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Introduction

Les peptides tiennent une place centrale dans le vivant. En effet, plus de 7000 peptides dit
bioactifs ou régulateurs ont été identifiés ces derniéres décennies comme jouant des roles clés
dans les processus biologiques, en tant qu’hormones, neurotransmetteurs, facteurs de

croissance.?

Cependant, au cours des 20 derniéres années, l'industrie pharmaceutique s’est essoufflée dans
la recherche de nouvelles molécules ciblant toujours les mémes cibles classique (RCPG,
canaux ioniques, enzymes) et une transition s’est opérée vers des cibles moins
conventionnelles, telles que des facteurs de transcriptions ou des inhibiteurs d’interactions
protéine-protéine intracellulaires (PPI). Néanmoins, du fait de leur surface d’interaction trés
large et plane, ces cibles représentent un véritable défi pour la découverte de ligand, face
auquel les petites molécules type médicament ont montré peu de succés. Les peptides en
revanche de par leur taille plus grande sont capables d’interagir avec ces cibles de maniére
plus efficace. Occupant un espace moléculaire intermédiaire entre les petites molécules (1 a
500 Da) et les molécules biologiques (>5000 Da) (Figure 1)? ils combinent 'avantage de la
spécificité d’actions des molécules plus larges tout en conservant des propriétés
pharmacocinétiques proches des petites molécules. Leur dégradation sous forme d’acides
aminés limite leur risque de toxicité. Le séquencage et la synthése des peptides bioactifs
peuvent étre aisément réalisés & grande échelle, & faible colit en comparaison aux autres

molécules biologiques grace au développement technologiques.?

Petites molécules Peptides Molécules Biologiques

, | MW
500 Da 5000 Da

Figure 1 - Poids moléculaire différents composés utilisés en thérapie.*
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Pour ces raisons, ils ont fortement impacté le développement de I'industrie pharmaceutique et
ont considérablement contribués a I’avancée de la science en Biologie et en Chimie dés début
du 20" siécle. La meilleure illustration de l'usage des peptides est la découverte et le
développement de [l'insuline, qui a été introduite en 1982 comme premiére protéine
recombinante en tant que médicament. Cependant, malgré tout cet engouement autour de ces

molécules, les peptides en tant que médicaments ont été rapidement mis de coté & la fin du

20°%me gjgcle.d

Malgré des propriétés intrinseques attrayantes pour le développement de peptides
thérapeutiques, les peptides naturels étaient notamment réputés pour leur grande flexibilité,
leur courte demi-vie dans le plasma et de fait leur faible biodisponibilité.5 De grand progrés
ont été réalisé afin de compenser les faiblesses des peptides naturels et moduler leur
propriétés pharmacocinétiques.”® De nombreuses stratégies ont été développées permettant
de stabiliser les peptides in wvivo. Certaines de ces étapes clés sont résumées dans la frise
chronologiques Figure 2, celle-ci résume les différents enjeux et obstacles au développement

des peptides en tant que médicaments potentiels.

1996
Glatiramer

1998 2012
Eptifibatide Linaclotide

—

1922 1954 1963
1978

Premiére utilisation Synthése Synthése peptidique

médicale d’insuline d’ocytocine en phase solide Calcitonine

1950 1980 2002
Corticotropine Oxytocine Teriparatide
1982 Insuline 2003 2005
(recombinante) Enfuvirtide Exenatide

1983 2004
Dérivé de la nature Cyclosporine Ziconotide

Découverte fortuite

Figure 2 - Chronologie des étapes-clés, des développements et des approbations de
médicaments dans le domaine des peptides thérapeutiques.®
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La modification de la chaine peptidique en introduisant des acides aminés non naturels ou des
contraintes conformationnelles permet par exemple de diminuer leur dégradation par les
protéases.’ La conjugaison & des molécules organiques, des lipides, des polymeéres, a également
permis de stabiliser la structure des peptides, d’augmenter leur hydrophilie et leur
biodisponibilité. 1011

Ainsi, les deux derniéres décennies ont vu renaitre les peptides en tant que molécules
d’intérét thérapeutique ou outil pour la recherche en biologie et depuis 2000, 28 nouveaux
médicaments peptidiques non insuliniques, obtenus par modification de ligands endogénes,
ont été approuvés dans le monde et plusieurs d’entre eux ont connu un succés commercial. Ce
succés a conduit les industriels a reconsidérer 1'usage des peptides pour la découverte de
nouveaux médicaments (Figure 3).1612 Les application thérapeutiques sont assez diverses

allant de l'oncologie a la médecine reproductive. Les propriétés d’interférence sont

majoritairement des antagonistes.

Marché pharmaceutique en 2019 Peptides médicaments sur le marché

52
Mol écules biologiques 29
= Petites molécules
5
1960-1979 1980-1999 2000-2019

Indications thérapeutiques

) Fonctions des peptides médicaments
= Divers (douleurs,

infections...) 2% , 1%
= Oncologie 9%
= Métabolique 8%
m Agonistes
= Endocrinologie
= Antagonistes
= Cardiovaculaire = Inhibiteurs
Leurres
Médecine reproductive
= Surfactants
Gastroentérologie
= Ostéologie

Figure 3 - Statistique sur les peptides dans le marché du médicament.
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Par ailleurs, de nombreuses approches sont développées permettant de concevoir de novo des
séquences peptidiques capables d’interférer avec des processus biologiques. Ces approches sont
basées soit sur la structure du complexe formé par le ligand endogéne avec son récepteur, soit
sur le criblage aléatoire haut débit de chimiothéques. Ces deux approches seront décrites ci-

apres.

1. Conception rationnelle de mimes peptidiques

Cette premiére approche repose sur I'identification des interactions-clés entre un ligand et son
récepteur & partir de données structurales et expérimentales permettant ainsi d’identifier le

pharmacophore du ligand, nombre restreint d’atomes ou de fonctions impliqué dans la

4,13-15

reconnaissance avec la cible (Figure 4).

Figure 4 - Interaction protéine-protéine entre 1'hormone de croissance humaine et le domaine
extracellulaire de son récepteur.

L’hormone de croissance est représentée en vert et son récepteur en gris. Le domaine d’interaction sur
le récepteur est représenté en vert clair et les résidus cruciaux pour la reconnaissance en rouge et
orange en fonction de leur degré d’interaction.

Les peptides sont composés d’acides aminés reliés entre eux par des liaisons peptidiques ou
liaison amide formant ainsi un squelette peptidique appelé séquence primaire. Des
conformations locales privilégiées autour des liaisons N-Ca (angle diedre @) et Ca-CO (angle
diédre ) de chacun des résidus entraine le repliement du squelette peptidique en une

structure réguliére appelée structure secondaire (Figure 5).
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Séquence Primaire

INININS

Hélice Brin B Coude
Structure Secondaire

Figure 5 - Structure primaire et secondaire des peptides et des protéines.'6

Le pharmacophore d’une protéine ou d’un peptide est le plus souvent inclus dans un segment
peptidique court possédant une structure secondaire définie de type hélice a, brins § ou un
coude (Figure 5). Bien souvent, extraite de son contexte protéique, cette séquence conserve
une affinité pour la cible. Néanmoins, les courts peptides linéaires sont en général trés
flexibles et perdent leur conformation bioactive ce qui entraine une perte entropique lors de la
liaison et une diminution de l’affinité pour la cible.!” La stabilisation de la conformation

bioactive apparait donc comme un prérequis pour accéder a des ligands efficaces.

La démarche consiste donc a identifier dans un premier temps cette conformation bioactive
ainsi que les interactions clés entre les deux partenaires qui contribuent de maniére
significative a I’énergie de l'interaction puis & créer une structure qui récapitule ’arrangement
spatiale des chaines latérales impliquées. Deux méthodes peuvent étre alors envisagées
(Figure 6). La premiére consiste a introduire des contraintes conformationnelles locales ou
globales afin de pré-organiser la conformation bioactive. La seconde est basée sur 'utilisation
de mimes topologiques, appelés scaffolds, plateforme rigide permettant de projeter les chaines

latérales du pharmacophore dans les orientations adéquates.
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_ >
Extraction de la 8 8 U

séquence contenant le
pharmacophore J ]

Protéine partenaire
Pharmacophore

Peptide linéaire flexible

/ = perte d’affinité

Contraintes conformationnelles Mimes topologiques
Figure 6 - Représentation des deux stratégies permettant la structuration d'un
peptide linéaire flexible portant un pharmacophore : introduction de

contraintes conformationnelles et utilisation de mimes topologiques.
Les résidus composants le pharmacophore sont représentés par les boules de couleurs et les contraintes
conformationnelles en noir.

1.1. Identification du pharmacophore

Dans le cas de peptides, plusieurs outils permettent d’identifier le pharmacophore :

o Les données structurales d’interactions protéine-ligand disponibles, obtenues par
RMN, diffraction des rayons X ou par approche computationnelle, afin de générer une
représentation des contacts entre le ligand et sa cible.

o La génération de peptide tronqué afin de déterminer la séquence minimale pouvant
induire une activité.

e La mutagénése systématique, type Ala-scanning, consistant & remplacer
individuellement chaque acide aminé du peptide par une alanine suivi d’une mesure
de 'affinité/activité et permettant d’identifier les résidus cruciaux pour 'interaction.

o [’utilisation d’acides aminés contraints sur les angles ¢ et ¥ afin d’accéder aux

valeurs de ces angles dans la conformation bioactive.
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1.2. Introduction de contraintes conformationnelles
Ces contraintes conformationnelles peuvent étre appliquées localement au niveau d’un résidu

ou plus globalement par introduction d’un lien covalent entre des résidus éloignés dans la

séquence et qui se retrouve rapproché dans la structuration 3D.

1.2.1. Contraintes conformationnelles locales

De maniére générale, pour les acides aminés, il existe un nombre restreint de combinaisons
d’angles phi ¢ et psi ¥ accessibles, les autres étant énergétiquement défavorables dues aux

génes stériques.

