, DCM and Toluene were preliminary dried by passing
through solvent drying system (SPS 800 Manual from MBraun). TFA was purchased from
SigmaAldrich. DMF and DCM for solid phase synthesis were purchased from Carlo ERBA. RP-
HPLC-quality acetonitrile (ACN) and MilliQ water were used for RP-HPLC analyses and
purification. N-protected amino acids were purchased from Iris Biotech. Rink amide resins were
purchased from Novabiochem laboratories. All reactions were carried out under a dry nitrogen
atmosphere and triethylamine (TEA)/diisopropylethylamine (DIEA) were distilled over
phosphorus pentoxide (P,0s) prior to use. Reactions were monitored by thin layer
chromatography (TLC) on Merck silica gel 60-F254 plates (Merck) and observed under UV light
and charring with 1 % w/w ninhydrin in ethanol followed by heating or by RP-HPLC analysis.
Column chromatography purifications were carried out on Merck GEDURAN Si60 (40-63 um).
Reaction needing microwave irradiation were carried out on Discover system or LibertyBlue
from CEM (CEM uWaves S.A.S., Orsay, France).

Analytical RP-HPLC analyses were performed on a Dionex Ultimate U3000 using Macherey-
Nagel Nucleodur columns (4.6 x 100 mm, 3pum, A = 200 nm) at a flow rate of ImL.min"t. Semi-
preparative purifications were performed on a Dionex Ultimate U3000 using a Macherey-Nagel
Nucleodur VP250/10 100-16 C18ec column (10 x 250 mm, 16um) at a flow rate of 4 mL.min-'.
Preparative purifications of stapled peptides were performed on a Gilson GX-281 using a
Macherey-Nagel Nucleodur VP250/21 100-5 C18ec column (21 x 250 mm, 5um) at a flow rate
of 20 mL.mint. The mobile phase was composed of 0.1% (v/v) TFA-H2O (Solvent A) and 0.1%
(v/v) TFA-ACN (Solvent B).

Nuclear Magnetic Resonance. *H NMR and *3C NMR spectra were recorded on two different
NMR spectrometers: (1) an Advance Il NMR spectrometer (Bruker Biospin) with a vertical 7.05T
narrowbore/ultrashield magnet operating at 300 MHz for 'H observation and 75 MHz for *3C
observation by means of a 5-mm direct BBO 1H/19F XBB_H probe with Z gradient capabilities;
(2) a DPX-400 NMR spectrometer (Bruken Biospin) with avertical 9.4T narrowbore/ultrashield
magnet operating at 400 MHz for 'H observation by means of 5-mm direct QNP
1H/13C/31P/19F probe with gradient capabilities. Chemical shifts are reported in parts per
million (ppm, &) relative to the *H or 13C residual signal of the deuterated solvent used. *H NMR
splitting patterns with observed first-order coupling are designated as singlet (s), broad singlet
(brs), 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). Samples were
not degassed and data processing was performed with Topspin 3.6 software.

Mass Spectrometry. All MS experiments were performed at the Mass Spectrometry platform
from the European Institute of Chemistry and Biology (UMS 3033 — IECB, Pessac, France). ESI-
HRMS analyses were carried out on a Thermo Exactive with an ion trap mass analyser. ESI-MS
analyses were carried out on a ThermoElectron LCQ Advantage spectrometer equipped with
an ion trap mass or on a Tof Agilent 6230 with a time of flight analyser with an UHPLC Agilent
1290 Infinity (agilent Eclipse Plus C18 RRHD 1.8 um 2.1 x 50 mm).
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Circular Dichroism. All circular dichroism (CD) spectra were recorded on a J-815 Jasco
discographe (Jasco France, Nantes, France) using a quartz cell with a path length of 1 mmor 5
mm (Hellma, Paris, France). Samples temperature was regulated at 3°C or 20°C. Data were
collected in continuous scan mode with a data pitch of 0.1 nm, a scanning speed of 50 nm.min-
1, 2 nm bandwith and three accumulations per sample. Samples data were collected as raw
ellipticity (W in mdeg) and converted to pear residue mean ellipticity (PRME with [O] =
ellipticity) in deg.cm?.dmol.residue using the following equation:

_ Wx10?

res X1xc

[©]

where res is the number of residues in the oligomer, | is the pathlength in cm, and ¢ is the
peptide concentration in dmol.cm.

Crystallography. For X-Ray diffractions studies collections were performed at the IECB X-ray
facility (UMS 3033) on two different high flux microfocus Rigaku rotating anodes at the copper
ka wavelength. Data were collected on a micromax MMO07 (800W) equipped with osmic
Varimax mirrors and semi-cylindrical R-Axis spider IP detector or on a FRX (2.7 kW) 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 omegascan 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. Fullmatrix least-squares
refinement were performed on F2 for all unique reflections, minimizing w(Fo2- Fc2)2, 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 CH3). 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.

Il. Experimental data of chapter 2

1) General procedure for peptides synthesis using N-Fmoc strategy

Oligomers were prepared on a 100 umol scale. Polystyrene rink amide resin MBHA (loading
0.52 mmol/g) was placed in a polypropylene SPE tube (CEM), and preswelled with DMF. All
steps were performed under inert atmosphere on the Liberty Blue system (CEM). The
temperature was maintained by modulation of power and controlled with a fiber optic sensor.
The vessel was then placed inside the microwave reactor (CEM Liberty Blue). Fmoc-a-XaaOH (5
eq. relative to the resin loading), DIC (5 eq. relative to the resin loading), oxyma (5 eq., relative
to the resin loading) were dissolved in DMF. The mixture was added into the reaction vessel
(CEM Liberty Blue). Fmoc was deprotected with 20 % of piperidine in DMF, under microwave
irradiation (155 W, 75 °C, 15 sec) + (35W, 90 °C, 50 sec). Then double couplings were performed
systematically using DIC and oxyma (40 W, 75 °C, 300 sec). The final Fmoc was deprotected
with 20 % of piperidine in DMF, under microwave irradiation (155W, 75 °C, 15sec) + (35W, 90
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°C, 50 sec). Resin was filtered off, washed with DMF (2 x 2 mL) and DCM (2 x 2mL). Acetylation
of the N-terminal was performed by adding 2 mL of acetic anhydride for on the resin for 20
min. Resin was filtered off, washed with DMF (2 x 2 mL) and DCM (2 x 2mL) and dried. A small
amount of resin was finally swelled in a mixture TFA/TIS/H,O (95:2.5:2.5, v/v/v) or
TFA/TIS/H,0/EDT (94:2.5:2.5:1, v/v/v/v) when appropriate and left to react for 120 min. After
that time, the resin was filtered off, washed with TFA (2 x 2mL), DCM (2 x 2 mL) and the filtrate
was evaporated under reduced pressure and lyophilized.

Intermediate P1 was synthesized on a 100 umol scale according to general method, except for
peptidic couplings performed at (170 W, 75 °C, 15 sec + 35 W, 90 °C, 110 sec). ESI-MS: (Mw
2051.37) m/z 1026.41 [M+2H]?*, 684.59 [M+3H]3*, 513.68 [M+4H]*". HPLC: H-0 + 0.1 % TFA
(solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg = 4.31 min.
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Figure 1: RP-HPLC chromatogram of P1 (A = 200 nm).

Intermediate P5 was synthesized on a 100 pumol scale according to previous general method.
ESI-MS: (Mw 1845.10) m/z 922.85 [M+2H]%*, 615.88 [M+3H]3*, 461,90[M+4H]*". HPLC: H,0 +
0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg =
3.17 min.
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Figure 2: RP-HPLC chromatogram of P5 (A = 200 nm).

Intermediate P9 was synthesized on a 100 umol scale according to previous method. ESI-MS:
(Mw 1804.04) m/z 902.56 [M+2H]%*, 602.05 [M+3H]3*. HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN
+0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg = 2.96 min.
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Figure 3: RP-HPLC chromatogramm of P9 (A = 200 nm).

Intermediate P14 was synthesized on a 100 umol scale according to previous method. ESI-MS:
(Mw 1776.96) m/z 593.04 [M+3H]3*. HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA;
(solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr = 3.17 min.
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Figure 4: RP-HPLC chromatogram of P14 (A = 200 nm).

Intermediate P19 was synthesized on a 100 umol scale according to previous method. ESI-MS:
(Mw 1775.98) m/z 592.72 [M+3H]3*. HPLC: H,0O + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA;
(solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg = 2.86 min.
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Figure 5: RP-HPLC chromatogram of P19 (A = 200 nm).

Intermediate P25 was synthesized on a 100 umol scale according to previous method. ESI-MS:
(Mw 1930.21) m/z 955.52 [M+2H]?*, 644.01 [M+3H]3*, 483.51 [M+4H]*". HPLC: H,0 + 0.1 % TFA
(solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg = 3.02 min.
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Figure 6: RP-HPLC chromatogram of P25 (A = 200 nm).

Intermediate P30 was synthesized on a 100 umol scale according to previous method. ESI-MS:
(Mw 1903.14) m/z 635.50 [M+3H]3*, 476.64 [M+4H]**. HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN
+0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg = 3.16 min.
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Figure 7: RP-HPLC chromatogram of P30 (A = 200 nm).

Intermediate P35 was obtained as a white solid after purification in a yield of 23 % (39 mg). The
product was purified by preparative HPLC: H,0 (0.1 % TFA), (ACN 0.1 % TFA); gradient 10-40 %,
20 min, flow = 20 mL/min. ESI-MS: (Mw 1719.96) m/z 860.63 [M+2H]?*, 574.11 [M+3H]3",
431.34 [M+4H]*. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-
100 % of Biin A, 10 min; tg = 2.32 min.
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Figure 8: RP-HPLC chromatogram of P35 (A = 200 nm).
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Intermediate P36 was synthesized on a 100 umol scale according to previous method. ESI-MS:
(Mw 1623.87) m/z 1625.00 [M+1H]**, 812.52 [M+2H]?*, 542.05 [M+3H]3*. HPLC: H,0 + 0.1 %
TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of Bin A, 10 min; tr = 4.79 min.
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Figure 9: RP-HPLC chromatogram of P36 (A = 200 nm).

Intermediate P41 was synthesized on a 100 umol scale according to previous method. ESI-MS:
(Mw 1683.98) m/z 1685.16 [M+1H]**, 842.61 [M+2H]?*, 562.10 [M+3H]3*. HPLC: H,0 + 0.1 %
TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of Bin A, 10 min; tg = 3.65 min.
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Figure 10: RP-HPLC chromatogram of P41 (A = 200 nm).

Intermediate P46 was synthesized on a 100 umol scale according to previous method. ESI-MS:
(Mw 1718.93) m/z 874.54 [M+2H]?*, 583.03 [M+3H]>*. HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN
+0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg = 3.64 min.
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Figure 11: RP-HPLC chromatogram of P46 (A = 200 nm).
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Intermediate P51 was synthesized on a 100 pumol scale according to previous method. ESI-MS:
(Mw 1859.09) m/z 930.63 [M+2H]%*, 620.78 [M+3H]3*, 465.85 [M+4H]**. HPLC: H20 + 0.1 % TFA
(solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg = 3.13 min.
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Figure 12: RP-HPLC chromatogram of P51 (A = 200 nm).

2) Deprotection of orthogonal protective groups

a) General procedure for Alloc deprotection

The alloc group was removed by treatment of the resin (100 pumol) with Pd[PPhs]4 (0.2 eq., 20
umol, 23 mg) and phenylsilane (24 eq., 2.4 mmol, 0.3 mL) in anhydrous DCM (9 mL). After 2h
stirring at room temperature, the resin was filtered and washed twice with DCM/DMF/DCM.
The reaction was repeated once followed by the same treatment. Resin was filtered off, washed
twice with DMF (2 x 2 mL) and DCM (2 x 2mL) and dried. A small amount of resin was finally
swelled in a mixture TFA/TIS/H,0 (95:2.5:2.5, v/v/v) or TFA/TIS/H,O/EDT (94:2.5:2.5:1, v/v/v/v)
when appropriate and left to react for 120 min. After that time, the resin was filtered off,
washed with TFA (2 x 2mL), DCM (2 x 2 mL) and the filtrate was evaporated under reduced
pressure and lyophilized.