H i H i
T

0] l[/H H
0 R 0 '\R

Figure 7 - Représentation des angles diédres d'un acide aminé.

I’ensemble des combinaisons des angles phi ¢ et psi ¥ autorisé dans l’espace 3D sont
résumées dans le diagramme de Ramachandran, du nom du chimiste qui I’a développé.’® 11
montre que la majeure partie des acides aminés L contenu dans une protéine a des
combinaisons d’angles comprises dans deux régions principales de ce diagramme. Ces
combinaisons correspondent aux structures secondaires « hélice a» et « feuillet f» ce qui

explique la tendance naturelle des peptides & adopter ce type de structuration (Figure 8).

Région des Feuillets 8 ’ 8

v 4 ‘ : | \ J
J -60 |- 1 J
e ® 0

.
‘»)\
o \ gt
) -180 -120 -60 0 60 120 +180 (d=90 ,1112490)

d‘)

&

Défavorable
Région des Hélices o

Figure 8 - Diagramme de Ramachandran d’un acide aminé L."
Les combinaisons d’angles les plus favorables sont représentées en vert foncé, celles acceptables en vert
clair. La structure a gauche est défavorable énergétiquement en raison de géne stérique.
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L’introduction de contraintes conformationnelles locales peut étre obtenues par remplacement
des acides aminés naturels par des résidus pour lesquels 'espace conformationnel autour des

angles diédres phi ¢ et psi P va étre restreint d’avantage (Figure 9).

0]
0] O (0] -
P )4 R e SR
AN NN - j . N N e
- ' \ H &
R” R D-Pro .
L-Pro @ = +60° Aib
L-AA @ =-60° (£20°) D-AA W = +30° ou -120° @ =-60° (£20°)
1 =-60° (+20°) ou +120° (£20°) P =-30° (+20°)
\ H 0] Me. R
L N e - HN
N T N ¢ :
o) o) o~ 07 >
&Meval (R)-y-lactame de Freidinger B-Me-AA Tic Aic
eva ¥ = +140° (£10°) X = -60° ou +60° X =-60° ou +60° X = -60° ou 180°

Figure 9 - Acides aminés modifiés et contraintes des angles diédres.

Typiquement dans la proline le cycle pentanique entraine une contrainte sur la valeur de
I’angle ¢ plus grande que celle des autres acides aminés naturels. Cette restriction favorise la
formation de coude 8 de type I et II. A I'inverse son énantiomére D-Pro favorise les coudes de

type I et II” (Figure 10).16:20

Favorisés par la L-Pro Favorisés par la D-Pro

s »

\ '/ A A Ve [

(_(?0._;!0} W )\e‘-\wQ (+60,+30)
~ <

Coude S type | Coude S type I

i ] i
(-60.+120) QN % (+60.-120)
4

Coude B type Il Coude S type I’

Figure 10 - Conformations générées par la L-Pro et la D-Pro.
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De nombreux acides aminés non naturels pour lesquels les combinaisons ¢ /1 sont restreintes
ont été développés. Par exemple, la présence d’un groupement Me sur 'atome de carbone a
de l'acide a-aminobutyrique (Aib) favorise une conformation hélicoidale.??? D’autres dérivés
a-substitués combinant cette contrainte tout en maintenant la chaine latérales des acides
aminés naturels ont été synthétisé, par exemple 1’ a-méthylvaline.? Les lactames de
Freidinger et leurs analogues constituent une autre famille de résidus contraint, cette fois sur
I’angle 1) stabilisant les coudes [ et y.2¢4 Ils ont été trés utilisés comme outils
pharmacologiques pour l'identification de la conformation biologique de peptide naturel, par
exemple c’est celle la substance P et des neurokinines.?

Il est également possible de jouer sur l'angle y en bloquant les conformations gauche (-),
gauche (+) autour de la liaison Ca-CB.%6 L’utilisation d’un groupement Me sur le carbone
permet par exemple de diminuer la rotation autour de cette angle. L’utilisation de f-Me-Phe
ou f-Me-Trp a par exemple contribué fortement & Iidentification de la conformation
bioactive de la somatostatine.?” Des contraintes plus fortes sous forme de cycle ou de centre
spiranique permettent de bloquer encore d’avantage la rotation autour de cette liaison. C’est
le cas par exemple des résidus Tic (acide 1,2,3,4- tetrahydroisoquinoline-3-carboxylique) ou

Aic (acide 2-amino-indane-2-carboxylique).?8

1.2.2. Contraintes conformationnelles globales

Une autre maniére de bloquer la conformation bioactive d’un peptide consiste & introduire
une contrainte plus globale sur la structure 3D par utilisation d’un lien covalent entre des
résidus éloignés dans la séquence primaire et qui se retrouvent & proximité dans
Parrangement 3D (Figure 11). Cette cyclisation peut étre effectuée en téte a queue, c’est a
dire entre les extrémités ou entre deux chaines latérales. La cyclisation est également possible
entre une extrémité et une chaine latérale mais n’a pas été beaucoup exploitée pour la

conception de peptidomimes.?? 32
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e

P )
R2-R! NH

RZ

\ /

Chaine latérale et chaine
latérale

Extrémité N-terminale et
chaine latérale

CO,H

Extrémité C-terminale et Extrémité N-terminale et
chaine latérale extrémité C-terminale

Figure 11 - Représentation des différentes possibilités de cyclisation d’un peptide linéaire.

La cyclisation téte & queue a lieu entre les extrémités N-terminale (N-ter) et C-terminale (C-
ter) d’un peptide linéaire (Figure 12).3 Cette stratégie est classiquement utilisée pour
stabiliser un coude f. Des analogues plus courts et plus stables de la somatostatine ont été
par exemple préparés par cette méthode et conduit & un mime efficace.” Elle peut également
étre appliquée & la stabilisation d’hélice a ou encore de structures tertiaires ou
supersecondaires type épingle a cheveux B (B-hairpin).>3 35 Chan et al., ont montré que la
cyclisation du peptide antimicrobien Gomésine entre ses résidus N-ter et C-ter permet
d’accroitre sa stabilité et sa bio-activité par stabilisation du feuillet B.3°37 Wu et al.,
introduisent un motif organique pour cycliser une hélice & composée de 10 résidus et envisage
d’utiliser cette stratégie pour pour concevoir des structures tertiaires ou quaternaires et

développer des inhibiteurs d’interactions protéine-protéine.38

20



Introduction

Coude Hélice@® Ahairpin Hairpin hélice

Figure 12 - Représentation schématique de la macro-cyclisation (en noir) de structure
secondaire (une hélice @, et d'un coude B) et supersecondaires (S hairpin et hairpin
hélicoildal)

1.2.2.2.  Clyclisation entre chaines latérales

Une autre stratégie possible consiste a créer un lien, covalent ou non, entre des chaines
latérales de résidus qui se trouvent a proximité dans la structure 3D, non impliqués dans le
pharmacophore. Cette stratégie est appelée stapled peptides ou peptides agrafes. Par exemple,
un feuillet B peut étre stabilisé par un lien entre les chaines latérales de résidus situés entre
deux brins B. Différentes réactions/interactions ont été utilisées a cet effet (Figure 13) : des
ponts disulfures entre cystéines, des interaction m-m ou 7m-cation ou encore par l'utilisation de

résidus non naturels permettant d’introduire un pont triazole.3¢

-

S

éH
/
S
A f
—NH :
® N-N
) NH3 N ‘N

=

Figure 13 - Exemples de cyclisation d'un feuillet 8 via les chaines latérales de résidus.




Introduction

Cette stratégie peut également étre utilisée pour la stabilisation d’hélice a. Par exemple, dans
une hélice a, les chaines latérales des résidus en position relative i et i+4 sont situés sur la
méme face de I'hélice et dans des orientations quasi-paralléles. L’introduction de liens

covalents entre ces résidus permet de stabiliser la conformation (Figure 14).

S

INININS

Figure 14 - Exemples de stabilisation d’une hélice a via les chaines latérales de résidus.

La encore, de nombreuses réactions chimiques peuvent étre considérées pour 'introduction de
ces agrafes. La premiére décrite est la formation de pont disulfures & l’aide de résidus
cystéines.? Elle est néanmoins peu utilisée du fait de linstabilité des liaisons S-S en
conditions réductrices in cellulo. De ce fait, d’autres méthodes ont été envisagées. La
métathése d’oléfines & l'aide du catalyseur de Grubbs développé par le groupe de Verdine est
I'une des plus populaire.’ La lactamisation via le couplage entre les chaines d’un résidu Asp
et les chaines d’un résidu Lys est également trés utilisée et présente I’avantage de faire appel
a des résidus naturels.**? Le succés de cette stratégie repose beaucoup sur le choix des
positions des résidus dans la séquence, de la longueur du lien généré et de la nature des
agrafes, et nécessite souvent la synthése et le criblage d’'un nombre important de peptides
avant d’accéder & la combinaison optimale. Afin de faciliter la conception, une méthode &
deux composants a été développée, consistant a faire réagir un lien covalent simultanément
avec deux chaines latérales en position relative i et i+/ (Figure 15). La encore, différentes
réactions chimiques peuvent étre appliquées pour l'introduction du lien : D'alkylation de
cystéines, la double lactamisation ou encore une double réaction click suivant la réaction de

cycloaddition de Huisgen. 42
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o

Figure 15 - Comparaison des méthodes a un composant et a deux composants.
A : stratégie & un composant, B : stratégie & deux composants, C : exemple de lien bifonctionnels.

Les résidus situés aux extrémités d’un peptide linéaire flexible peuvent se trouver
relativement longue distance compliquant la cyclisation. Pour aider, il est possible de
combiner des stratégies de cyclisation avec des contraintes locales favorisant le repliement de

la chaine peptidique comme vu dans le paragraphe précédent.