Intermediate P2 was synthesized using previous method. ESI-MS: (Mw 1966.81) m/z 984.40
[M+2H]%*, [M+3H]3*, 492.68 [M+4H]**. HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA;
(solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg = 3.78 min.
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Figure 13: RP-HPLC chromatogram of P2 (A = 200 nm).

Intermediate P6 was synthesized using previous method. ESI-MS: (Mw 1759.90) m/z 881.00
169



Experimental part

[M+2H]?*, 587.67 [M+3H]3*, 441.00 [M+4H]*". HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 %
TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg = 2.55 min.
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Figure 14: RP-HPLC chromatogram of P6 (A = 200 nm).

Intermediate P10 was synthesized using previous method. ESI-MS: (Mw 1719.96) m/z 860.55
[M+2H]%*, 574.05 [M+3H]*, 430.79 [M+4H]*. HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 %
TFA,; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr = 3.94 min.
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Figure 15: RP-HPLC chromatogram of P10 (A = 200 nm).

Intermediate P15 was synthesized using previous method. ESI-MS: (Mw 1692.89) m/z 565.02
[M+3H]3*, 424.03 [M+4H]*". HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B)
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr = 2.68 min.
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Figure 16: RP-HPLC chromatogram of P15 (A = 200 nm).

Intermediate P20 was synthesized using previous method. ESI-MS: (Mw 1691.91) m/z 846.54
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[M+2H]?*, 564.70 [M+3H]3*, 423.79 [M+4H]*". HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 %
TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of Bin A, 10 min; tr = 4.15 min.
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Figure 17: RP-HPLC chromatogram of P20 (A = 200 nm).

Intermediate P26 was synthesized using previous method. ESI-MS: (Mw 1846.14) m/z 923.69
[M+2H]%*, 616.16 [M+3H]**, 462.64 [M+4H]*. HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 %
TFA,; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr = 2.55 min.
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Figure 18: RP-HPLC chromatogram of P26 (A = 200 nm).

Intermediate P31 was synthesized using previous method. ESI-MS: (Mw 1819.07) m/z 910.17
[M+2H]%*, 607.14 [M+3H]3*, 455.63 [M+4H]*". HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 %
TFA,; (solvent B), gradient 10-100 % of Biin A, 10 min; tg = 2.72 min.
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Figure 19: RP-HPLC chromatogram of P31 (A = 200 nm).
Intermediate P37 was synthesized using previous method. ESI-MS: (Mw 1539.79) m/z 1541.00
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[M+1H]Y, 771.04 [M+2H]?*. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B),
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg = 4.6 min.
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Figure 20: RP-HPLC chromatogram of P37 (A = 200 nm).

Intermediate P42 was synthesized using previous method. ESI-MS: (Mw 1599.90) m/z 800.45
[M+2H]%*, 533.97 [M+3H]3*. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B),
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr = 3.39 min.
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Figure 21: RP-HPLC chromatogram of P42 (A = 200 nm).

Intermediate P47 was synthesized using previous method. ESI-MS: (Mw 1662.86) m/z 830.95
[M+2H]?*, 554.30 [M+3H]?*, 415.98 [M+3H]*". HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 %
TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr = 2.79 min.
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Figure 22: RP-HPLC chromatogram of P47 (A = 200 nm).
Intermediate P52 was synthesized using previous method. ESI-MS: (Mw 1775.01) m/z 888,11
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[M+2H]?%, 592.44 [M+3H]3*, 444.59 [M+3H]3*. HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 %
TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg = 2.29 min.
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Figure 23: RP-HPLC chromatogram of P52 (A = 200 nm).

b) General procedure for ivDde deprotection

Procedure A: Deprotection mixture was prepared as follows: 1.25 g (514 eq., 18 mmol) of
NH,OH,HCland 0.918 g (385 eq., 13.5 mmol) of imidazole were suspended in 5 mL of NMP, and
the mixture was sonicated until complete dissolution. This solution can be stored for at least 2
weeks at -20 °C. Just before reaction, 5 volumes of this solution were diluted with 1 volume of
DCM or DMF and added on the resin. The mixture was stirred at room temperature for 3 min
then the reaction was repeated for 1h and 1h30. A small amount of resin was finally swelled in
a mixture of TFA/TIS/H,O/EDT (94:2.5:2.5:1, v/v/v/v) and left to react for 120 min. After that
time, the resin was filtered off, washed with TFA (2 x 2mL), DCM (2 x 2 mL) and the filtrate was
evaporated under reduced pressure and lyophilized.

Procedure B: Peptide P1 (19 umol, 0,019 M) was dissolved in DMF and N2H4.H,0 (21 eq., 0.4
mmol) was added. The mixture was stirred at RT for 2hours. After that, LC/MS and HPLC analysis
were performed and the initial product remains as the major product nevertheless 30 % were
converted into Pl-ivDde. A small amount of resin was finally swelled in a mixture of
TFA/TIS/H,O/EDT (94:2.5:2.5:1, v/v/v/v) and left to react for 120 min. After that time, the resin
was filtered off, washed with TFA (2 x 2mL), DCM (2 x 2 mL) and the filtrate was evaporated
under reduced pressure and lyophilized

Intermediate P4 was obtain in 11 % purity following procedure A and 30 % following procedure
B. ESI-MS: (Mw 1843.72) m/z 922.85 [M+2H]%*, 615.55 [M+3H]3*, 461.90 [M+4H]*". HPLC: H,0
+ 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg =
3.39 min.
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Figure 24: RP-HPLC chromatogram of P4 (A = 200 nm).

Procedure C: NaBH4 (10 eq., 0.25 mmol, 9.45 mg) was added on P3 (25 pmol) in DMF (300 pL).
The mixture was stirred at RT for 15h. A small amount of resin was finally swelled in a mixture
of TFA/TIS/H,O/EDT (94:2.5:2.5:1, v/v/v/v) and left to react for 120 min. After that time, the
resin was filtered off, washed with TFA (2 x 2mL), DCM (2 x 2 mL) and the filtrate was
evaporated under reduced pressure and lyophilized. Removal of Fmoc was in competition with
the deprotection of ivDde. The expected compound was not obtained and P3-[ivDde-Fmoc]
was recovered.

c) General procedure for Mtt deprotection

The Mtt protecting group was removed by three 30 min treatments of the resin with a
DCM/TFE/ HFIP/TES mixture (6.5/1/2/0.5: v/v/v/v) followed by washes with DCM. Crude
compound was directly engaged in the next step.

Compounds P8, P12, P17, P22, P28, P33, P39, P44, P49 and P56 were synthesized via this
method.

Intermediate P8 was synthesized through the previous method followed by an acetylation with
2 mL of acetic anhydride for 20 min. ESI-MS: (Mw 2043.33) m/z 1022.16 [M+2H]%*, 682.13
[M+3H]3*, 461.90. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-
100 % of Biin A, 10 min; tg = 4.46 min.
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Figure 25: RP-HPLC chromatogram of P8 (A = 200 nm).
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3) Stapled peptides synthesis

a) Synthesis of P53

This step was performed under microwave irradiation on the Discover system (CEM). The
temperature was maintained by modulation of power and controlled with a fiber optic sensor.
Fmoc-Gly-OH (6 eq. relative to the resin loading), DIC (5 eq. relative to the resin loading), oxyma
(5 eq. relative to the resin loading) were dissolved in DMF. The mixture was added into the
reaction vessel (CEM Discover). The vessel was then placed inside the microwave reactor (CEM
Discover) and irradiated (50W, 75 °C, 5 min). The coupling was repeated twice and followed by
Kaiser’s colorimetric test. After that, the resin was filtered and washed with DMF. Fmoc was
deprotected with 20 % of piperidine in DMF, under microwave irradiation (50W, 50 °C, 10 min).
A small amount of resin was finally swelled in a mixture of TFA/TIS/H,O/EDT (94:2.5:2.5:1,
v/v/v/v) and left to react for 120 min. After that time, the resin was filtered off, washed with
TFA (2 x 2mL), DCM (2 x 2 mL) and the filtrate was evaporated under reduced pressure and
lyophilized. ESI-MS: (Mw 2054.31) m/z 1028.14 [M+2H]**, 685.79 [M+3H]3*, 514.35 [M+3H]3".
HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A,
10 min; tg = 3.99 min.
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Figure 26: RP-HPLC chromatogram of P53 (A = 200 nm).
b) Synthesis of isothiocyanate derivatives 10 and 12

Synthesis of 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl isothiocyanate 10.1
seon. O Pbf chloride 9 (leq., 1.73 mmol, 500 mg) and tetrabutylammonium
O,,S thiocyanate (5 éq., 8.65 mmol, 2.59 g) in 40 mL anhydrous dichloromethane
0o were refluxed at 38-39 °C for 40 min under Nj. After most of solvent was
removed, the light brown colored residue was quickly loaded onto a short
silica gel column and eluted with 500 mL DCM/ cyclohexane (from 70:30 to 50:50, vol/vol). The
eluent was concentrated to give Pbf )isothiocyanate 10 as colorless oil (14 mg, 3 %). Pbf
isothiocyanate is stable in freezer for a few months, but decomposes at rt overnight. *H NMR
(CDCl3, 300 MHz, & in ppm): 2.99 (s, 2H), 2.58 (s, 3H), 2.51 (s, 3H), 1.49 (s, 6H). >*C NMR (CDCls,

75 MHz, & in ppm): 136.48, 122.22, 85.99, 42.39, 28.78, 19.41, 18.63, 11.73.

Synthesis of Fluorenylmethyloxycarbonyl isothiocyanate 12.2
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Fluorenylmethyloxycarbonyl chloride 11 (1 eq., 10 mmol, 2.6 g) was

Q dissolved in 20 mL of anhydrous THF. This solution was added dropwise to a
O>\»o . suspension of dry potassium thiocyanate (1.1 eq., 11 mmol, 1.07 g) in 10 mL
§=C=N O of anhydrous ethyl acetate at 0 °C under a nitrogen atmosphere. The solution

was allowed to warm to room temperature for 7 hours. After the reaction
with the Fmoc-chloride, the reaction mixture was passed through a Celite pad to remove
residual salts, and solvents were removed by rotary evaporation. The crude product was
purified via flash chromatography eluting with a mixture of DCM/cyclohexane (from 1:9 to 2:8,
vol/vol) to give 1.53 g of the Fmoc-isothiocyanate 12 as an off-white solid (54 % yield). *H NMR
(CDCls, 400 MHz, & in ppm): 7.70 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.58 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.43 (t, J = 7.5 Hz,
2H), 7.32 (t, ) = 7.5 Hz, 2H), 4.45 (d, ) = 7.4 Hz, 2H), 4.25 (t, ) = 7.4 Hz, 1H). 13C NMR (CDCls, 100
MHz, & in ppm): 150.45, 147.43, 142.89, 141.37, 128.21, 127.39, 125.16, 120.31, 70.75, 46.36.

c) General procedure for thiourea formation

Fmoc-NCS (1 eq., 100 umol, 28 mg) was added on the resin in anhydrous DCM. After 1h at room
temperature, the resin was filtered and washed exclusively with DCM. A small amount of resin
was finally swelled in a mixture TFA/TIS/H.O (95:2.5:2.5, v/v/v) or TFA/TIS/H,O/EDT
(94:2.5:2.5:1, v/v/v/v) when appropriate and left to react for 120 min. After that time, the resin
was filtered off, washed with TFA (2 x 2mL), DCM (2 x 2 mL) and the filtrate was evaporated
under reduced pressure and lyophilized.

Intermediate P3 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 2247.09) m/z, 1125.10
[M+2H]?*, 750.40 [M+3H]3*. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B),
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg=5.20 min.
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Figure 27: RP-HPLC chromatogram of P3 (A = 200 nm).

Intermediate P7 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 2040.95) m/z, 1022.02
[M+2H]%*, 681.68 [M+3H]**, 511.51 [M+4H]*. HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 %
TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg = 4.23 min.

176



Experimental part

1000

500 -

o
|

Absorbance (mAu)

'500 T T T T 1

0 2 4 6 8 10
Time (min)

Figure 28: RP-HPLC chromatogram of P7 (A = 200 nm).

Intermediate P11 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 2001.29) m/z, 667.74
[M+3H]3*, 501.06 [M+4H]*". HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B),
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr = 4.36 min.
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Figure 29: RP-HPLC chromatogram of P11 (A = 200 nm).

Intermediate P16 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 1974.22) m/z, 658.72
[M+3H]3*, 494.30 [M+4H]**. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B),
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg= 4.55 min.
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Figure 30: RP-HPLC chromatogram of P16 (A = 200 nm).
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Intermediate P21 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 1973.24) m/z, 658.40
[M+3H]3*, 494.05 [M+4H]*". HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B),
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg = 2.32 min.
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Figure 31: RP-HPLC chromatogram of P21 (A = 200 nm).

Intermediate P27 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 2127.47) m/z, 709.69
[M+3H]3*, 532.52 [M+4H]**. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B),
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg= 4.30 min.
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Figure 32: RP-HPLC chromatogram of P27 (A = 200 nm).
Intermediate P32 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 2100.39) m/z, 1051.22
[M+2H]?*, 701.18 [M+3H]?*, 526.13 [M+4H]*". HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 %
TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg= 4.48 min.
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Figure 33: RP-HPLC chromatogram of P32 (A = 200 nm).
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Intermediate P38 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 1821.12) m/z, 1822.05
[M+1H]%*, 911.56 [M+2H]?*, 608.06 [M+3H]3*. HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 %
TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg= 7.59 min.

1000 -

500 -

o
|

Absorbance (mAu)

'500 T T T T 1

0 2 4 6 8 10
Time (min)

Figure 34: RP-HPLC chromatogram of P38 (A = 200 nm).

Intermediate P43 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 1881.23) m/z, 941.23
[M+2H]%*, 628.11 [M+3H]3*. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B),
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg=5.52 min.
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Figure 35: RP-HPLC chromatogram of P43 (A = 200 nm).

Intermediate P48 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 1944.19) m/z, 971.98
[M+2H]%*, 647.99 [M+3H]3*. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B),
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr = 4.94 min.
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Figure 36: RP-HPLC chromatogram of P48 (A = 200 nm).
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Intermediate PS5 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 2097.33) m/z, 1057.66
[M+2H]?*, 705.46 [M+3H]3*, 529.36 [M+4H]**. HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 %
TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg = 4.46 min.
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Figure 37: RP-HPLC chromatogram of P55 (A = 200 nm).
d) General procedure for guanidinylation

The guanidinylation was performed in DCM (2.5 mL) using DIEA (1.2 eq., 120 umol, 21 pL) to
basify the free amine and then EDC (1.2 eq., 120 umol, 23 mg) was added. The mixture was
stirred under Argon at room temperature for 17h. The reaction was repeated once to obtain a
complete conversion. The resin was filtered off and washed with DCM. A small amount of resin
was finally swelled in a mixture TFA/TIS/H,O (95:2.5:2.5, v/v/v) or TFA/TIS/H,O/EDT
(94:2.5:2.5:1, v/v/v/v) when appropriate and left to react for 120 min. After that time, the resin
was filtered off, washed with TFA (2 x 2mL), DCM (2 x 2 mL) and the filtrate was evaporated
under reduced pressure and lyophilized.

Intermediate P14 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 1967.22) m/z, 656.41
[M+3H]3*, 492.56 [M+4H]*". HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B),
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg=4.13 min.
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Figure 38: RP-HPLC chromatogram of P14 (A = 200 nm).
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Intermediate P13 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 1940.14) m/z, 647.39
[M+3H]3*, 485.81 [M+4H]*". HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B),
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr = 4.17 min.
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Figure 39: RP-HPLC chromatogram of P13 (A = 200 nm).

Intermediate P23 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 1939,16) m/z, 647.06
[M+3H]3*, 485.56 [M+4H]**. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B),
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr = 5.53 min.
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Figure 40: RP-HPLC chromatogram of P23 (A = 200 nm).

Intermediate P29 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 2093.39) m/z, 1047.04
[M+2H]?*, 698.36 [M+3H]3*, 524.03 [M+4H]**. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 %
TFA,; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr = 3.74 min.
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Figure 41: RP-HPLC chromatogram of P29 (A = 200 nm).

181



Experimental part

Intermediate P34 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 2066.32) m/z, 1034.22
[M+2H]2*, 689.85 [M+3H]3*, 517.65 [M+4H]*". HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 %
TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr = 4.00 min.
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Figure 42: RP-HPLC chromatogram of P34 (A = 200 nm).

Intermediate P40 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 1787.05) m/z, 1788.14
[M+1H]%, 894.6 [M+2H]?". HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B)
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg= 6.12 min.
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Figure 43: RP-HPLC chromatogram of P40 (A = 200 nm).

Intermediate P45 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 1847.16) m/z, 1848.25
[M+1H]™, 924.16 [M+2H]%*, 616.80 [M+3H]3*. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 %
TFA,; (solvent B) gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr=5.51 min.
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Figure 44: RP-HPLC chromatogram of P45 (A = 200 nm).
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Intermediate P50 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 1910.12) m/z 954.50
[M+2H]2*, 636.67 [M+3H]3*. HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B),
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tg = 3.36 min.
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Figure 45: RP-HPLC chromatogram of P50 (A = 200 nm).

Intermediate P57 was synthesized using previous strategy. ESI-MS: (Mw 2079.32) m/z 1040.63
[M+2H]?*, 694.11 [M+3H]3*, 520.85 [M+4H]*". HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 %
TFA,; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; 10 min; tr= 2.53 min.
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Figure 46: RP-HPLC chromatogram of P57 (A = 200 nm).

e) General procedure for Fmoc removal

The Fmoc protecting group was removed by three 15 min treatments of the resin with a 20 %
piperidine in DMF mixture followed by washes with DCM. The resin was finally swelled in a
mixture TFA/TIS/H20 (95:2.5:2.5, v/v/v) or TFA/TIS/H,O/EDT (94:2.5:2.5:1, v/v/v/v) when
appropriate and left to react for 120 min. After that time, the resin was filtered off, washed
with TFA (2 x 2mL), DCM (2 x 2 mL) and the filtrate was recovered to perform a precipitation
with cold Et;O The crude stapled peptides were finally purified by preparative or semi-
preparative RP-HPLC using the appropriate gradient to a final purity = 95 % and lyophilized.

Stapled peptide AP1 was obtained as a white solid after purification in a yield of 19% (34 mg).
The product was purified by preparative HPLC: H20 (0.1 % TFA), (ACN 0.1 % TFA); gradient 20-
30 %, 20 min, flow = 20 mL/min. ESI-MS: (Mw 1744.97) m/z, 873.05 [M+2H]?*582.39 [M+3H]3*,
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437.25 [M+4H]*. HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-
100 % of Biin A, 10 min; tg= 3.65 min.
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Figure 47: RP-HPLC chromatogram of AP1 after purification (A = 200 nm).

Stapled peptide AP2 was obtained as a white solid after purification in a yield of 10% (18 mg).
The product was purified by preparative HPLC: H,0 (0.1 % TFA), (ACN 0.1 % TFA); gradient 10-
40 %, 20 min, flow = 20 mL/min. ESI-MS: (Mw 1717.90) m/z, 859.52 [M+2H]?*573.36 [M+3H]?",
430.04 [M+4H]**. HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-
100 % of Biin A, 10 min; tr=3.73 min.
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Figure 48: RP-HPLC chromatogram of AP2 after purification (A = 200 nm).

Stapled peptide AP3 was obtained as a white solid after purification in a yield of 16 % (27 mg).
The product was purified by preparative HPLC: H,0 (0.1 % TFA), (ACN 0.1 % TFA); gradient 15-
40 %, 20 min, flow = 20 mL/min. ESI-MS: (Mw 1716.92) m/z, 859.04 [M+2H]%*, 573.04 [M+3H]*",
430.04 [M+4H]**. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-
100 % of Biin A, 10 min; tg= 2.86 min.
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Figure 49: RP-HPLC chromatogram of AP3 after purification (A = 200 nm).

Stapled peptide AP4 was obtained as a white solid after purification in a yield of 17 % (31 mg).
The product was purified by preparative HPLC: H20 (0.1 % TFA), (ACN 0.1 % TFA); gradient 10-
30 %, 20 min, flow = 20 mL/min. ESI-MS: (Mw 1871.15) m/z, 936.01 [M+2H]%*,624.34 [M+3H]3*,
468.51 [M+4H]*. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-
100 % of Biin A, 10 min; tr=2.88 min.
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Figure 50: RP-HPLC chromatogram of AP4 after purification (A = 200 nm).

Stapled peptide AP5 was obtained as a white solid after purification in a yield of 10 % (19 mg).
The product was purified by preparative HPLC: H,0 (0.1 % TFA), (ACN 0.1 % TFA); gradient 10-
30 %, 20 min, flow = 20 mL/min. ESI-MS: (Mw 1844.08) m/z, 923.17 [M+2H]%**, 6215.82
[M+3H]3*, 461.88 [M+4H]**. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B),
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr = 3.43 min.
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Figure 51: RP-HPLC chromatogram of AP5 after purification (A = 200 nm).
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Stapled peptide AP6 was obtained as a white solid after purification in a yield of 2 % (3 mg). The
product was purified by preparative HPLC: H,0 (0.1 % TFA), (ACN 0.1 % TFA); gradient 30-60 %,
20 min, flow = 20 mL/min. ESI-MS: (Mw 1564.80) m/z, 783.06 [M+2H]?*,6215.82. HPLC: H,0 +
0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr=
5.27 min.
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Figure 52: RP-HPLC chromatogram of AP6 after purification (A = 200 nm).
Stapled peptide AP7 was obtained as a white solid after purification in a yield of 2 % (3 mg). The
product was purified by preparative HPLC: H,0 (0.1 % TFA), (ACN 0.1 % TFA); gradient 30-60 %,
20 min, flow = 20 mL/min. ESI-MS: (Mw 1624.91) m/z, 783.06 [M+2H]%*,6215.82. HPLC: H,0 +

0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr=
4.00 min.
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Figure 53: RP-HPLC chromatogram of AP7 after purification (A = 200 nm).

Compound AP8 has not been isolated. ESI-MS: (Mw 1687.87) m/z, 843.47 [M+2H]?*, 562.65
[M+3H]3*. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient 10-100 %
of Bin A, 10 min; tr=2.61 min.
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Figure 54: RP-HPLC chromatogram of AP8 after purification (A = 200 nm).
Compound AP8a was a side product resulting from a dimerization of AP8. ESI-MS: (Mw 3373,73)

m/z, 562.65 [M+6H]%*. HPLC: H20 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B), gradient
10-100 % of B in A, 10 min; tr=2.78 min.
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Figure 55: RP-HPLC chromatogram of AP8a after purification (A = 200 nm).

Compound AP9 has not been isolated. ESI-MS: (Mw 1857.07) m/z, 929.67 [M+2H]?*, 619.82
[M+3H]3*, 465.13[M+4H]*". HPLC: H,0 + 0.1 % TFA (solvent A), ACN + 0.1 % TFA; (solvent B),
gradient 10-100 % of B in A, 10 min; tr= 3.26 min.
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Figure 56: RP-HPLC chromatogram of AP9 after purification (A = 200 nm).

4) Circular dichroism studies

Samples concentrations were determined using Nanodrop equipment to measure their
absorbance at 205 nm. Molar extinction coefficients of stapled peptides were calculated
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following G.M Clore procedure to determine concentrations of proteins that do not contain
tyrosine or tryptophan residues.?

We found: €q.1%= 29 for AP1, AP2, AP4 and AP5 ; €o.%= 30 for AP3 and P24.
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Figure 57: CD spectrum of P24 recorded at 3 °Cin H20 (151 uM).