1.3. Utilisation de mimes topologiques

Une seconde stratégie pour concevoir des peptidomimétiques de structure définie est
I'utilisation de mimes topologiques. Elle repose sur l'utilisation d’une plateforme rigide ou
scaffold, peptidique ou non, capable de projeter les chaines latérales dans des orientations
bien définies identiques & celles du ligand naturel.*3 Ces séquences contiennent donc un
nombre restreint de résidus responsables de la conformation 3D. Tous les autres résidus et en
particulier ceux qui sont exposés & la surface du scaffold peuvent étre modifiés sans affecter la
structuration et peuvent donc étre exploités pour le greffage du pharmacophore. Il s’agit donc
ici de dissocier la structure d’un peptide de sa fonction. Différentes protéines naturelles de

petite taille, souvent qualifiées de mini-protéines, ont été utilisées comme scaffold. De plus,
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afin d’accéder & des structures plus petites et plus stables, de nombreux scaffolds artificiels
ont également été développés.

1.3.1. Les mini-protéines naturelles

Les mini-protéines sont des petites protéines de moins de 40 acides aminés qui possédent une
structure 3D comportant au moins deux structures secondaires autour d’un cceur hydrophobe

(Figure 16).4

Polypeptide Toxine de scorpion &/
pancréatique aviaire BmBKTx1
(PDB 1PPT) (PDB 1R1G)

Domaine glissiére a leucine de GCN4
(PDB 2ZTA)

Figure 16 - Exemples de mini-protéines utilisées comme plateforme peptidique.
Les résidus cruciaux pour la bonne structuration 3D des protéines sont colorés en rose, les résidus qui
ont été modifiés afin de concevoir des mimes sont colorés en mauve.

De nombreuses mini-protéines ont été décrites a partir des années 1980 et ont fait I’objet de
nombreuses optimisations afin d’en améliorer la stabilité et pouvoir ensuite leur attribuer de
nouvelles fonctions. Par exemple, le polypeptide pancréatique aviaire ou aPP décrit en 1981,
composé d’une hélice a et d’une boucle poly-proline II (PP2)%, a été largement utilisé comme
scaffold de référence par le groupe de Schepartz pour l'identification/sélection de petites
protéines ligands d’ADN ou de protéines, par projection de pharmacophores sur I’ hélice a ou
la boucle PP2.46 Smith et al. ont synthétisé des variants de aPP en mutant des résidus non
cruciaux pour la structuration du peptide de maniére & placer 4, 5 ou 6 arginines dans I’hélice
a et lui conférer ainsi une perméabilité membranaire.*” Le domaine leucine zipper du facteur

de transcription GCN4, structuré en deux hélices paralléles contenant des répétitions
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réguliéres de résidus leucine a servi de plateforme pour inhiber l'interaction entre la protéine
PF4 et I’héparine,*®% ou pour mimer le domaine de transactivation de p53 endogéne.”” La
toxine de scorpion BmBKTx1 a également été exploitée. Elle est constituée de deux parties :

une hélice a et & une épingle a cheveux B (deux brins f reliés par un coude B)°!

et a, par
exemple, été utilisée pour mimer le domaine de transactivation de p53.°2 Ces structures
permettent en général d’accéder & des ligands de haute affinité et sélectivité pour leur cible

mais leur taille importante reste néanmoins un frein & leur développement comme agent

thérapeutique.

1.3.2. Plateformes artificielles

Dans le but d’accéder & des mimes topologiques de taille réduite, des plateformes artificielles
ont été développées par conception de séquences courtes hautement structurées (Figure 17). 1l
peut s’agir de peptide dans lesquels des résidus contraints ont été introduits afin d’induire la
structuration. Par exemple, le groupe de Robinson a développé des cyclopeptides incluant le
motif PPro-"Pro inducteur de coude B. Ce scaffold a été utilisé par exemple pour le
développement de peptides antimicrobiens et antiviraux, d’inhibiteurs d’interactions protéine-
protéine ou de protéases.”® Burgess et al. ont développé un dipeptide mimant un coude B en
utilisant un fragment organique aromatique forgant la structure a adopter une conformation
coplanaire.’® Herman et al. proposent un scaffold peptidique linéaire structuré B-hairpin ou le
repliement est favorisé par une interaction m-m stabilisante entre les chaines latérales de 2
résidus Trp sur les deux brins, désigné Trp-cage. Ce scaffold a été utilisé pour le

développement de composés capable de se lier aux cellules épithéliales des bronches.”
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Développé par Robinson et al. Développé par Burgess et al.

Développé par Hamilton et al. Développé par Herman et al.

Figure 17 - Exemple de plateformes artificielles utilisées pour obtenir des
peptidomimes structurés.
Les résidus cruciaux pour la bonne structuration 3D des protéines sont colorés en rose, les positions
modifiables de concevoir des mimes sont colorés en mauves.

Des scaffolds non peptidiques ont également été développés basés sur des foldaméres. Ils sont
définis par Gellman comme «toute structure polymérique capable d’adopter une conformation
spécifique ».” Le groupe d’Hamilton a montré par exemple qu’il était possible de mimer des
d’hélices a avec un polymére trispyridylamide formant un réseau de liens hydrogénes
s’établissant entre les NH situés entre chaque cycle aromatique et les oxygénes porteurs de
chaines latérales.”” Ce scaffold a par exemple été utilisé pour la conception d’inhibiteur de

I'interaction Bcl-xL impliqué dans ’apoptose.
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1.4. Conclusion

De nombreuses études ont été menées afin de concevoir des peptides thérapeutiques de

maniére rationnelle et les peptidomimes bioactifs sont nombreux. Néanmoins des limites

existent!* :

e Les données structurales de la cible doivent étre disponibles et suffisamment précises pour
permettre une conception efficace.

e La conception rationnelle permet en général ’accés & un premier hit d’affinité modéré, qui

doit ensuite étre optimisé par des cycles de synthése/criblage long et colteux avant

d’arriver & un peptidomimétique efficace.

2. Syntheése et Criblage aléatoire haut débit de librairies

Le développement de techniques de criblage & haut débit automatisées a permis d’augmenter
drastiquement le nombre de candidats qu’il est possible de tester. Trés utilisé dans les
entreprises pharmaceutiques grice a ’essor de la robotisation, il permet de cribler plusieurs
dizaines de milliers de composés par jour grace & des tests d’affinité ou d’activité simples et
automatisables.?® Bien que le criblage haut débit soit I’objet de nombreuses critiques dans le
monde biomédical, et est parfois qualifié « d’irrationnel » puisqu’il permet seulement
d’effectuer des expériences de maniére plus rapide sans augmenter les chances de succés de
celle-ci, il a cependant permis la découverte de nombreuse molécules, par exemple des
inhibiteurs de la réplication du virus de I’hépatite C.%? Ceci implique de disposer d'une large
collection de composés, appelée chimiothéque, qui vont étre testés de maniére systématique
afin identifier un composé interagissant avec une cible d’intérét. Plus le nombre de composés
criblés est important et plus les chances d’identifier une molécule affine augmente. C’est
pourquoi des stratégies permettant l'accés & de trés large collections de peptides sont

développés.®?

Plusieurs moyens existent pour avoir accés a des librairies de molécules. Il est possible de
faire appel a des collections historiques c’est & dire des composés synthétisés au fil des années
par un laboratoire ou une entreprise qui sont stockés et mis & disposition. L’exploration de

ressources naturelles est également une voie d’accés & des molécules naturelles. La
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chimiothéque Nationale francaise regroupe plus de 70 000 composés et 15 000 extraits
naturels originaux.’! Cependant les collections historiques présentent généralement peu de
diversité structurale et les molécules naturelles sont en général de grande complexité dont les
possibilités de synthése totale sont souvent trés limitées. I a donc été nécessaire de
développer de nouvelles stratégies pour la synthése de grandes séries de composés
structuralement différents. En ce qui concerne les peptides, deux approches sont utilisées &

cet effet : les méthodes chimiques et les méthodes biologiques.

2.1. Les méthodes chimiques

L’accés a de larges librairies de peptides est possible par voie chimique et repose sur la chimie

combinatoire (Figure 18).
Le principe de la chimie combinatoire est la synthése simultanée de plusieurs molécules en

mélange en partant non pas d’un réactif A et d’'un réactif B comme en chimie classique mais

d’une série de réactif A; et Bi.
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Figure 18 - Schéma représentatif des stratégies Miz & Split et de synthése paralléle reposant
sur la chimie combinatoire.

Cette stratégie donne accés & un trés grand nombre de produits non isolés en peu de temps.5?
La taille de la librairie augmente rapidement en fonction du nombre de réactif et du nombre
d’étapes réactionnelles effectuées. En revanche, plusieurs contraintes sont imposées par le
simple fait de combiner plusieurs entités : une réactivité similaire de tous les partenaires est
nécessaire et la formation de sous-produits doit étre limitée.®3 Afin de dépasser ces
limitations, de nouvelles méthodes de chimie combinatoire ont émergé notamment la stratégie

« Mélange & Partage » (Miz € Split).

Décrite par Furka et al.%* puis par Lam et al.,% la stratégie Miz € Split permet de
s’affranchir des problémes liés & la différences de réactivité des composés dans un mélange.
Elle est particuliérement adaptée & la synthése de peptide sur support solide. Aprés greffage
du premier acide aminé sur support, la résine est divisée en plusieurs lots sur lesquels vont
étre greffés de maniére indépendante différents résidus. Les différents lots vont étre alors
mélangés et redivisés & nouveau pour lintroduction des résidus suivants. Ce procédé est

répété jusqu’a la fin de la synthése.%? Cette méthode permet donc d’éviter la compétitions
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entre les différents réactifs mains aussi les problémes de réactivité et de cinétique entre les

différentes espéces.