1000
500

-500

-3500

—AP1

Figure 58: CD spectrum of AP1 recorded at 3 °C in H20 (240 pM)
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Figure 59: CD spectrum of AP2 recorded at 3 °C in H,0 (186 puM)
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Figure 60: CD spectrum of AP3 recorded at 3 °C in H,0 (297 puM)
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Figure 61: CD spectrum of P35 recorded at 3 °Cin H20 (177 uM)
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Figure 62: CD spectrum of AP4 recorded at 3 °Cin H20 (107 uM)
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Figure 63 : CD spectrum of AP5 recorded at 3 °Cin H,0 (108 uM)

5) Crystallography assays

Each peptide was dissolved with the S-protein in a buffer composed of 20 mM TrisHCI pH = 8
according to a 5/1 molar ratio in stapled peptide/S-protein (1.75 mM/ 0.35 mM). Crystallization
trials were performed at room temperature in standard aqueous hanging drops composed of
0.7 uL of stapled peptide+ S-protein (5/1) solution plus 0.7 pL of the crystalliaation buffer. The
screens used were: JBS Classic 2, 3, 6 and a plate of conditions described to promote S-peptide
crystallization. The plates were then incubated at 19 °C for several weeks.

lll. Experimental data of chapter 3

1) Synthesis of precursor Ill.2 and compound 11

a) Synthesis of the turn-strand motif 111.2

Mono-protection of 1,2-diamino-2-methylpropane with a benzyl group to obtain 2.
Compound 1,2-diamino-2-methylpropane 1 (1 eq., 10.9 mmol, 1.13 mL) was
HZhN\(oJQ dissolved in absolute EtOH (45 mL) and benzylphenylcarbonate was added (2
5 eg., 21.9 mmol, 5 g). The reaction mixture was stirred at room temperature
for 17 hours. Solvent was removed under reduced pressure and distilled
water (50 mL) was added. Then, pH was adjusted at 3 by adding a solution of HCI (2M). The
product was extracted with DCM (2x100 mL) and the organic layers were gathered to readjust
the pH at 10 by adding a solution of NaOH (2M). The product was re-extracted with DCM (6x50
mL) and the organic layers were combined, dried over MgSQ., filtered and evaporated under
reduced atmosphere to obtain the pure compound 2 as a colorless oil (2.43 g, quantitative
yield). *H NMR (CDCls, 300 MHz, & in ppm): 7.39-7.27 (m, 5H), 5.21 (brs, 1H), 5.12 (s, 2H), 3.08
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(d, J= 6.5 Hz, 2H), 1.12 (s, 6H). 13C NMR (CDCls, 75 MHz, & in ppm): 157.03, 136.65, 128.61,
128.21, 66.84, 53.57, 50.83, 50.14, 28.34.

Peptide coupling to reach the turn motif 3.

The proline protected with a Boc group (Boc-Pro-OH) (1 eq., 10.9 mmol,
%/OW/NQ 2.35 g) was dissolved in dry DCM (18 mL). Then, HOBt (1.2 g., 13 mmol, 2
°© F. g) and EDC (1.2 eq., 13mmol, 2.51 g) agents were added. The resulting
@ H AN mixture was cooled down to O °C and stirred during 15 minutes. In the
oj(N meantime, the amine compound 2 (1 eq., 10.9 mmol, 2.43 g) was
© dissolved in dry DCM (9.5 mL) and DIEA (1.2 eq., 13 mmol, 2.27 mL) was
added to this mixture. The latter solution was added to the first one containing the acid and
the resulting mixture was stirred at room temperature during 17 hours. Solvents were removed
under reduced pressure to give a yellow oil. The crude residue was dissolved in DCM (25 mL)
and was washed with an aqueous solution of KHSO4 (1M, 20 mL), with distilled water (20 mL),
with an aqueous saturated solution of NaHCOs3 (20 mL) and with brine (20 mL). The organic
layers were collected and dried over MgSQOas. The solvents were removed under reduced
pressure. The pure product 3 (4.14 g, 91 % yield) was obtained without any further purification
as a white powder. *H NMR (CDCls, 300 MHz, § in ppm): 7.33 (m, 5H), 6.52 (m, 2H), 5.08 (s, 2H),
3.92 (d,J=7.3 Hz, 1H), 3.57-3.12 (m, 4H), 2.27-1.69 (m, 4H), 1.40 (s, 9H), 1.28 (s, 6H). 13C NMR
(CDCls, 75 MHz, 6 in ppm): 174.29, 158.99, 155.91, 138.80, 128.87, 129.22, 80.76, 67.55, 62.7,

55.74,51.85, 48.99, 48.20, 31.01, 29.06, 25.00, 14.23.

Benzyl removal on the turn unit leading to compound 4

%,o NQ Compound 3 (1 eq., 0.59 mmol, 250 mg) was dissolved in absolute EtOH (40 mL).
O)/ . A catalytic amount of palladium catalyst (10 % weight) was poured into the flask.
w0 The flask was sealed with a septum and then successively an argon and vacuum
HzN\)T atmosphere has been done three times. Then, the mixture was placed under a
hydrogen atmosphere (pressure provided by hydrogen balloons) and stirred at
room temperature for 1 hour. The reaction mixture was filtered off with a Millipore device and
solvents were removed under reduced pressure to afford compound 4 (157 mg, 92 % yield) as
a white powder. *H NMR (CDsCN, 300 MHz, & in ppm): 6.63 (brs, 1H), 4.28 (s, 1H), 3.69-2.87
(m, 4H), 3.36-1.79 (m, 4H), 1.45 (m, 9H), 1.11 (d, J = 7.2 Hz, 6H). 13C NMR (CD3CN, 75 MHz, § in

ppm): 172.71, 155.52, 80.43, 61.10, 60.33, 50.62, 47.30, 29.75, 28.68, 24.68, 14.20.

Peptide coupling towards the strand-turn unit 6
%o Compound mono-ethyl fumarate 5 (1 eq., 0.55 mmol, 79.2 mg), EDC (1.2
ng\j eq., 0.60 mmol, 126.5 mg), HOBt (1.2 eq., 0.60 mmol, 101 mg) were
4~o dissolved in dry DCM (4 mL). The solution was stirred at 0 °C for 15
)?\/\WH\)V minutes. Then, a solution of amine compound 4 (1 eq., 0.55 mmol, 157
0" 7 mg) and DIEA (1.2 eq., 0.60 mmol, 115 pl) dissolved in dry DCM (2.5 mL)
was dropwise added to the previous solution. The resulting mixture was
stirred at room temperature under N for 70 hours. The reaction mixture was diluted with DCM
(25 mL) and was washed with an aqueous solution of KHSO4 (1M, 15 mL), with distilled water
(15 mL), with an aqueous saturated solution of NaHCO3 and with brine (15 mL). The organic
layers were collected, dried over MgS0Oa4 and filtered. Solvent was removed under reduced
pressure. The crude product was purified on silica column eluting with a mixture of
cyclohexane:AcOEt (50:50, vol/vol) to obtain compound 6 (205 mg, 90 % yield) as a white solid.
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IH NMR (CDCls, 300 MHz, & in ppm): 7.73 (brs, 1H), 7.10 (d, J = 15.90 Hz, 1H), 6.82 (d, J= 15.90
Hz, 1H), 5.92 (brs, 1H), 4.22 (t, J = 7.33 Hz, 2H), 3.98 (brs, 1H), 3.72 (s, 2H), 3.53-3.36 (m, 2H),
2.15-1.79 (m, 4H), 1.47 (s, 9H), 1.34 (s, 3H), 1.29 (t, J = 7.06 Hz, 6H) . 3C NMR (CDCls, 75 MHz,
§ in ppm): 172.71, 160.80, 164.33, 137.03, 130.19, 80.81, 61.23, 54.67, 47.55, 45.68, 29.86,
28.58, 26.19, 25.13, 24.81, 14.29.

Boc removal to form strand-turn unit 111.2
HNQ Compound 5 (0.44 mmol, 183 mg) was dissolved in a solvent mixture of
y DCM:TFA (1:1, vol/vol, 2mL). The reaction was stirred at room temperature
/~o during 1 hour. The disappearance of the initial product was followed
j\/\wnﬁ through TLC plates. Solvents were evaporated (TFA residual removed by
E0” ™7 azeotrope formation with toluene) and dried under reduced pressure.
Compound Ill.2 (13.5 mg, quantitative yield) was obtained without any
further purification and can be directly used in the following step. *H NMR (CDCls, 300 MHz, &
in ppm): 10.58 (brs, 1H), 7.49 (brs, 1H), 7.03 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 6.69 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 4.45
(brs, 1H), 4.24 (dd, J = 7.5 Hz, 2H), 3.83 (dd, J = 7.8 Hz, 1H), 3.58-3.36 (m, 3H), 2.35 (s, 2H), 2.17-
2.00 (m, 3H), 1.44 (s, 3H), 1.30 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.26 (s, 3H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz, & in
ppm): 172.73, 160.83, 164.36, 137.04, 130.20, 61.25, 54.66, 47.57, 45.69, 29.90, 28.57, 26.20,

25.15, 24.83.

b) Synthesis of compound 11

Synthesis of Boc mono-protected ethylenediamine 9

To a solution of ethylenediamine (1 eq., 150 mmol, 10 mL) diluted in dry DCM
)(OiN/\/NHZ (100 mL), a solution of Boc,0 (0.17 eq., 2 mmol, 5.45 g) dissolved in dry DCM
H (200 mL) was added dropwise. The resulting mixture was stirred at room
temperature for 17 hours, during which time a white precipitate appeared. The solvent was
evaporated and the crude residue was dissolved in an aqueous solution of NaHCOs (20 %
weight, 100 mL). The product was extracted with DCM (3x100 mL) and the organic layers were
combined, dried over MgS04 and filtered. Solvents were removed under reduced pressure to
obtain the desired compound 9 (3.2 g, 85 % yield) as a colorless oil. *H NMR (CDCls, 300 MHz,
& in ppm): 4.89 (brs, 1H), 3.17 (dd, J = 5.9 Hz, 2H), 2.80 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 1.44 (s, 9H). 1*C NMR

(CDCl3, 75 MHz, 6 in ppm): 164.12, 79.52, 42.03, 41.36, 28.68.

Activation of mono-protected diamine as succinimide carbonate 10
)()oL H o To a solution of disuccinimidylcarbonate (1.2 eq., 7.49 mmol, 1.92 g)
0 H/\/NTO‘N dissolved in dry DCM (30 mL), the amine compound 9 (1 eq., 6.24
° g mmol, 1 g) dissolved in dry DCM (15 mL) was added dropwise. The
resulting reaction mixture was stirred at room temperature overnight.
After 17h, the reaction was stopped and filtered to remove the white precipitate formed. The
crude product was washed with an agueous solution of KHSO4 (1M, 30 mL) and with distilled
water (30 mL). The organic layers were combined, dried over MgS0,, filtered and evaporated
under reduced pressure to give a white solid. The crude residue was dissolved in DCM and Et;0
was added slowly to make the pure product 10 precipitate as a white powder (1.38 g, 74 %
yield). *H NMR (CDCls, 300 MHz, & in ppm): 5.99 (brs, 1H), 4.85 (bs, 1H), 3.38 (t, / = 6.6 Hz, 2H),
3.33 (t, /= 5.4 Hz, 2H), 2.02 (s, 4H), 1.46 (s, 9H). 3C NMR (CDClz, 100 MHz, § in ppm): 170.21,

156.80, 151.96, 80.09, 42.76, 40.01, 28.48, 25.60.
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Synthesis of compound 11

o y To a solution of compound 5 (1 eq., 0.48 mmol, 151 mg) dissolved in
)(OAN/\/NYNQ dry DCM (1 mL) DIEA (3 eq., 1.44 mmol, 253 uL) was added. The solution
" O *., wascooleddownto0 °C.Inthe meantime, compound 10 (0.95 eq., 0.46
MH% mmol, 138 rng) was. dissolved in DI\/IF.(1.2 mL) .and was ad@ed dropwise
Ew0” 7 to the previous mixture. The resulting solution was stirred at room
© temperature for 17 hours. Then, solvents were evaporated under
reduced pressure. The crude residue was dissolved in DCM (25 mL) and was washed with an
aqueous solution of KHSO4 (1M, 20 mL), with distilled water (20 mL), with an aqueous saturated
solution of NaHCO3 (20 mL) and with brine (20 mL). The organic layers were combined, dried
over MgSQy, filtered and evaporated under reduced pressure. The crude product was purified
on a silica column chromatography eluting with a solvent mixture of DCM:MeOH (from 100:0
to 95:5, vol/vol). Compound 11 (245 mg, 85 % vyield) was obtained as a white powder. *H NMR
(CDCls, 400 MHz, & in ppm): 7.94 (brs, 1H), 7.27 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 6.83 (d, J = 14.5 Hz, 1H),
5.98 (s, 1H), 5.31 (brs, 1H), 5.20 (bs, 1H), 4.23 (dd, J = 7.1 Hz, 2H), 4.04 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 3.72
(d, ) =5.8 Hz, 2H), 3.47-3.15 (m, 6H), 2.26-1.88 (m, 4H), 1.43 (s, 9H), 1.33-1.20 (m, 9H). 13C NMR
(CDCls, 100 MHz, & in ppm): 173.13, 166.46, 164.26, 157.83, 157.36, 138.06, 129.54, 79.58,

62.08,61.17,54.53, 46.48, 45.30, 42.43, 40.43, 29.74, 28.47, 26.10, 25.37, 14.28.

2) Synthesis of cyclic ethylenediamine derivatives 8, 14, trisubtitued urea 17 and
hydantoin derivative 21

a) Synthesis of 2-imidazolidinone 8 and compound 14

Activation of ethylenediamine leading to compound 8
o To a solution of DSC (2.4 eq., 19.92mmol, 5.10 g) suspended in DCM (40 mL)
HN)LNH ethylenediamine (1 eq., 8.3 mmol, 555 ulL) was added. The reaction mixture was
stirred at room temperature for 17 hours. A white precipitate has been formed
corresponding to HOSu that was filtered off. The resulting solution was washed with an
aqueous solution of KHSO. (1M) and with distilled water. The organic layers were dried over
MgSQ., filtered and solvents were removed under reduced pressure. The crude residue was
obtained as white powder. 'H NMR (CDCls, 300 MHz, § in ppm): 6.61(brs, 2H), 3.52(s, 4H). 3C
NMR (CDCls, 75 MHz, 6 in ppm): 164.81, 40.59.

Boc removal leading to compound 12
H Compound 11 (0.4 mmol, 20 mg) was dissolved in a solvent mixture made
HZN/\/NWNQ of DCM:TFA (1:1, vol/vol, 1 mL). The reaction was stirred at room
© =0 temperature during 1 hour. The disappearance of the starting material was
2 Hﬁ followed through TLC plates. Solvents were evaporated (TFA residual
E‘OJ\/\W removed by azeotrope formation with toluene) and dried under reduced
pressure. Compound 12 (16 g, quantitative yield) was obtained without any
further purification as a white powder. *H NMR (CDCls, 400 MHz, § in ppm): 7.62 (brs, 1H), 7.20
(d, J=13.9 Hz, 1H), 6.84 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 6.30 (brs, 1H), 5.66 (brs, 1H), 4.25 (dd, J = 7.0 Hz,
2H), 4.13 (d, J=3.9 Hz, 1H), 3.71 (d, / = 6.6 Hz, 2H), 3.60-2.97 (m, 6H), 2.25-1.92 (m, 4H), 1.36
(s, 3H), 1.30(t,/=6.9 Hz, 3H), 1.25 (s, 3H). 3C NMR (CDCls, 100 MHz, & in ppm): 172.80, 166.36,
164.10, 157.91, 138.10, 129.56, 62.09, 61.10, 54.52, 46.51, 45.33, 42.46, 40.45, 29.76, 28.48,

26.12, 25.39.
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Synthesis of 14 resulting from ethylenediamine cyclisation
— N,N’-disuccinimidylcarbonate (1.2 eq., 0.53 mmol, 147 mg) was dissolved
HNWNYNQ in dry DCM (5 mL) and stirred at room temperature. In the meantime,
© 0 =, aminecompound 11 (1 eq., 0.49 mmol, 197 mg) was dissolved in dry DCM
0 u N (5 mL) and DIEA (3 eq., 1.47 mmol, 250 pL) was added. This second solution
Eto)j\/\y(NJT added dropwise in the first one. The resulting mixture was stirred at room
temperature for 64 hours. The reaction was stopped and the solution
filtered to remove DSC residues. Then, the product was washed with an aqueous solution of
KHSO4 (1M, 30 mL) and with distilled water (30 mL). The organic layers were combined, dried
over MgSQ., filtered and evaporated under reduced pressure to give compound 14 (145 mg,
70 % vyield) as a white powder. *H NMR (CDCls, 400 MHz, § in ppm): 7.33 (brs, 1H), 7.08 (d, J =
15.52 Hz, 1H), 6.80 (brs, J = 16.1 Hz, 1H), 6.61 (brs, 1H), 5.28 (s, 1H), 4.43 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 4.21
(dd, J = 7.5 Hz, 2H), 4.11 (dd, J = 9.3 Hz, 1H), 3.82-3.56 (m, 5H), 3.51 (t, / = 7.0 Hz, 2H), 2.33-
1.80 (m, 4H), 1.33 (s, 3H), 1.29 (t, J = 6.6 Hz, 3H), 1.19 (s, 3H). 3C NMR (CDCls, 100 MHz, & in
ppm): 171.68, 166.14, 163.93, 158.24, 155.21, 137.38, 129.65, 62.08, 61.04, 54.46, 49.34,
46.18, 43.95, 37.83, 29.73, 25.48, 24.92, 24.67, 14.18. MS (ESI*): m/z calcd for CigH29Ns06

[M+H]* 424.2 found 424.2.

b) Synthesis of trisubstitued urea 17

Activation of D-Pro-DADME-Boc by DSC to form 16
o o To a solution of compound D-Pro-DADME-Boc 15 (1 eq., 0.24 mmol, 70 mg)
q\ )L dissolved in dry DCM (5 mL), DSC (1.2 eq., 0.28 mmol, 25 mg) agent was added.
d ° NQ The reaction mixture was stirred at room temperature for 12 hours. Solvent
~o was removed under reduced pressure. The crude residue was dissolved in
o N EtOAc (10 mL) and was washed three times with an aqueous solution of KHSO4
>f Wg (1M, 5 mL) and with distilled water. The organic layers were collected, dried
over MgSQ;, filtered and evaporated under reduced pressure. Compound 16
(80 mg, 77 % yield) was obtained as a white solid. 'H NMR (CDCls, 300 MHz, § in ppm): 6.70 (s,
1H), 6.35 (s, 1H), 5.23 (s, 1H), 4.37 (s, 1H), 4.21 (s, 1H), 3.68 (s, 1H), 3.51-3.65 (m, 1H), 3.16-
3.38 (m, 2H), 2.82 (s, 4H), 2.23 (s, 1H), 1.84-2.11 (m, 2H), 1.42 (s, 9H), 1.32 (d, J = 18.3 Hz, 6H).
13C NMR (CDCls, 75 MHz, & in ppm): 170.5, 169.8, 169.4, 157.2, 156.8, 150.4, 149.4, 79.3, 78.9,
62.2,61.4,55.1,54.9,50.0, 48.6, 48.5, 47.0, 31.4, 29.0, 28.2, 25.3, 24.5, 24.3, 23.8, 23.7, 23.0.
MS (ESI*): m/z calcd for C19H30N4O7 [M+H]* 427.21 found 427.20.

H HN

Synthesis of trisubstituted urea 17

o To a solution of propylamine (1.5 eq., 0.31 mmol, 30 pL) dissolved in dry DCM
—_— /U\NQ (500 uL), DIEA (1.5 eq., 0.32 mmol, 55 uL) was added. The reaction mixture
. was cooled down to 0 °C for 10 min and carbamate compound 15 (1 eq., 0.21
’ =0 mmol, 90 mg) was added. The reaction mixture was stirred at room
o NJT temperature for 12 hours. Solvents were removed under reduced pressure.
>( 0 The crude residue was purified by silica chromatography (SiO2) eluting with
DCM:MeOH (from 100:0 to 92:8, vol/vol) to obtain compound 17 (10 mg, 13
% yield) as a white solid. *H NMR (CDCls, 300 MHz, & in ppm): 6.80 (s, 1H), 5.66 (s, 1H), 4.42 (s,
1H), 4.20 (s, 1H), 3.15-3.43 (m, 6H), 1.91-2.26 (m, 4H), 1.67 (m, 2H), 1.44 (s, 9H), 1.26 (s, 6H)

0.92 (t, J = 7.4 Hz, 3H). MS (ESI*): m/z calcd for C1gH34N4O4 [M+H]* 371.26 found 371.30.
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o) Note that side-product 18 (60 mg, 58 % yield) was also obtained
\/\N)j\/\[(n\o)LNQ as a white solid. *H NMR (CDCls, 300 MHz, & in ppm): 6.51 (s,

— 1H), 6.01 (s, 1H), 5.83 (s, 1H), 4.11-4.30 (s, 1H), 3.51-3.62 (m,
w© 3H), 3.13-3.31 (m, 4H), 2.57 (s, 4H), 1.87-2.22 (m, 6H), 1.44 (s,
0 N\)T 9H), 1.25-1.36 (m, 6H) 0.88-0.93 (m, 3H).MS (ESI*): m/z calcd for
>( ¢ C22H39Ns07 [M+H]* 486.28 found 486.30.

c) Synthesis of hydantoin derivative 21

Activation of the strand-turn unit as para-nitrophenyl carbamate 19
To a solution of compound 14 (1 eq., 1.18 mmol, 367 mg) dissolved in dry
O,N
\Q\o DCM (10 mL), DIEA (1 eq., 1.18 mmol, 205 uL) was added. Then, 4-
O)”NQ nitrophenylchloroformate (1 eq., 1.18 mmol, 237 pl) was added. The
=~ reaction was stirred at room temperature during 65 hours. After that,
o H solvents were evaporated under reduced pressure. The crude product
EtO/U\/\ﬂ/ was purified on silica column chromatography eluting with a mixture of
DCM:MeOH (from 100:0 to 98:2, vol/vol) to give compound 17 (343 mg,
61 % yield) as a white solid. *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz, § in ppm): 8.26 (d, / = 9.6 Hz, 2H),
7.34 (d, J = 0.6 Hz, 2H), 7.29 (brs, 1H), 6.73 (d, J = 1.6 Hz, 2H), 5.85 (brs, 1H), 4.18 (dd, J = 7.5
Hz, 2H), 4.06 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 3.82-3.70 (m, 2H), 3.66 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 2.28-1.90 (m, 4H),
1.39 (s, 3H), 1.26 (t, J = 6.3 Hz, 3H), 1.21 (s, 3H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz, & in ppm): 171.44,
165.53, 164.42, 155.73, 152.77, 145.19, 136.67, 130.28, 125.36, 122.51, 62.12, 61.11, 55.35,
47.90, 46.21, 29.96, 26.23, 25.05, 24.60, 14.05.

Synthesis of hydantoin derivative 21

Compound 19 (1 eq., 0.07 mmol, 35 mg) was dissolved in MeOH (2 mL) in
N(i a microwave reaction tube and propylamine (2 eq., 0.14 mmol, 24.2 ul)
5 04\N o was added so that, the solution became orange. The reaction tube was
Eto)w,ﬁ* st|rrgd at 70 °C in a microwave reactor for 2x15 min (25 W). An orange
o solution appeared. Solvents were evaporated under reduced pressure to
obtain compound 21 (55 mg). The crude residue was purified on silica
column chromatography eluting with a mixture of DCM:MeOH (from 100:0 to 98:2) to afford
compound 21 (36 % vyield). 'H NMR (CDCls, 400 MHz, & in ppm): 6.91 (d, J = 15.2 Hz, 1H), 6.88
(brs, 1H), 6.78 (d, J = 15.2 Hz, 1H), 4.24 (dd, / = 7.1 Hz, 2H), 3.96 (t, /= 7.6 Hz, 1H), 3.79 (t, / =
5.5 Hz, 2H), 3.61 (m, 1H), 3.27-3.17 (m, 1H), 2.30-1.94 (m, 3H), 1.76-1.62 (m, 1H), 1.54 (d, J =
1.6 Hz, 6H), 1.30 (t, /= 7.2 Hz, 3H). 13C NMR (CDCls, 100 MHz, § in ppm): 175.35, 165.75, 164.19,
161.51, 136.62, 130.73, 62.63, 61.44, 61.19, 47.90, 45.87, 27.93, 26.74, 24.20, 23.99, 14.21.

MS (ESI*): m/z calcd for C16H23N30s [M+H]* 338.16 found 338.2.