Le criblage des mélanges obtenus par chimie combinatoire se fait sans séparation des
composés de la librairie. La cible est donc introduite directement dans la librairie. Lorsqu’une
affinité /activité est mesurée, il s’agit alors d’identifier dans le mélange le ou les composés qui
en sont responsables. La premiére stratégie consiste a séparer les ligands liés & la cible (RL)
de ceux non liés (L), par exemple par chromatographie d’exclusion, puis de dissocier le ligand
de la cible et d’identifier sa séquence. Il est également possible d’appliquer des méthodes de
déconvolution itérative. Il s’agit d’une approche d’identification progressive ou un seul acide
aminé est identifié a la fois et fait donc appel a des cycles de synthése/criblage de sous
librairies de peptides de taille plus restreinte. La synthése de ces sous-librairies est dictée par
le résultat obtenu lors du criblage de la sous-librairie précédente.’® Des techniques
colorimétriques peuvent également étre utilisées, en particulier lorsque la librairie est générée
sur support solide. Par exemple, le marquage d'un des partenaires, généralement la cible,
permet une identification rapide des composés liés & celle-ci aprés ajout dans le mélange d’un
composé fluorescent capable de reconnaitre ce marqueur.” Des méthodes d’encodage ont
également été développée et ont permis une avancée majeur de cette technologie. La méthode
consiste & greffer sur la résine, & chaque étape de la synthése, une étiquette spécifique a
Iétape qui va servir a Ulidentification des séquences. Aprés criblage, le clivage et
I'identification de I'étiquette permettent de tracer la séquence bioactive. En particulier la
méthode DEL (pour DNA Encoding chemical Library) est trés efficace puisqu’elle fait appel a
des étiquettes ADN qui peuvent étre facilement obtenue par amplification et séquencage

(Figure 19).6

30



Introduction

@
+ Q — _Q Autres AAs _‘

ADNTAG - AM ML

ADN-TAG

correspondant
””””” _“ HRERRRRR _°.O

MMM T T-0-@ T T -0

Figure 19 — Principe de la stratégie d'encodage par ADN.
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Ces méthodes simplifient fortement le criblage de librairie combinatoire. Néanmoins,
I'utilisation de composés immobilisés sur résine peut constituer une limite et diminuer ou
augmenter leur affinité pour une cible. C’est pourquoi des méthodes de synthése paralléle, en
solution ou sur support solide, ot les membres de la librairies sont synthétisés dans des
contenants différents ont été développées.f? Différents support permettant de miniaturiser ou
de faciliter ces synthéses ont été développés (sur une membrane™, sur des aiguilles dans des
puits™). Des robots de synthése paralleéle permettant 1’automatisation de ces synthéses sont
aujourd’hui utilisés. L’avantage ici est que chaque composé synthétisé peut ensuite étre testé

individuellement vis-a-vis de la cible, évitant ainsi les problémes liés au criblage.

2.2. Les méthodes biologiques

Dans le cas des peptides, de larges librairies peuvent étre préparées par des voies biologiques.
Ces méthodes reposent sur lintroduction d’une séquence d’ADN codant pour une séquence
peptidique prédéfinie dans un vecteur biologique afin que le peptide correspondant y soit
exprimé. Il sera finalement exposé & la surface du support biologique et criblé directement sur
cette surface. Il s’agit des méthodes dites de « display » (phage display, yeast display,
bactérial display etc.). Ces techniques présentent ’avantage de relier le phénotype (peptide)
au génotype (ADN ou ARN) permettant le criblage des peptides et laccés direct a leurs

séquences par amplification et séquencage du matériel génétique®’:™
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La technique du phage display est la premiére a avoir été décrite et reste de loin la plus
utilisée aujourd’hui. Elle repose sur ['utilisation du phage, virus capable d’infecter des
bactéries (Figure 20). Cette stratégie permet de générer des librairies de 10%-10'! peptides
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Figure 20 - Etapes de criblage des librairies obtenues par phage display.

Cette technique a longtemps été limitée & la synthése de peptides linéaires ou cyclisés par
formation de ponts disulfures® ™, or ces peptides ont de maniére générale des propriétés
pharmacologiques faibles (stabilité protéolytique, perméabilité membranaire,
biodisponibilité...) et une phase d’optimisation est en générale nécessaire aprés le criblage
pour accéder & des molécules plus performantes. Ces propriétés peuvent de maniére générale
étre améliorées par cyclisation du squelette peptidique, c’est pourquoi de nombreuses
approches ont émergés pour l'accés & des peptides cycliques stables in vivo. Par exemple, la
stratégie SICLOPPS permet de générer in cellulo dans des bactéries, des peptides qui sont
capables de cycliser spontanément grace & une séquence spécifique, appelée split-intein,
situées aux extrémités du peptide. Lorsque ses extrémités se trouvent & proximité, une

cyclisation téte a queue spontanée se produit et la séquence signal est relarguée. Le criblage
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est alors réalisé directement dans les cellules. Cette stratégie a conduit & l'identification de
nombreux ligands peptidiques en particulier pour des cibles PPL77 Une autre méthode
consiste en l'introduction d’un lien covalent sur les peptides issus de phage display aprés
synthése, comme le dibromoxyléne permettant la formation de thioester avec des cystéines ou

un lien disuccinimidyl entre ’amine N-ter et une lysine.””

Le développement de systéme de translation in vitro (mRNA et ribosome display) ont permis
d’étendre la méthode & I'introduction de résidus non naturels par utilisation des flexizymes,
enzymes capables de charger n’importe quel tRNA avec un large panel de résidu non naturel.
Grace a cette technique, des librairies de peptides incorporant des résidus contraints ou des

résidus prompts a se cycliser dans le milieu réactionnel peuvent étre préparés (Figure 21).

Figure 21- Exemples de cyclisation in vitro.

Par exemple, 'incorporation d’un groupement chloroacétyl en N-ter formant, avec la cystéine
C-ter, un lien thioéther.™ Il est également possible de réaliser une cyclisation entre chaines

latérales par cycloaddition de Huisgen ou encore par tricyclisation a laide
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tribromométhylbenzéne sur des cystéines.” Plus récemment, une cyclisation entre les

extrémité C-ter et N-ter basée sur la ligation chimique a été décrite.31:2

Cette technique trés prometteuse a permis de fournir des librairies de peptides de structure
sophistiquée pour le criblage de ligand dans des contextes ou le criblage de petites molécules
s’était montré infructueux. Bien qu’aucun médicament issu de cette technologie n'ait encore
vu le jour, un peptide est actuellement en phase III d’essai clinique pour le traitement de la
myasthénie grave, une maladie auto-immune neuromusculaire.??> Néanmoins, cette stratégie
présente des inconvénients liés & la présence de mRNA sur les peptides criblés. En effet, des
interactions non spécifiques entre le matériel génétique et les cibles polaires représentant 35%
des protéines du génome peuvent fausser le criblage. Des interactions entre le peptide et
’ARN lui-méme peuvent également se former. De plus, la mise en place de cette technique
requiert un environnement propre exempt de RNAases pour éviter la dégradation des mRNA

durant la sélection.

2.3. Conclusion

Les méthodes de criblage aléatoire permettent d’accéder trés rapidement a des librairies trés
large et les avancées technologiques permettent aujourd’hui de cribler ces librairies en des
temps records donnant ainsi accés trés rapidement & des séquences possédant de bonnes
affinités et efficacités pour une cible donnée. Néanmoins les séquences obtenues par ces
méthodes ne sont généralement pas compatibles avec une utilisation ¢n vivo. Les propriétés
pharmacologiques sont alors optimisées dans un second temps. D’un autre coté, de
nombreuses approches de conception rationnelle utilisant non plus uniquement la simple
oligomérisation d’acides aminés mais toutes les réactions sophistiquées de la chimie organique
(métathése croisée, chimie click etc.) sont développées et permettent de créer des composés de
maniére plus intégrative en prenant en considération toutes les propriétés nécessaires &
Pactivité du peptide in vivo dés sa conception. Ces méthodes sont & ce jour principalement
limitées par le défi du design in silico dans le domaine des peptides lié & la complexité des
repliements, la nature des interactions, aux changements subtiles de conformation des
peptides un fois liés a leur cible, et surtout & l’absence de données structurales dans de

nombreux cas. Le résultat est que bien souvent, ’approche rationnelle conduit & une premiére
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touche d’affinité modérée et c’est ensuite par des campagnes d’optimisation que celle-ci est
amélioré. Ceci passe par la synthése de librairies/criblages le plus souvent réalisée par
synthése paralléle, méthode chronophage et cotliteuse pouvant freiner la découverte de
nouveaux peptides bioactifs. Les récents développement dans le domaine du mRNA display
permettent 'accés & des librairies de peptide de structure plus complexe et pourrait entrainer
une percée dans ce domaine. Néanmoins, 'accés & des squelettes complexes incorporant par
exemple des agrafes de nature & améliorer les propriétés pharmacocinétique des peptides, tel

que cela est fait aujourd’hui en design rationnel, n’est pas encore & ’ordre du jour.

Le développement de nouvelles méthodes d’accés & de larges librairies de peptides de
structure 3D complexe représentent donc toujours un enjeu dans le développement de futurs

peptides médicaments.

3. Développement d’'une méthode d’accés & des librairies peptidiques par
chimie combinatoire dynamique

3.1.La chimie combinatoire dynamique

Depuis son apparition dans les années 1990 grace a l’essor de la chimie supramoléculaire et
aux travaux de Jean Marie Lehn, la chimie combinatoire dynamique (DCC) est devenue un
outil précieux dans les domaines de la chimie et de la biologie, en particulier pour la
découverte de nouvelles molécules bioactives.®> 8 Elle repose sur la formation de liaisons
réversibles, covalentes ou non, entre différentes entités appelée building blocks (BB) de
maniére & créer une librairie combinatoire dynamique (DCL) ou toutes les combinaisons de
produits sont représentées et en équilibre thermodynamique les unes avec les autres au sein
du mélange. Un changement des conditions expérimentales de la librairie conduit & un
réarrangement de cette derniére afin de répondre aux nouvelles conditions qui lui sont
imposées. En particulier, I'introduction d’une protéine cible dans la librairie conduira & une
auto-réorganisation de celle-ci selon la loi de Le Chatelier, en faveur du produit de la DCL
avec lequel elle s’est liée (Figure 22). Celui-ci sera donc majoritairement formé au dépend des

85

autres membres. Ce phénoméne est communément appelé amplification. La chimie
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combinatoire dynamique propose donc de réunir la synthése et le criblage en une étape

unique puisque la cible guide la synthése du produit qui lui est le plus adapté.