3) Synthesis of 3-stranded B-sheet foldamer B

a) Synthesis of precursor lll.5

Activation of (D)-Proline as imidazole carbamate 23

To a solution of 1,1’-carbonyldiimidazole (1.1 eq., 16.5 mmol, 2.67 g) dissolved in

S dry DCM (25 mL), compound (D)-proline benzylester 22 (1 eq., 15 mmol, 3.08 g)

CNJ< and TEA (1 eq., 15 mmol, 2.09 mL) were added. The mixture was stirred at room
" temperature for 72 hours. Then, the reaction medium was washed with distilled

O
\§/OBn

O
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water (2x40 mL) and with brine (40 mL). The organic layer was dried over MgSQy, filtered and
then solvents were evaporated. The crude residue was purified via silica gel flash column
chromatography eluting with a mixture of DCM:MeOH (from 99:1 to 96:4, vol/vol). The
activated compound 23 (3.58 g, 80 % yield) was obtained as a white solid. 'H NMR (CDCls, 300
MHz, & in ppm): 8.01 (s, 1H), 7.34 (m, 6H), 7.07 (s, 1H), 5.18 (dd, J = 5.4 Hz, 2H), 4.66 (dd, J =
5.4 Hz, 1H), 3.76 (m, 2H), 2.35 (m, 1H), 2.05 (m, 3H). 13C NMR (CDCls, 75 MHz, & in ppm): 171.21,
149.97, 136.93, 135.39, 129.88, 128.77, 128.64, 128.37, 117.70, 67.51, 61.06, 49.99, 29.56,
25.21.

Activation of D-Proline as carbamoylimidazolium salt 244

O o8n The imidazole carbamate derivative 23 (1 eq., 7 mmol, 2.09 g) was dissolved in
o acetonitrile (14 mL). Mel (4 eq., 28 mmol, 1.74 mL) was added and the reaction
NJ<N o Mixture was stirred at room temperature for 72 hours. After that, solvents were
@%f removed under reduced pressure to obtain salt compound 24 (2.97 g, 96 % yield)
as a white solid which can be engaged in the next step without any further
purification. *H NMR (CDCls, 300 MHz, & in ppm): 10.23 (s, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.33
(m, 6H), 7.07 (s, 1H), 5.16 (m, 2H), 4.67 (m, 1H), 4.21 (s, 3H), 3.89 (m, 2H), 2.45 (m, 1H), 2.09
(m, 3H). 13C NMR (CDCls, 75 MHz, § in ppm): 170.28, 145.53, 136.70, 135.12, 128.93, 128.67,

128.33,123.74, 120.88, 67.63, 62.02, 51.51, 38.15, 29.37, 25.16.

Synthesis of trisubstituted urea 25°

To a solution of the carbamoyl salt 24 (1 eq., 6.32 mmol, 2.79 g) dissolved
e in DCM (4 mL), compound Boc-ethylenediamine 9 (1 eq., 6.32 mmol, 1.01
CJN H/\/H‘Boc g) and TEA (1 eq., 6.32 mmol, 0.88 mL) were added. Once the pH of the
reaction was confirmed to be basic, the reaction mixture was stirred at
room temperature for 5 days under a N2 atmosphere. Then, the reaction medium was washed
with HCI (1M, 2x50 mL), with brine (50 mL). The organic layers were collected, dried over MgSQOa4
and filtered. Solvent was evaporated under reduced pressure. The crude residue was purified
by silica gel flash column chromatography eluting with a mixture of AcOEt:DCM (40:60 vol/vol)
to obtain compound 25 (761 mg, 31 % yield) as a yellow solid. *H NMR (CD3CN, 300 MHz, § in
ppm): 7.34 (m, 5H), 5.17 (dd, J = 1.6 Hz, 2H), 5.08 (brs, 1H), 4.97 (s, 1H), 4.47 (dd, J = 8.4 Hz,
1H), 3.45 (m, 2H), 3.34 (m, 2H), 3.26 (m, 2H), 2.15 (m, 1H), 2.00 (m, 3H), 1.43 (s, 9H). 13C NMR
(CD3CN, 75 MHz, & in ppm): 173.12, 157.13, 157.05, 136.06, 128.65, 128.29, 128.14, 79.61,

66.80, 59.16, 45.82, 41.94, 41.03, 29.81, 28.47, 24.60.

OVOB”

Boc removal to form 26
Trisubstituted urea compound 25 (1 eq., 2.05 mmol, 0.8 mg) was dissolved
1 in TFA (10 mL) and the reaction mixture was stirred at room temperature
CN NN during 1 hour. Solvents were evaporated (TFA residual removed by
azeotrope formation with toluene) and dried under reduced pressure to
obtain amine compound 26 (597 mg, quantitative yield) as a yellow oil. *H NMR (CDCls, 300
MHz, 6 in ppm): 7.60 (s, 2H), 7.33 (m, 5H), 5.75 (s, 1H), 5.13 (dd, J = 12.6 Hz, 2H), 4.43 (m, 1H),
3.62-3.27 (m, 4H), 3.19 (m, 2H), 2.20 (m, 1H), 2.00 (m, 3H). 13C NMR (CDCls, 75 MHz, & in ppm):
1573.13, 157.63, 136.06, 128.93, 128.77, 128.34, 67.65, 59.64, 46.24, 41.35, 38.62, 29.79,
24.39.

O\VOBnO
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Formation of the second trisubstituted urea 27
0 081 The carbamoyl salt 24 (2.3 eq., 4.71 mmol, 2.07 g) was dissolved in dry
L H DCM (20 mL). Then, amine compound 26 (1 eq., 2.05 mmol) and NEts
@ H/\/NTTND (6.3 eq., 12.9 mmol, 2.02 mL) were added. Once the pH of the solution
§1vo was confirmed to be basic, the reaction mixture was stirred at room
temperature for 6 days under a N, atmosphere. The reaction was monitored by TLC analysis (5
% MeOH in DCM). Then, the reaction medium was washed with HCI (1M, 2x50ml) and with
brine (50ml). The organic layers were collected, dried over MgSQOa4 and filtered. Solvent was
evaporated under reduced pressure. The crude product was purified via silica gel flash column
chromatography eluting with a mixture of DCM:MeOH (from 100:0 to 97:3, vol/vol) three times.
Compound 27 (213 mg, 20 % yield) was obtained as a white powder. *H NMR (CDCls, 300 MHz,
§ in ppm): 7.34 (m, 10H), 5.31 (s, 2H), 5.16 (dd, / = 11.1 Hz, 4H), 4.45 (dd, / = 7.6 Hz, 2H), 3.46
(m, 2H), 3.35 (m, 6H), 2.15 (m, 2H), 1.97 (m, 6H). 133C NMR (CDCls, 75 MHz, & in ppm): 173.14,
157.65, 136.07, 128.75, 128.41, 128.23, 66.89, 59.25, 46.01, 41.91, 30.00, 24.66.

Removal of the Benzyl group leading to the central strand IIl.5
OH Compound 27 (1 eq., 0.38 mmol, 200 mg) and Pd/C (20 % weight) were
. H poured into a round-bottom flask. The flask was sealed with a septum
CNJ\N/\/NYNQ and successively a vacuum and argon atmosphere was done three
OHOFO times. Absolute EtOH (2 mL) was added with a syringe. Again, a vacuum
and argon atmosphere has been done three times. Then, the mixture
was placed under a hydrogen atmosphere (pressure provided by hydrogen balloons) and stirred
at room temperature for 12 hours. The reaction mixture was filtered off with a millipore device
and solvent was removed under reduced pressure to afford compound IlI.5 as a white powder
(108 mg, 83 % yield) without any further purification. This compound was only soluble into
DMSO. *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz, 6 in ppm): 6.42 (s, 2H), 4.19 (dd, / = 8.1 Hz, 2H), 3.01 (s,
4H), 2.53 (m, 6H) 2.08 (m, 2H), 1.87 (m, 6H). 13C NMR (DMSO-ds, 75 MHz, & in ppm): 173.14,
157.65, 66.89, 59.25, 41.91, 30.00, 24.66.

O

b) Synthesis of precursor lll.4

Boc protection to get 28
Compound 2 (1 eq., 8.9 mmol, 1.99 g) was dissolved in dry DCM (20 mL).
Boc—NH HN\(O Then, a solution of Boc;O (1 eq., 8.9 mmol, 1.94 g) dissolved in dry DCM
o (10 mL) was dropwise added and the reaction mixture was stirred at room
temperature for 48 hours under a Nz atmosphere. The resulting solution was washed with an
aqueous solution of KHSO4 (1M, 2x30 mL) and with brine (40 mL). The organic layers were
collected, dried over MgSQy, filtered and solvents were evaporated under reduced pressure.
The crude product was purified via silica flash column chromatography eluting with a mixture
of cyclohexane:AcOEt (from 100:0 to 80:20, vol/vol) to obtain compound 28 (2.53 g, 88 % yield)
as a colorless oil. *H NMR (CDCls, 300 MHz, & in ppm): 7.35 (m, 5H), 5.35 (s, 1H), 5.10 (s, 2H),
4.57 (s, 1H), 3.39 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 1.41 (s, 9H), 1.24 (s, 6H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz, & in
ppm): 157.03, 154.94, 136.65, 128.61, 128.21, 79.45, 66.84, 53.31, 49.33, 28.43, 26.94, 25.46.
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Benzyl removal to get 29
Compound 28 (1 eq., 7.8 mmol, 2.53 g) and Pd/C (10 % weight) were suspended
Boc—NH NH, [N absolute EtOH (30 mL). The flask was sealed with a septum and successively a
vacuum and argon atmosphere was done three times. Then, the reaction mixture
was placed under a H, atmosphere (pressure provided by 3 hydrogen balloons) and stirred at
room temperature for 1 hour. The reaction mixture was filtered off with a millipore device and
solvent was removed under reduced pressure to afford compound 29 (1.46 g, quantitative
yield) as a colorless oil. *H NMR (CDCls, 300 MHz, & in ppm): 4.77 (brs, 1H), 2.74 (s, 2H), 1.41 (s,
9H), 1.24 (s, 6H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz, § in ppm): 155.85, 78.72, 53.85, 51.47, 28.66, 24.86.

Peptide coupling to get 30
Boc Mono-ethyl fumarate compound 5 (1 eq., 7.8 mmol, 1.12 g), EDC (1.2 eq.,
o Hﬂ? 9.36 mmol, 1.79 g) and HOBt (1.2 eq., 9.36mmol, 1.43 g) were dissolved
Eto)WN in dry DCM (20 mL). The solution was stirred at 0 °C for 15 minutes. Then
© a solution of 28 (1 eq., 7.8 mmol, 1.46 g) and DIEA (1.2 eq., 9.36 mmol,
1.63 mL) dissolved in dry DCM (10 mL) was added dropwise. The reaction mixture was stirred
at room temperature for 12 hours. Then, the reaction mixture was diluted with DCM (100 mL)
and was washed with a solution of aqueous KHSO4 (1M, 100 mL), with distilled water (100 mL),
with an agueous saturated solution of NaHCO3 (100 mL) and with brine (100 mL). The organic
layers were combined, dried over MgSO4 and filtered. Solvents were removed under reduced
pressure. The crude product was purified on silica column chromatography eluting with a
mixture of cyclohexane:AcOEt (from 100:0 to 1:1, vol/vol) to obtain 30 (2.07 g, 84 % yield) as a
white solid. *H NMR (CDCls, 300 MHz, & in ppm): 7.47 (brs, 1H), 6.93 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 6.79
(d, J=15.7 Hz, 1H), 4.61 (brs, 1H), 4.24 (dd, J = 7.2, 14.3 Hz, 2H), 3.51 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 1.42
(s, 9H), 1.31 (t, /=7.1 Hz, 3H), 1.26 (s, 6H). 13C NMR (CDCls, 75 MHz, § in ppm): 164.87, 164.14,
155.81, 136.74, 130.43, 79. 96, 61.36, 53.15, 49.62, 28.40, 26.13, 14.14.