% Protéine

Y

Building Blocks initiaux Sélection par la protéine

Librairie Combinatoire LY
ou Amplification

Dynamique

Figure 22 - Principe de la chimie combinatoire dynamique.

Il existe de trés nombreux exemples d’application de la chimie combinatoire dynamique.®’

Afin d’illustrer cette stratégie, nous décrirons ici quelques exemples.

Le groupe de Greaney a choisi d’utiliser la DCC pour identifier des inhibiteurs de la
glutathion S-transférase, jouant un role important dans la détoxification.” Pour cela, une
librairie dynamique est générée par réaction entre le GSH (y-Glu-Cys-Gly) et différents
fragments par réaction d’échange thiol/énone reversible a pH physiologique avec la chaine
latérale de la cystéine. En comparant les chromatogrammes des librairies obtenues avec et
sans enzyme, ils observent D'amplification d’un signal qu’ils identifient ensuite en
spectrométrie de masse. Aprés synthése individuelle, des Clso de 'ordre du bas pM sont

mesurées pour ces produits (Figure 23).
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Figure 23 - Résultats obtenus par le groupe de Greaney.”"
En haut & gauche: réaction et réactif utilisés, en haut & droite: molécules amplifiées, en bas :
superposition des chromatogrammes obtenus avec et sans enzyme.

Fu et al”' utilise la chimie combinatoire dynamique pour identifier des inhibiteurs de I'UDP-
galactopyranose mutase impliquée dans la biosynthése des membranes cellulaires des
mycobactéries. Ils choisissent la formation d’acylhydrazone pour la formation petites librairies
dynamiques entre deux fragments porteurs des groupements aromatiques. L’analyse par
HPLC des librairies en absence et en présence d’enzyme montre ’amplification de deux
composés en présence de la cible (Figure 24). Aprés resynthése, et mesure individuelle des
activités de chacun, ils montrent que le composé H3+Al est un ligand puissant des 3
principales I'UDP-galactopyranose mutases d’E. coli avec des Kq de I'ordre du pM et une
activité antimicrobienne intéressante avec des concentrations minimales inhibitrices faible

(MIC) de l'ordre de 25 png/mL.
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Figure 24 - Composés générés lors de 1'échange hydrazide/aldéhyde et superposition des
chromatogrammes obtenus par le groupe de Vincent."!

Le groupe de O’Brien s’est quant a lui intéressé a l'inhibition de la caspase-3, enzyme
impliquée dans des processus apoptotiques par chimie combinatoire dynamique. Une réaction
d’échange thiol /disulfure est utilisée pour greffer sur un ligand de l'enzyme une trés large
librairie de fragments. ? Ils ont développé une stratégie de DCC originale ou la réaction
s’effectue directement sur la cible. Cette enzyme a la particularité de posséder un résidu
cystéine nucléophile dans son site actif. Celui-ci est exploité pour lier de maniére covalente le
1¢* ligand sur ’enzyme. La librairie est alors générée par réaction du second fragment par
I’échange de disulfure. Une large collection de 7000 fragments a ainsi été criblée. Aprés
identification des molécules les plus affines, celles-ci sont resynthétisées en remplacant le lien
disulfure instable in cellulo par un lien phénolique, ils obtiennent deux composés inhibiteurs
de la caspase-3 avec des Ki de 0,2 et 0,33 uM plus ou moins sélectifs des autres caspases

(Figure 25).
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Figure 25 - Stratégie de chimie combinatoire développée par le groupe de O’Brien pour la
sélection d’inhibiteurs de la Caspase-3.9?

3.2. Application de la DCC aux peptides

La chimie combinatoire dynamique a été peu appliquée a la synthése de peptides ou
peptidomimétiques jusqu’a maintenant, il existe néanmoins quelques exemples dans la
littérature.”> Une premiére approche consiste a utiliser la DCC pour assembler la séquence
peptidique des acides aminés (Figure 26). Néanmoins, la formation de liens amide n’étant pas
réversibles en milieux aqueux, des substituts de lien amides sont le plus généralement utilisés

conduisant alors a des peptidomimétiques.®’
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Figure 26 - Schéma de DCC appliqué a la formation de liaison peptidique.

Lam et al. ont généré des librairies dynamiques basées sur un lien acylhydrazone formés &
partir d’aldéhydes et d’hydrazides pour 1’assemblage de dipeptides en oligoméres cycliques
plus longs (Figure 27). Cette librairie a été criblée vis-a-vis de l'acétylcholine et apres
plusieurs jours d’équilibration, 'amplification de composés atypiques de type [2]-caténane a

été observée.?
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Figure 27 - Amplification de peptides hydrazides par 'acétylcholine.”
A : structure de la brique peptidique hydrazide. B : chromatogrammes obtenus aprés 2 minutes, 25
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minutes, 3 jours et 44 jours de réaction avec apparition du caténane. C : structure du composé de type
[2]-caténane

Deux stratégies permettant l'accés & des peptides formés par des liens amides natifs ont
également été proposés. Le groupe de Ulijn a utilisé une enzyme protéolytique, la
thermolysine, catalysant I’hydrolyse et la formation de liaison amide (Figure 28). Des
librairies de dipeptides composés d’un résidu phénylalanine et d’un résidu a caractére acide
ou basique ont été généré en milieu aqueux a pH 7.4. La thermolysine assure la réversibilité
de la réaction entre les blocs. L’addition de chitosane ou d’héparine dans la librairie permet
d’amplifier la séquence dipeptidique la plus apte & se lier & 'un ou l'autre ces sucres. Cette
amplification résulte en la formation de nanotubes ou nanofeuillets en fonctions du sucre
ajouté et a été visualisée par HPLC, microscopie électronique & transmission (TEM)

permettant d’observer la formation des structures supramoléculaires.”
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Figure 28 - Amplification de dipeptides, générés grace a la thermolysine, par 1'héparine ou le
chitosane.%
A : Schéma réactionnel entre des peptides porteurs de chaine latérale basique (R1), de chaine latérale
bastique (R2) et de phénylalanine amide. B : images TEM a) d’héparine, b) de peptide fmoc-lysine, ¢)
du dipeptide fmoc-lysine-phenylalanine en présence d’héparine, d) de chitosane, e) de peptide porteur
d’une chaine CH3SO3H, ¢) du dipeptide CH5SO3H -phenylalanine en présence de chitosane.

Ruff et al. ont judicieusement choisi d’exploiter la ligation chimique native, stratégie trés
utilisée pour la synthése de protéinepar voie chimique (Figure 29). Pour se faire, des
séquences peptidiques situées de part et d’autre d’une N-(acétyl)-cystéine sont échangées par
transthioestérification réversible permettant le brassage des séquences. La réaction a lieu en
milieu aqueux & pH 7 et en présence d’un réducteur permettant d’éviter la formation de pont
disulfures. L’évolution du mélange est suivie par HPLC et les séquences identifiées par MS.

En revanche, aucune application biologique basée sur cette chimie n’a été décrite a ce jour. %
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Figure 29 - Chimie combinatoire dynamique appliquée & la ligation chimique.”

A : Schéma réactionnel de la réaction de ligation. B : Chromatogramme de I’évolution de la librairie a
t=0h (en haut) et t= 98h (en bas).

Une autre approche consiste a assembler plusieurs petits fragments peptidiques flexibles de

maniére & accéder a une structure protéique tridimensionnelle plus large (Figure 30).
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Figure 30 - Assemblage de fragments peptidiques par chimie combinatoire dynamique
résultant en structure tridimensionnelle plus étendue.

Les travaux du groupe de Gellman, pionnier dans ce domaine, consistent & assembler des

fragments peptidiques par une réaction de transthioestérification (Figure 31) et a étudier la
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stabilité conformationnelle des structures formées par mesure de la constante d’équilibre de la
réaction.”” La réaction est conduite en milieu aqueux a pH 7 et suivie par HPLC. Cette
méthode a été appliquée pour étudier la stabilité de structure de type coiled-coil ou B-
hairpin.%®

0]

Fragment 1 )J\/SH Milieu aqueux Fragment 1 o Fragments = ' ' ' '

pH=7

o - \fs A

am - &= - o

Figure 31 - Echange thiol /thioester entre deux fragments peptidiques conduisant & un peptide
structuré.””

Bartus et al. utilise une stratégie similaire pour accéder cette fois & des peptidomimétiques 3D
capables de reconnaitre une protéine cible, la calmoduline. Pour cela, des courts foldaméres
composés de f-peptides congus pour se structurer en hélice et portant une cystéine en C-ter,
réagissent ensemble via & échange thiol/disulfure par chimie combinatoire dynamique formant
ainsi une structure de type a-hairpin (Figure 32).% La réaction de DCC a lieu dans un milieu
tamponné a pH 7.4 contenant un réducteur. Les séquences amplifiées sont identifiées apres
séparation des complexes RL par filtration centrifuge, dissociation de la protéine et analyse
par HPLC, RMN ou titration calorimétrique isotherme (ITC pour isothermal titration
calorimetry). Des B-peptides possédant des affinités de I'ordre du nM pour la calmoduline ont

ainsi pu étre obtenus.
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Figure 32 - Systéme développé par Bartus et al. pour identifier des ligands de la
calmoduline.”