Removal of Boc to obtain precursor 1.4
o HaN Boc-protected compound 30 (1 eq., 0.84 mmol, 47 mg) was dissolved in TFA
EtO/U\/\WN\)T (0.7 mL) and the reaction mixture was stirred at room temperature during
o) 30 min. TFA was removed under reduced pressure with toluene as
azeotrope. Compound .4 (32 mg, quantitative yield) was obtained as a colorless oil without
any further purification. *H NMR (CDCls, 300 MHz, § in ppm): 7.53 (brs, 1H) 7.08 (d, J = 14.4 Hz,
1H), 6.84, (d, J = 15.1 Hz, 1H), 4.29 (dd, J = 7.3, 14.6 Hz, 2H), 3.63 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 1.46 (s, 6H),
1.35 (t, / = 6.9 Hz, 3H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz, & in ppm): 166. 36, 166.14, 136. 45, 131.49,
62.12,56.53,47.73, 24.03, 14.21.
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c) Synthesis of 3-stranded foldamer 7

Synthesis of 3-stranded foldamer (37

o Path A: Diacid compound I11.5 (1 eq., 0.2 mmol, 68 mg) and PyBop (2.5
Q(H)K/\WOE‘ eq., 0.5 mmol, 260 mg) were dissolved in anhydrous DMF (3.7 mL). The
NH o solution was stirred at 0 °C for 15 minutes. Then, a solution of amine

JOL Y NQ compound Ill.4 (2.2 eq., 0.5 mmol, 107 mg) and DIEA (4 eq., 0.8 mmol,
CN H/\/ T\ 140 pl) was added to the first one. To reach a pH = 10, more DIEA (2.5
OHN/:QO eq., 0.5 mmol, 86 puL) was introduced. The mixture was stirred at room
j\/\wﬁ'\)v temperature for 4 days. Solvents were removed under reduced
Et0 5 pressure. The crude residue was dissolved in DCM (10 mL) and was
washed with an aqueous solution of KHSO4 (1M, 10 mL), with distilled
water (10 mL), with an aqueous saturated solution of NaHCO3 (10 mL) and with brine (10 mL).
The organic layers were dried over MgSO4 and solvents were evaporated under reduced
pressure. The crude product was purified on silica column flash chromatography eluting with a
mixture of DCM:MeOH (from 100:0 to 9:1, vol/vol) to afford the compound B7 (67 mg, 46 %
yield) as a white powder. *H NMR (CDCls, 300 MHz, § in ppm): 8.01 (brs, 2H), 7.34 (d, J = 15.76
Hz 2H), 6.89 (d, J = 15.07 Hz, 2H), 5.96 (brs, 2H), 5.79 (s,2H), 4.18 (q, J = 7.28 Hz, 4H), 4.01 (m,
2H), 3.76 (d, J = 5.79 Hz, 4H), 3.37 (m,8H), 2.16-1.85 (m,8H), 1.28 (m, 18H). 13C NMR (CDCls,
100 MHz, & in ppm): 173.13, 166.97, 163.92, 158.07, 138.22, 129.33, 62.12, 61.06, 54.33,
46.43, 44.85, 40.91, 29.77, 25.94, 25.08, 25.04, 14.17. MS (ES*): m/z calcd for C34Hs4NgO10
[M+H]* 735.39 found 735.27.

Path B: Diacid compound Il1.5 (1 eq., 0.32 mmol, 108 mg), EDC (2.5 eq., 0.83 mmol, 396 mg)
and HOBt (2.5 eq., 0.83 mmol, 127 mg) agents were dissolved in dry DCM (2 mL). The solution
was stirred at 0 °C for 15 minutes. Then, a solution of amine compound ll.4 (2.5 eq., 0.83 mmol,
179 mg) and DIEA (3.6 eq., 1.15 mmol, 234 pl) dissolved in dry DCM (1 mL) was dropwise
added. The reaction mixture was stirred at room temperature for 3 days. The reaction mixture
was diluted with DCM (10 mL) and was washed with an aqueous solution of KHSO4 (1M, 10 mL),
with distilled water (10 mL), with an aqueous saturated solution of NaHCO3 (10 mL) and with
brine (10 mL). The organic layers were dried over MgS0O4 and solvents were evaporated under
reduced pressure. The crude residue was purified on silica column flash chromatography
eluting with a mixture of DCM:MeOH (from 100:0 to 90:10, vol/vol) to afford the compound B
(42 mg, 18 % yield) as a white powder.

o 9y In both procedures compound 31 was obtained as a side product.
N/\/NYNQ IH NMR (CDCls, 300 MHz, & in ppm): 7.88 (brs, 1H), 7.18 (d, 15.22 Hz,1H),
N,  © = 6.83(d,15.22 Hz, 1H), 6.18 (s, 1H), 5.33 (s, 1H), 4.24 (m, 2H), 4.10 (m, 2H),

0 ¢ 3.70(m, 4H), 3.64-3.33 (m, 4H), 3.27 (m, 2H), 2.32-1.90 (m, 8H), 1.29 (m,

9H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz, & in ppm): 174.52, 172.95, 165.75, 164.34,
160.90, 157.46, 137.42, 129.75, 63.70, 61.98, 60.88, 54.47, 46.48, 45.70,
41.00, 39.13, 29.58, 27.52, 27.17, 25.88, 25.41, 25.12, 14.39, 1.15.
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4) Synthesis of 5-stranded B-sheet foldamer Bs

a) Synthesis of precursor 11l.8

Peptide coupling leading to 32
Mono-ethyl fumarate compound 5 (1 eq., 10 mmol, 1.44 g), HOBt (1.2 eq.,
O\ f o om 12 mmol, 1.83 g) and EDC (1.2 eq., 12 mmol, 2.3 g) agents were dissolved in
)W dry DCM (10 mL) and the solution was stirred at 0 °C for 15 minutes. A
solution of cyclohexylamine (1.2 eq., 12 mmol, 1.37 mL) and DIEA (1.2 eq.,
12 mmol, 2.08 mL) dissolved in dry DCM (10 mL) was added to the previous one. The reaction
mixture was stirred at room temperature for 39 hours. Then, the solution was diluted with DCM
(100 mL) and was washed with an aqueous solution of KHSO4 (1M, 100 mL), with distilled water
(100 mL), with an aqueous saturated solution of NaHCO3 (100 mL) and with brine (100 mL). The
organic layer was dried over MgS0Os and solvent was removed under reduced pressure.
Compound 32 (1.45 g, 64 % vyield) was obtained as a white powder without any further
purification. *H NMR (CDCls, 300 MHz, & in ppm): 6.82 (d, / = 5.3 Hz, 2H), 5.60 (brs, 1H), 4.23
(dd, J = 7.0, 14.1 Hz, 2H), 3.87 (m, 1H), 1.96 (m, 2H), 1.79-1.59 (m, 3H), 1.46-1.34 (m, 2H), 1.30
(t,J=6.8 Hz,3H), 1.27-1.09 (m, 3H). **C NMR (CDCls, 75 MHz, § in ppm): 165.78, 162.71, 136.77,
130.45, 61.27, 48.85, 33.19, 25.60, 24.94, 14.34.

Synthesis of the peripheral strand 33
Compound 32 (1 eq., 6.4 mmol, 1.75 g) was dissolved in a mixture of
O\ )W THF:MeOH (28 mL, 3:1, vol/vol). Then, a solution of LiOH (3 eq., 19.2 mmol,
o) 805 mg) dissolved in distilled water was added. The mixture was stirred at
room temperature for 20 minutes. Organic solvents were removed under reduced pressure
and an aqueous solution of KHSO4 (1M, 30mL) was added making the product precipitated.
After filtration, compound 33 (783 mg, 62 % yield) was obtained as a white powder. *H NMR
(DMSO-ds, 300 MHz, & in ppm): 8.35 (brs, 1H), 6.62 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 6.51 (d, 15.7 Hz, 1H),
3.22 (m, 1H), 1.85-1.65 (m, 4H), 1.38-1.08 (m, 6H). *3C NMR (CDCls, 75 MHz, & in ppm): 166.80,
162.37,136.71, 130.29, 47.81, 32.23, 25.35, 24.59.

Synthesis of mono-protected ethylenediamine 34
HN Compound 1,2-diamino-2-methylpropane 1 (1 eq., 10 mmol, 1.05 mL) was
H\)T dissolved in absolute EtOH (40 mL) and tert-butylphenylcarbonate (2 eq., 20
A{)Tg mmol, 3.69 mL) was added. The reaction mixture was stirred for 80 °C for 18
hours. Solvents were removed under reduced pressure. The crude residue was
dissolved in water (50 mL) and pH was adjusted at 3 by adding a solution of HCI (2M). An
extraction was done (4x50 mL of DCM) to recover the aqueous phase which was basified by
addition of a solution of NaOH (2M). The product was extracted with DCM (3x60 mL). The
organic layers were dried over MgSOs and solvents were removed under reduced pressure.
Compound 34 (981 g, 52 % yield) was obtained as a white solid without any further purification.
'H NMR (CDCls, 300 MHz, § in ppm): 4.88 (brs, 1H), 2.99 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 1.43 (s, 9H), 1.08 (s,
3H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz, § in ppm): 129.59, 115.60, 79.28, 52.46, 50.13, 28.54, 28.39.
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Synthesis of the protected turn unit 35
Cbz-(D)-Proline-OH (1 eq., 4.33 mmol, 1.08 g), HOBt (1.2 eq., 5.2 mmol, 0.796
QOTNQ mg) and EDCI (1.2 eq., 5.2 mmol, 0.99 g) agents were dissolved in dry DCM (8
0 g mL). The solution was stirred at 0 °C for 15 minutes. A solution of amine
yh compound 34 (1.2 eq., 5.2 mmol, 0.98 g) and DIEA (1.2 eq., 5.2 mmol, 0.9 mL)
\l(oj(N\)T dissolved in dry DCM (8 mL) was added. The reaction mixture was stirred at
° room temperature for 64 hours. Then, the solution was diluted with DCM (50
mL) and was washed with an agueous solution of KHSO4 (1M, 50 mL), with distilled water (50
mL), with an aqueous saturated solution of NaHCO3 (50 mL) and with brine (50 mL). The organic
layer was dried over MgSQO4 and solvents was removed under reduced pressure. Compound 35
(1.76 g, 81 % yield) was obtained as a white powder without any further purification. *H NMR
(CDCls, 300 MHz, & in ppm): 7.36 (m, 5H), 6.40 (brs, 1H), 5.54 (brs, 1H), 5.17 (m, 2H), 4.23 (m,
1H), 3.65-3.10 (m, 4H), 2.26-1.79 (m, 4H), 1.43 (s, 9H), 1.26 (s, 6H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz, §
in ppm): 176.10, 156.21, 154.52, 136.63, 128.67, 128.26, 128.17, 79.40, 67.54, 61.78, 55.01,

48.25, 47.23, 28.60, 24.84.

N

Synthesis of the turn unit 36

Compound 35 (1 eq., 4.19 mmol, 1.76 g) and Pd/C (10 % weight) was
HNQ suspended in absolute EtOH (16 mL). The flask was sealed with a septum and
/~o successively a vacuum and argon atmosphere was done three times. Then, the
o Hﬁ reaction mixture was placed under a H, atmosphere (pressure provided by
\lf i hydrogen balloons) and stirred at room temperature for 17 hours. The reaction
mixture was filtered off with a Millipore device and solvent was removed under
reduced pressure to afford compound 36 (1.19 g, quantitative yield) as white solid without any
further purification. *H NMR (CDCls, 300 MHz, § in ppm): 7.66 (brs, 1H), 5.56 (brs, 1H), 5.33
(brs, 1H), 3.68 (m, 1H), 3.33 (m, 1H), 3.10-2.84 (m, 2H), 2.23-1.78 (m, 4H), 1.78-1.51 (m, 4H),
1.43 (s, 9H), 1.28 (s, 6H). 13C NMR (CDCls, 75 MHz, & in ppm): 174.79, 156.83, 79.39, 61.95,

61.11, 49.59, 47.39, 30.97, 28.60, 26.23, 25.22.