A : structure du foldameres hélicoidal utilisé (R; et Ry = chaine latérale d’acide aminé B). B : schéma
réactionnel entre deux foldaméres porteurs de chaines latérales Ri, Ro, R3, R4 et amplification par la
calmoduline.
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Le groupe de Anslyn. a généré des macrocycles & partir de peptides porteurs de fonctions
aldhéydes et des peptides porteurs de fonctions hydrazides pour l'accés a des agents
antibactériens (Figure 33). Les réactions ont lieu en milieu aqueux et sont analysées par MS,
RMN et électrophorése capillaire sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de
sodium (SDS-PAGE). Le criblage de ces composés vis-a-vis des différentes bactéries dont
Staphylococcus aureus a permis d’identifier des molécules avec de bonnes activités

antibactériennes.1%
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Figure 33 - Macrocycles générés par chimie combinatoire dynamique.!'”
(A) Schéma réactionnel, (B) exemple de structures générées.

La DCC a également été appliquée au greffage de chaines latérales, d’acides aminés ou autres,
sur des plateformes portant diverses fonctions réactives, des molécules organiques'o192 des

polymeéres 10319 des nanoparticules'%, ou encore des peptides.!’"(Figure 34)
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Figure 34 - Greffage de chaines latérales sur une plateforme préexistante.

Le premier exemple a été décrit par Mahon et al., qui applique la chimie combinatoire
dynamique & la fonctionnalisation d’un polymeére porteur de plusieurs fonction aldéhyde
(Figure 35). Ils générent des librairies dynamiques par formation réversible d’acylhydrazones

dans un milieu tamponné & pH 4.5. La cible est immobilisée sur support solide permettant
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I'isolation du complexe. Les librairies avant et aprés addition de la cible sont analysées par
RMN.1% A travers l'addition de cibles biologiques comme la BSA (pour Bovine Albumin
Serum), ils montrent le déplacement de 1'équilibre en faveur des polyméres ayant les
interactions les plus favorables avec la cible. Cette stratégie reste & démontrer sur des cibles

d’intérét biologique.
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Figure 35 - Chimie combinatoire dynamique sur un squelette polymérique avec amplification
par une cible supportée.0®

A : Schéma du systéme de chimie combinatoire dynamique entre le polymére porteur de fonction
aldéhyde brique d’hydrazine, amplification par une cible fixée sur support puis isolation du polymeére
ayant la meilleure affinité pour la cible. B : Evolution des concentrations, dans la librairie, du bloc
hydrazine n°1 par rapport au bloc hydrazine n°2 dans le temps aprés ajout de deux cibles différentes.

Ura et al. a décrit la fonctionnalisation dynamique d’une séquence peptidique polycystéine
par transthioestérification sur des thioesters porteurs de bases azotées pour générer des mimes
de PNA appelés tPNAs ( thioester peptide nucleic acid) (Figure 36). Aprés génération de la
librairie de tPNAs et analyse des produits par spectrométrie de masse MALDI, I'introduction
de différents oligonucléotides conduit & 'amplification des séquences tPNA complémentaires &

loligonucléotide introduit par déplacement de I’équilibre de la réaction.'*
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Figure 36 - Génération de librairie de tPNA par chimie combinatoire dynamique.!%
A : Fonctionnalisation d'un peptide polycystéines par des thioesters porteurs de base azotée puis
amplification par ajout d'oligonucléotide. B : Trace HPLC et ratio correspondant observé avant et
aprés ajout d'oligonucléotide.

Le groupe de Otto a mis en place une stratégie de fonctionnalisation de nanoparticules d’or
par chimie combinatoire dynamique basée sur la formation de liaisons imines en milieu
aqueux entre des nanoparticules possédant & leur surface des fonctions aldéhydes et des blocs
amines (Figure 37).1% Les nanoparticules fonctionnalisées uniquement en présence de cible,
comme I’ADN, sont facilement isolables par filtration centrifuge. Les amines libres peuvent
donc étre quantifiées par HPLC et permettent d’identifier celles qui ont réagi. Les nano-
objets sont finalement traitées par de I’hydroxylamine afin de cliver les liaisons imines et

libérer ainsi les amines correspondantes qui peuvent alors étre quantifiées.
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Figure 37 - Fonctionnalisation de nanoparticules d'or par chimie combinatoire dynamique et
amplification par ADN.106

A : Schéma de la stratégie de fonctionnalisation de nanoparticules d’or par chimie combinatoire
dynamique en présence d’ADN double brin. B : Evolution de la concentration en amines liés aux
nanoparticules en fonction des bases azotées composant ’ADN double brin utilisé.

Les systémes de DCC décrit dans les exemples précédents inclus l'utilisation de plateformes
sur lesquels les chaines latérales vont étre greffées dans des orientations aléatoires.
Récemment, des stratégies basées sur la DCC ont également été développées sur des scaffolds

structurés ou les orientations obtenus pour ces chaines latérales vont étre controlées.

En 2017, le groupe d’Hamilton a décrit I'utilisation de foldaméres mimes d’hélices @ comme
plateforme pour le greffage de chaine latérale par DCC (Figure 38). Ainsi, un oligoamide
aromatique portant des fonctions aldéhydes réagit avec des blocs hydrazines de maniére &
créer une librairie dynamique de peptidomimes pré-organisés. Cet échange est effectué dans
un mélange DMSO /tampon acétate & un pH de 4.2. L’objectif est d’appliquer cette stratégie
a la découverte de nouveaux inhibiteurs d’interaction protéine-protéine impliquant une
hélice @.'”' Neéanmoins, les conditions utilisées dans cette stratégie (DMSO, pH 4,2) ne sont
pas compatibles avec de telles cibles et il resterait ici & adapter ces conditions afin de pouvoir

envisager cette réaction dans de telles applications.
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Figure 38 - Utilisation de la chimie combinatoire dynamique pour fonctionnaliser un squelette
organique.!'%!

A : Schéma du systéme de chimie combinatoire dynamique entre le peptidomime oligoaldéhyde et les
building blocks porteur de fonction amine et amplification avec une protéine d’intérét. B(a) : génération
d’une librairie dynamique entre une plateforme porteuse de deux aldéhydes réactionnels et 3 briques
aromatiques hydrazine. B(b) : chromatogramme de la librairie avec attribution des pics correspondants

aux espéces formeées.
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Le groupe d’Ulrich a utilisé un scaffold peptidique structuré en S-hairpin portant a sa surface
des groupements aldéhydes réactifs vis-a-vis de blocs hydrazides pour le greffage de chaines
cationiques capables d’interagir avec ’ADN.17 Aprés réaction dans un tampon acétate & pH
5, ils observent en HPLC et en MALDI-MS la formation des liens acylhydrazones entre les
différents réactifs. Aprés introduction dans la librairie d'un ADN double brin, ils montrent la
complexation de la structure portant 4 chaines latérales arginine. Le complexe a été
caractérisé par fluorescence, électrophorése et ITC. Aprés addition de methoxyamine au
complexe ADN-ligand, ils observent le relargage de ’ADN par échange avec les chaines

latérales cationiques (Figure 39).
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Figure 39. Fonctionnalisation d'une plateforme peptidique par des blocs hydrazides et
complexation a I'ADN.107

Cependant, ’aspect combinatoire n’a pas été considérée dans cette stratégie puisqu’un seul
bloc hydrazide capable de reconnaitre PADN est utilisé en large excés et un seul composé
peut donc étre obtenu. De plus, 1a encore les conditions de I’échange (pH 5) restent limitées
en termes d’application biologique. Néanmoins cet exemple qui combine un scaffold 3D concu
rationnellement pour se structurer en F-hairpin avec un auto-assemblage des chaines latérales
en présence de la cible représente une stratégie intéressante pour l'accés & des systémes
permettant de sélectionner les chaines latérales a la surface du scaffold les plus aptes &

interagir avec une cible.
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3.3. Objectif du projet de thése
L’objectif de ce projet de thése est de mettre au point une nouvelle stratégie combinant la

conception rationnelle de peptides structurés et ’aspect aléatoire de la chimie combinatoire

dynamique. (Figure 40)
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Figure 40 - Application de la chimie combinatoire dynamique au greffage de groupements & la
surface d'un peptide de structure définie.

Pour ce faire, les chaines latérales d’acides aminés sont greffées par auto-assemblage sur une
plateforme 3D, congue de maniére rationnelle, et possédant & sa surface des fonctions
capables de réagir de maniére réversible. La réaction d’échange, effectuée dans des conditions
physiologiques, entre le scaffold et les différents blocs utilisés portant les chaines latérales des
acides aminés conduit & une bibliothéque de peptides fonctionnalisés de structure bien définie,
en équilibre thermodynamique, possédant de multiples combinaisons de chaines latérales.
Lors de I'ajout d’une cible biologique, I’équilibre de cette librairie se verra déplacée vers la
formation de l'espéce qui aura le plus d’affinité pour cette cible au détriment des autres.
Cette stratégie est appliquée & la conception de nouveaux peptides bioactifs inhibiteurs
sélectifs de protéase & sérine. Ces enzymes sont impliquées dans de multiples processus
physiologiques. Eléments clé de la réponse inflammatoire, leur dérégulation est a Porigine de
nombreuses pathologies de premier plan en santé public comme le psoriasis, la maladie Crohn
ou encore certaines maladies neurodégénératives et pulmonaires. De ce fait, elles sont cibles
de nombreuses recherches visant a la découverte de molécules capables de moduler leur

activité.
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Ce manuscrit présente les différentes étapes qui ont été nécessaires & 1’élaboration de la

stratégie.

e Le Chapitre I est consacré a la mise en place des librairies combinatoires dynamiques,
travail commencé par Benjamin Zagiel dans le cadre de sa thése (2015-2018). D’abord,
le choix de la réaction de DCC est explicité. Le travail de conception, de synthése et
de caractérisation des différents éléments impliqués dans cette stratégie, réalisé en
amont ou pendant ce projet de thése, est développé. Puis la réaction est décrite avec
une plateforme simple ne comportant qu'un site de fonctionnalisation. Ce systéme a
permis l'optimisation des conditions réactionnelles, I’'observation de l'influence de la
nature des blocs et I’étude de la réversibilité de la réaction. Enfin, aprés avoir réalisé
une premiére librairie sur ce systéme & un seul site, la structure de la plateforme a été

complexifiée donnant accés & des librairies dynamiques plus importantes.

e Le Chapitre II est consacré a la mise au point des conditions d’analyse nécessaires &
Iidentification des peptides générés dans les librairies. Aprés avoir évoqué les
problémes liés & l'analyse de peptides cycliques et les différentes stratégies
précédemment utilisées pour analyser les produits, de nouvelles méthodologies sont
décrites et ont permis la caractérisation par HPLC-UV visible et par spectrométrie de

masse des librairies.

e Pour finir, le Chapitre III porte sur I’étape d’amplification par les protéases & sérine.
Aprés une introduction sur ces enzymes protéolytiques et leurs inhibiteurs, la
méthodologie de I'étape d’amplification a proprement parlé est décrite. Aprés des
expériences de modélisation permettant l'accés & de nouveaux scaffolds, elle est
finalement appliquée a la plasmine dans le but d’identifier un inhibiteur sélectif de

celle-ci comme preuve de concept.