Synthesis of the turn-strand motif protected with a Boc 37
5 Acid compound 33 (1 eq., 3.97 mmol, 783 mg), HOBt (1.2 eq., 4.76 mmol,
O\N)WNQ 728 mg.) and EDC (1.2 eq., 4.76 mmol, 912 mg) agents were dissolved in
H S5 = dry DCM (25 mL) and anhydrous DMF (5 mL). Then, a solution of
| N compound 36 (1.05 eq., 4.17 mmol, 1.19 g) and DIEA (1.2 eq., 4.76 mmol,
\\(OTNJT 0.83 mL) dissolved in dry DCM (7 mL) was added. The resulting mixture
0 was stirred at room temperature for 24 hours. Solvents were evaporated
under reduced pressure and the crude residue was dissolved in DCM (30 mL). The solution was
washed with an aqueous solution of KHSO4 (1M, 30 mL), with distilled water (30 mL), with an
aqueous saturated solution of NaHCOs3 (30 mL) and with brine (30 mL). The organic layer was
dried over MgS0O4 and solvents were removed under reduced pressure. The crude product was
purified on silica column chromatography eluting with a mixture of DCM:MeOH (from 100:0 to
95:5, vol/vol) to obtained compound 37 (1.38 g, 75 % yield) as a white powder.
H NMR (CDCls, 300 MHz, 6 in ppm): 6.88-6.74 (m, 2H), 5.68 (brs, 1H), 5.42 (brs, 1H), 4.46-4.26
(m, 2H), 3.93-3.57 (m, 4H), 3.31 (d, J = 7.26 Hz, 2H), 2.29-1.85 (m, 12H), 1.43 (s, 9H), 1.28 (s,
6H) 13C NMR (CDCls, 75 MHz, § in ppm): 170.79, 164.60, 163.04, 156.97, 135.14, 130.51, 79.14,
61.49,54.91, 48.74, 48.55, 47.92, 33.14, 28.59, 28.45, 28.28, 25.55, 25.10, 24.77.
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Boc removal to get the turn-strand motif 111.8
o Compound 37 (1 eq., 0.16 mmol, 74 mg) was dissolved in TFA (0.8 mL) and
O\NM(NQ the reaction mixture was stirred .at room temperature during 1 ho.ur.
H o = Solvents were evaporated (TFA residual removed by azeotrope formation
i © with toluene) and dried under reduced pressure.The expected product
HzN [11.8 (58 mg, quantitative yield) was obtained as a white powder.

IH NMR (CDCls, 300 MHz, 6 in ppm): 8.37 (s, 1H), 8.07 (m, 1H), 7.16 (d, J = 14.88 Hz, 1H), 6.50
-d, J = 14.83 Hz, 1H), 4.36 (m, 1H), 3.88-3.45 (m, 4H), 2.32-1.77 (m, 12H), 1.45 (s, 6H). 3C NMR
(CDCls, 75 MHz, § in ppm): 170.79, 164.60, 163.04, 156.97, 135.14, 130.51, 79.14, 61.49, 54.91,

48.74, 48.55, 47.92, 33.14, 28.59, 28.45, 28.28, 25.55, 25.10, 24.77.

b) Synthesis of diacid IIl.7

Synthesis of precursor 111.7: Saponification on B

o Compound B7 (1 eq., 49.9 umol, 36 mg) was dissolved in THF (170 L)
A(M(OH d MeOH (51 uL). Then, LiOH (6 eq., 0.29 l, 12 dissolved i

N an e (51 ulL). Then, Li (6 eqg., 0.29 mmol, mg) dissolved in

oM ° distilled water (100 uL) was added. The reaction mixture was stirred at

© 9 H room temperature for 30 minutes. Organic solvents were removed under
CN)J\N/\/NTNQ - . .
H S reduced pressure. The expected product precipitated while adding an

o HN aqueous solution of KHSO4 (1M, 5mL) and wash with DCM to remove
HO)J\/\WHJT impurities. After filtration, compound lll.7 (22 mg, 65 % yield) was
o) obtained as a white solid and was only soluble into DMSO.

IH NMR (DMSO-ds, 300 MHz, & in ppm): 8.44 (brs, 2H), 7.52 (brs, 2H), 7.11 (d, J = 15.1 Hz, 2H),
6.56 (d, J = 15.7 Hz, 2H), 6.34 (brs, 2H), 2.05-1.71 (m, 8H), 1.18 (m, 12H). 13C NMR (DMSO-ds,
75 MHz, & in ppm): 173.27, 167.01, 164.03, 158.08, 138.36, 129.28, 62.13, 61.04, 46.33, 44.76,
41.00, 29.89, 25.82, 14.24. HRMS (ESI*): m/z calcd for CsoHasNsOs [M+H]* 679.3337 found
679.3063.

c) Synthesis of 5-stranded foldamer Bs

Q o Diacid compound [l.7 (1 eq., 25 umol, 17 mg), EDC (2.5 eq., 62.5
NQ umol, 12 mg) and HOBt (2.5 eq., 62.5 umol, 9.5 mg) agents were

0 j=o dissolvedin dry DCM (0.1 mL). The solution was stirred at 0 °C for 15
P H\)\\ minutes. Then, a solution of amine compound 1.8 (2.7 eq., 68 umol,
A(HJ\/\W 25 mg) and DIEA (2.7 eq., 68 umol ,12 ulL) dissolved in dry DCM (0.1
o~ mL) was dropwise added. DMF (0.2 mL) was added to solubilized all
CNJLN/\/HYNQ the compounds. The reaction mixture was stirred at room
H o temperature for 65 hours. Solvents were evaporated under reduced

0 . pressure and the crude residue was purified on silica column flash

N A ine wi : . .
%NJ\M chromatography eluting with a mixture of DCM:MeOH (from 100:0
nH 0 to 95:5, vol/vol) to afford the compound Bs but this compound was

0 8 still not pure and needed further purification by HPLC. 'H NMR
CNJ%( O (CDCls, 400 MHz, 6 in ppm): 8.38 (brs, 2H), 8.03 (brs, 2H), 7.77 (brs,
2H), 7.58 (d, J = 14.66 Hz, 2H), 7.35 (dd, J = 8.67 Hz, 4H), 7.17 (d, J =
14.86 Hz, 2H), 6.77 (brs, 2H), 5.74 (s, 2H), 5.71 (s, 2H), 4.11 (m, 2H), 4.00 (m, 2H), 3.91-3.68 (m,
12H), 3.67-3.33 (m, 10H), 2.36-1.54 (m, 36H), 1.37-1.19 (m, 24H). 13C NMR (CDCls, 75 MHz, &
in ppm): Signal too low. MS (ESI*): m/z calcd for CziHsaNsO1o [M+H]* 1371.8074 found
1371.8552
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5) X-ray crystallographic data

Table 1. Crystal data and refinement details for 5.

Identification code
Chemical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
Absorption correction
Crystal size

Index ranges
Reflections collected
Rint

Data/parameters/restrains

Goodness-of-fit on F?
Final R indices [/>20(1)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

5

C20H33N30s6

411.49 g/mol

386.3 K

Cu Ka

orthorhombic

P212121

0=9.7739 (4) A, a=90"
b=10.3261(5) A, p=90"°
c=22.1693(16) A, y=90"°
2237.5(2) A3

4

1.222 g/cm’

0.744 mm™1

Multi-scan

0.2x0.2x0.2 mm?3
-5<h<10,-10<k<10,-23<1<21
6335

0.0666

268/0

1.142

R1=0.0779, wRy = 0.1717
R1=0.1241, wR; = 0.2290
0.34 and-0.30 e A3

*SQUEEZE procedure was used to remove severely disordered

solvent molecules
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Identification code
Chemical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
Absorption correction
Crystal size

Index ranges
Reflections collected
Rint
Parameters/restrains
Goodness-of-fit on F2
Final R indices [/>20(1)]
R indices (all data)
Largest diff. peak and hole

*SQUEEZE procedure was used to remove severely disordered

solvent molecules

Table 2. Crystal data and refinement details for Bs.

B7

C34Hs4Ng0O10

734.85 g/mol

100 K

Cu Ka

monoclinic

P2,

a=145471A, a=90°
b=9,8800A, B=90"°
c=17.8129A,y=92,9230"
2556.83 A3

11

1.422 g/mm’

5mm?

Multi-scan

0.09 x 0.05 x 0.02 mm?3

-18<h<17,-11<k<11,-21<1<21

200964

0.0288

619/16

1.031

R1=0.0554, wR, = 0.1536
R1=0.0573, wRz = 0.1559
0.93 and -0.64 e A3
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Stabilisation et mimes de structures secondaires peptidiques : applications aux

hélices a et aux feuillets

Des avancées en biologie moléculaire ont permis de voir émerger des molécules biologiques (anticorps,
hormones) comme agents thérapeutiques. Les peptides qui peuvent adopter les structures secondaires
(hélices a et feuillets B) rencontrées dans les protéines et qui posseédent des caractéristiques
intermédiaires entre les petites molécules et les protéines, représentent donc un enjeu thérapeutique
intéressant. Leurs principaux inconvénients résident dans leur faible stabilité plasmatique, leur faible
pénétration cellulaire et leur flexibilité conformationnelle qui limitent leur développement thérapeutique.
Stabiliser la structure secondaire de peptides dans leur conformation bioactive ou développer des
squelettes non naturels comme peptidomimes sont devenus des moyens de contourner ces difficultés.
A ce jour, diverses approches chimiques ont été proposées pour stabiliser le repliement en hélice a
comme la macrocyclisation entre deux chaines latérales d’'un peptide. Une premiére partie de cette
thése a consisté a développer une stratégie de macrocyclisation menant a des agrafes peptidiques
originales, comportant une fonction guanidine polaire. Différentes séquences peptidiques ont ainsi pu
étre macrocyclisées en (i, i+4) ou (i, i+7), et des études structurales ont été amorcées. L’introduction
d’'une guanidine pourrait apporter de nouvelles propriétés aux peptides macrocyclisés dont
amélioration de leur perméabilité cellulaire. Le feuillet B multi-brins, l'autre structure secondaire
d'intérét, s'avére étre moins étudié par les chimistes malgré son importance biologique, en raison
probablement d'une tendance excessive a I'agrégation et la précipitation. Pour réussir a obtenir des
peptidomimes stables de ces feuillets B, il est possible d’avoir recours a des squelettes non naturels
comme les foldaméres. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a la conception d'une nouvelle
classe de molécules programmeées pour se replier en feuillets B, par formation de liaisons hydrogene
intramoléculaires. Des foldaméres alternant des motifs coudes et brins artificiels comportant des dérivés
de diamine et diacide ont alors été synthétisés. Des études en solution et a I'état solide sur ces
molécules ont attesté leur repliement en feuillet § multi-brins.

Mots clés : Peptides, structures secondaires, hélice a, agrafes peptidiques, feuillet 8, foldameres.

Stabilisation and mimics of peptidic secondary structures: applications to a-

helices and B-sheets

Recent advances in molecular biology gave rise to the emergence of biologics (antibodies, hormones)
as therapeutic agents. Peptides which are able to adopt secondary structures encountered in proteins
and presenting intermediates features between small molecules and biologics are seen as potent
therapeutics. The disadvantages of peptides lie in poor plasma stability and their poor cell membrane
permeability as well as conformational flexibility, thus limiting their therapeutic potential. Stabilizing
peptide secondary structures in their bioactive conformations and the development of non natural
peptidomimetics became important tools to counteract those difficulties. Nowadays, several chemical
approaches have been considered to stabilize a-helix folding such as the macrocyclization between two
side chains of a peptide. The first project of this PhD thesis has focused on the design and and synthesis
of new stapled peptides containing a guanidine motif. Several macrocyclized peptides with a guanidine
bridge in (i, i+4) or in (i, i+7) positions have thus been obtained and some structural studies performed.
Introduction the guanidine moiety could provide new properties to peptides such as improvement of their
cell permeability. Notwithstanding their importance in biology, multi-stranded B-sheets, another protein
secondary structure of interest, have comparatively been less studied by chemists probably because of
their tendencies towards agregation and precipitation. To obtain stable peptidomimetics folded into $3-
sheets it is possible to use non natural moieties such as foldamers. In this context, we have been
interested in the design of a novel class of molecules programmed to fold into B-sheet structures through
the formation of intramolecular hydrogen bonds. Foldamers alternating artificial strands and turns
composed of diamine and diacid have been synthesized. Studies were performed in solution and in the
solid state to confirm their folding into multi-stranded 3-sheets architectures.

Keywords: Peptide, secondary structures, a-helix, stapled peptides, p-sheet, foldamers.
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