Etendre & d’autres cibles thérapeutiques cette nouvelle stratégie basée sur la chimie

combinatoire en utilisant différents scaffolds structurés est le but ultime recherché.
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1. Généralités

La premiére étape a consisté & mettre au point des conditions efficaces et robustes pour
la génération de librairies dynamiques de peptides de structure 3D définie portant les
différentes combinaisons de chaines latérales sur leur surface. Ce travail préliminaire
est fondamental pour assurer l'accés & des librairies peptidiques, ot toutes les
combinaisons de chaines latérales sont représentées de maniére statistique, pouvant

étre exploitées pour le criblage de cibles biologiques.

1.1. Choix de la réaction de chimie combinatoire dynamique

L’élément clé est la réaction réversible qui permettra la mise en place de la librairie.

Cette réaction doit répondre & un certain nombre de critéres ' 2 pour étre sélectionnée :

o Dans la mesure ot une cible biologique est ajoutée & la librairie lors de I’étape
d’amplification, la réaction doit étre conductible en milieu aqueux tamponné & un
pH proche du pH physiologique, & température ambiante et avec une cinétique
rapide.

o Elle doit étre réversible dans ces conditions et atteindre 1’équilibre dans un temps
raisonnable.

o La solubilité de tous les constituants de la librairie doit étre assurée pour ne pas
induire de piége cinétique ou thermodynamique.

o Afin d’éviter de possibles interactions parasites avec les biomolécules, la réaction
utilisée doit étre bioorthogonale.

o La réaction doit pouvoir étre cinétiquement stoppée pour permettre I'isolation puis

I'identification du composé amplifié.
Le tableau ci-dessous présente différentes réactions, répondant plus ou moins & ces

conditions, qui ont été utilisées en chimie combinatoire dynamique pour l'identification

de molécules bioactives.

69



Chapitre 1

dynamiques

Mise

en place

des

librairies

Tableau 1 - Réactions réversibles utilisées en DCC.

combinatoires

Prodult formd Réaction Conditions R
0 NH Rosy o Milieux aqueux
Imines R ! Ry 2 R o pH faiblement 4,5
1 Ry acide
Q R < N__R Mili
| P Xy - 2 o Milieux aqueux
Acylhydrazones ) HaN™ Y = RN o pH acide 6,7
1 (0] (0]
o -
. | OH _0.__O. o Milieux aqueux
Acétals R1) Ry” Ry \R( R, o pH neutre 3,9
Disulfides SH Ry ==—= R.g-S- o Milieux aqueux 10,11
Ri” HS™ 2 ST R o pH neutre ’
Q SH Q SH Mili
Co P . o Milieux aqueux
Thicesters A MR R _— fAigRe R o D metre 12,13

La formation réversible d’imine, ayant lieu entre une amine et un aldéhyde, est 'une
des premiéres réactions décrites en DCC et a été trés largement exploitée pour le
ciblage vis-a-vis de cibles biologiques. Elle pourrait étre envisagée pour la stratégie
développée ici puisqu’elle est réalisable en milieux aqueux et a pH légérement acide.*®
En revanche, 'utilisation de cette réaction en présence de peptide ou de protéine n’est
pas idéale puisque les chaines latérales des résidus lysines peuvent entrer en
compétition avec les blocs amines utilisés et compliquer le systéme. Il en est de méme
pour ’échange hydrazide/acylhydrazone réversible a pH acide et qui peut opérer & pH
plus élevé (5-6) en présence d’un catalyseur aniline,®” ou encore pour la formation
d’acétals, qui impliquent toutes deux des fonctions susceptibles de réagir avec les
peptides.®?

Les réactions impliquant des thiols, & savoir la formation de pont disulfure et la
transthioestérification semblent étre de bonnes candidates.''® En effet, bien que des
thiols soient également présents sur les chaines latérales dans les peptides wvia les
cystéines, celles-ci sont de maniére générale plus rare dans les protéines (3,3%'*) et plus
encore & leur surface puisqu’elles sont le plus souvent enfouit au cceur des objets
biologiques ou elles assurent un role structural par formation de ponts disulfures. Les
réactions  d’oxydation et  transthioestérification

peptidiques  thiol/disulfure

thiol /thioester sont toutes deux réalisables en milieux aqueux & un pH neutre ou
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légérement basique et peuvent étre arrétées par acidification du milieu. De plus le
groupement thiol peut facilement étre introduit dans un peptide wvia I'acide aminé

naturel cystéine.

A la naissance du projet I’échange thiol/disulfure avait été étudié entre un peptide
portant des chaines latérales fonctionnalisées par un thiol et des chaines latérales
fonctionnalisées également par des thiols (Master 2, Albene Petkove, 2013). Cependant
outre les difficultés pratiques associées & l'utilisation de chaines latérales portant des
thiols malodorants, la présence de disulfures obtenus par oxydation entre deux blocs
complique fortement l’analyse des mélanges. Nous nous sommes donc rapidement
tournés vers la réaction de transthioestérification, entre les blocs porteurs de fonction
thioester et un peptide fonctionnalisé & sa surface par des fonctions thiols portées par
des cystéines. Les fonctions thioesters sont bien siir également réactives vis-a-vis des
amines portées par la lysine et pourraient conduire de maniére irréversible a la
formation d’amide déplacant ainsi I’équilibre réactionnel. Une fine régulation du pH

permet de controler cette réactivité et donc de s’affranchir de ces réactions secondaires.

La réaction de DCC étant définie, il faut se pencher sur les éléments composant le

systéme : la plateforme peptidique structurée et les briques élémentaires.

1.2. Conception et synthése des scaffolds

1.2.1. Conception

L’objectif du projet est de disposer de plateformes générales qui seraient utilisables
dans diverses applications, mimant les structures 3D présentes sur les interfaces
d’interaction des protéines. Les structure les plus communément impliquées dans ces
interactions sont les hélices « et les feuillets . Deux scaffolds basés sur ces structures

ont été congus (Figure 1).
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Scaffold hélice @ Scaffold B-hairpin

Figure 1 - Peptides développés structurés en hélice a et en épingle a cheveux f.
A : Scaffold hélice a développé lors de ce projet structuré par deux agrafes lactame entre en
position relative i et i+4. B : Scaffold f-hairpin développé lors de ce projet avec le motif PPro-
LPro (coloré en bleu) et les groupements thiols des résidus cystéines exposés du méme coté.

Les peptides courts (< 15 acides aminés) sont en général trés flexibles et n’adoptent
pas de structuration définie. Pour accéder & des peptides possédant une bonne stabilité
conformationnelle, des contraintes permettant de pré-organiser ces structures ont été

introduites.

En ce qui concerne I'hélice a, comme nous ’avons vu en introduction, celle-ci peut étre
stabilisée par l'introduction de liens covalents entre les chaines latérales des résidus en
position relative i et i+4 qui pointent dans la méme direction. En se basant sur les
travaux de Fairlie et al., nous avons choisi d’utiliser une cyclisation chaine & chaine
entre des résidus Lys et Asp.!® Deux agrafes ont été introduites sur une méme face

permettant de stabiliser deux tours d’hélice.

En ce qui concerne le feuillet 8, nous avons choisi de concevoir un scaffold en épingle &
cheveux, le plus petit motif représentant cette structuration 3D. Une épingle a cheveux
B est composée de deux brins f établissant plusieurs liaisons hydrogénes entre eux et
connectés & leur extrémité par un coude. La conception d’un peptide structuré en f3-
hairpin a été envisagée par combinaison de contrainte locale permettant d’introduire le

coude et d’une contrainte globale, la macrocyclisation téte & queue, favorisant le
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repliement de la chaine peptidique. Différents inducteurs de coude § sont illustrés dans

la littérature (Figure 2).16

/
0 O
S (2
NS ,N o
g8 ()
X -NH
0
o)

e

o
—N

Motif °Pro-‘Pro

Figure 2 - Structure des différents inducteurs de coude B reliant deux brins .16

Nous avons opté pour le dipeptide hétérochiral PProline-"Proline qui présente
I’avantage de pourvoir étre directement inclus dans une séquence peptidique pendant la

synthése a partir d’acides aminés commerciaux.

Le groupe de Robinson a synthétisé de nombreux peptides basés sur cette structure. Il
a montré que pour cette famille de peptide, la conformation en S-hairpin était favorisée
de maniére virtuellement indépendante des résidus localisés dans les brins.!” Nous
avons choisi d’inclure ce motif dans des décapeptides cycliques comportant une glycine
dans la boucle opposée au coude B (Figure 1). Les résidus situés directement en N-ter
et C-ter de l'inducteur exposent leur chaine latérale sur la méme face du peptide, les
résidus suivants sur la face opposée. Les chaines latérales des résidus situés de part et
d’autre du motif s’alternent donc de maniére périodique.

La synthése de ces peptides B-hairpin étant bien établie et le savoir-faire étant déja
présent au laboratoire, nous avons choisi de mettre en place de la stratégie sur ce

scaffold B-hairpin.
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La Figure 3 schématise la structure du scaffold développé et introduit la numérotation

des positions utilisées dans ce manuscrit.

9.9-0-09

Figure 3 - Schéma général de la structure du scaffold en épingle a cheveux g.
Le squelette peptidique est représenté par le cercle gris, les résidus sont représentés par les
boules. En bleu sont colorés les résidus responsables de la structuration, les cystéines sont
représentées par les boules rouges et les boules grises représentent les résidus pouvant étre
adaptés. La position n°l correspond & une cystéine et le sens de numérotation suit
I’enchainement N-ter vers C-ter.

Comme évoqué dans le paragraphe précédent, le scaffold posséde des résidus
structuraux qu’il n’est pas possible de modifier & savoir la glycine située en position 5
et le motif PPro-'Pro situé en position 9 et 10. Les positions des cystéines
fonctionnalisables ont été choisies de maniére & ce que les groupements thiols soient
exposés sur une méme face de l'objet (position 1, 3, 6 et 8). Les autres positions du
peptide, & savoir les positions 2, 4 et 7, sont modulables et permettent de conférer des
propriétés supplémentaires au peptide : une activité UV & une longueur d’onde

spécifique pour le suivi des réactions et une bonne solubilité en milieu aqueux.
Ainsi, plusieurs scaffolds peptidiques ont été synthétisés afin de répondre au besoin de

la méthodologie de chimie combinatoire dynamique développée. Leur structure est

détaillée ci-dessous.
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H
Ry, R3; Re; Rg = ,’SH //N\l‘(
O
0] N/
N \
’ \ NH ,/\/N
0]
Tryptophane DAPA

1a: Trp, R1, Re, Rs = NHAC, Rs = SH, Rz = CH3, Rs= (CHg)ngm
1b : DAPA, R1, Re, Rg = NHAC, Rs = SH, R2 = CH3, R4= (CH2)3de

2a: Tl'p, R1, Re = NHAc, R3, Rs = SH, Rz = (CHg)sNH3+, Rs4= (CH2)3de
2b : Trp, R1, Re = NHACc, R3, Rg = SH, Rz = (CH2)sNH3*, R4 = (CH2)3Gdm
2c: Tl'p, R1, Re = NHAC, R3, Rs = SH, R2 = (CH2)5NH3+, R4= (CH2)3NH3+
3a: Tl'p, R1, R3, Re, Rg = SH, R2 = CH3, R4= (CHg)ngm
3b: Tl’p, R1, R3, Rs, Rg = SH, Rz = (CH2)5NH3+, R4 = (CH2)3de

3c: DAPA, Ry, R3, Rs,Rs =SH, Ry = (CH2)5NH3+, Rs= (CHz)sde
3d ;Trp, R1, R3, Re, Rs = SH, Rz = (CHz)sNH3+, R4= ((:Hz)sNHs+

Figure 4 - Peptides synthétisés afin de mettre au point la stratégie de chimie
combinatoire dynamique.

e Résidus impliqués dans la DCC

Pour la mise en place de la réaction réversible, nous avons décidé de travailler d’abord
sur des systémes simplifiés, portant une ou deux cystéines (série de peptides 1 et 2).
Ces peptides permettent d’obtenir des librairies de faible complexité et donc facilement
analysables. Pour ce faire, certaines cystéines sont remplacées par l'acide L-2,3-
diaminopropionique acétylé sur lamine de sa chaine latérale (NHAc). Ce résidu
posséde une chaine latérale iso-structurale a la fonction thioester mais non réactive, le

lien amide n’étant pas labile dans les conditions de la réaction (Figure 5). L’acide
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aminé correspondant, le Fmoc-Dap(NHAc)-OH a été synthétisé a partir du Fmoc-

Dap(Boc)-OH commercial suivant la littérature (voir la partie expérimentale).

________________________

Figure 5 -Lien thioester et lien amide.

e Sonde spectroscopique
Le suivi des réactions de DCC se faisant par HPLC UV-visible, un TAG-UV a été
introduit dans les peptides a la position 7. Dans un premier temps un résidu
tryptophane, absorbant a 280 nM, a été utilisé (1la, 2a, 2b, 2¢c, 3a, 3b, 3d). Dans un
second temps une sonde DAPA, absorbant a 415 nM, est introduite (3d). Les raisons

motivant ce changement sont développées dans le Chapitre II.

e Solubilité
Pour tous les peptides synthétisés, au minimum wun résidu cationique a pH
physiologique est présent. Ce résidu (arginine ou ornithine), situé en position 4, est
suffisant dans la plupart des cas pour assurer la bonne solubilité des peptides dans
I’eau. En revanche, pour les peptides possédant plusieurs cystéines, et en particulier le
peptide 3a, la fonctionnalisation par des chaines latérales hydrophobes (leucine)
pendant les expériences de chimie combinatoire dynamique provoque la précipitation
des membres de la librairie modifiant ainsi I’équilibre de la réaction. Afin d’éviter un
tel biais dans la composition des librairies, un second résidu cationique (lysine) a été
ajouté en position 2 pour les peptides comportant 2 ou 4 cystéines (2a-b, 3b-d)
permettant ainsi de retrouver une bonne solubilité des peptides thioestérifiés, quel que

soit la chaine introduite.
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1.2.2. Synthese des scaffolds

La synthése des scaffolds peptidiques structuré en épingle & cheveux B se fait sur
support solide en stratégie Fmoc/tBu suivant la litérature (Schéma 1).!% Le premier
acide aminé (situé en C-ter dans la séquence linéaire) est accroché sur une résine
chlorure de 2-chlorotrityle. Nous avons choisi comme résidu C-ter la glycine. Celle-ci ne
possédant pas de centre stéréogéne, cela évite les risques d’épimérisation qui pourraient
survenir aprés activation de ce résidu pendant I’étape de cyclisation. Ce choix permet
en outre de cycliser le peptide dans la boucle opposée au coude 8, permettant ainsi une
pré-structuration de la séquence facilitant la macrocyclisation. La séquence est
assemblée par cycle de déprotection du groupement Fmoc/couplage peptidique. Ces
étapes sont effectuées de maniére classique : la déprotection est réalisée par traitement
de la résine avec une solution de 20% pipéridine dans le DMF ; les couplages sont
effectués aprés activation de 'acide carboxylique par le HBTU et la DIEA basique. La
résine étant particuliérement sensible aux conditions acides, le clivage en conditions
douces par traitement au HFIPA permet d’accéder a la séquence linéaire sans altérer
les groupements protecteurs des chaines latérales. L’extrémité C-ter de la glycine
obtenue sous forme d’acide carboxylique est alors cyclisée téte & queue avec I’amine du
résidu situé en N-ter. Cette cyclisation est réalisée en milieu trés dilué pour favoriser la
réaction intra ws. intermoléculaire, par utilisation d’un agent de couplage plus
performant, le HATU. Enfin, la déprotection finale des chaines latérales est réalisée par
traitement du peptide cyclique au TFA en présence de triisopropylsilane (TIS) et d’eau
comme scavengers, piégeurs des carbocations générés dans cette étape. L’éthandithiol
(EDT) est utilise pour éviter l'oxydation des thiols. Les peptides sont purifiés par
HPLC préparative en phase inverse puis caractérisé par spectrométrie de masse

MALDI (Tableau 2).

77



Chapitre I : Mise en place des librairies combinatoires

dynamiques

O Ph

1) Fmoc-Gly-OH, O Cl O
DIEA, DCM al .

2) Pipéridine
(20%DMF)

H-GI\/O

Synthése sur support solide i

Résine chlorure de 2-Chlorotrityle

H—AAG%AAB—DPro—LPrO—AAW—AA2-AA3—AA4—G\yO

25% HFIPA/DCM i

H- AAGAB-D Pro-Pro-AA-AAy-AA5-AA4-Gly

1) HATU, DIEA, DMF l

2) TFA/TIS/H,O/EDT

Rh Rsy Re, Ra = SH ou NHAc
R, = CHj ou (CHy)sNHg*
R, = (CH,);Gdm ou (CH,);NHz*

% =Trp ou DAPA

Schéma 1 - Schéma général de synthése de peptides cycliques structurés.

Tableau 2 - Données analytiques et rendements des peptides synthétisés.

Peptide Lok (‘:J.n) m/z caleulé [M+HF  Rendement (%)
1a 5,2 1151,5 1152,2 14
1b 5.3 1224.6 12253 6
%, 3,96 1183,5 1184,6 14
2b 4.9 1183,5 1184,4 14
2¢ 5 1141,5 1142,3 10
3a 7.3% 1076,4 1077,5 13
3b 5,9 11334 1134,4 19
3c 7* 1206,5 1207,7 8
3d 5.4 1091,4 1092,3 11

* Eluant : HyO/ACN, 0,1% TFA, 20 4 50% ACN, 10 minutes.
Tous les autres : Eluant : HyO/ACN, 0,1% TFA, 5 a4 100% ACN, 10 minutes.
Des études structurales par RMN ont été préalablement réalisées au laboratoire (Thése

Benjamin Zagiel 2015-2018, Dr. Emeric Miclet) et ont permis de confirmer la

structuration en B-hairpin du scaffold sur le peptide 3b. Des études effectuées sur une

78



Chapitre I : Mise en place des librairies combinatoires

dynamiques

version peracétylée de ce méme peptide ont montré que lintroduction des chaines

latérales a la surface du peptide impacte peu cette conformation (Figure 6).

3b peracétylé

Figure 6 - Illustration du peptides 3b et du peptide 3b peracétylé.

1.3. Les building blocks

1.3.1. Considérations structurales

Afin de former les produits de réaction de maniére la plus équiprobable possible, il est
nécessaire que la réactivité des blocs structuralement différents soit comparable et que
les produits obtenus soient isoénergétiques afin d’éviter que certains soient sous- ou
sur-représentés dans la librairie ce qui aurait pour conséquence de biaiser les résultats

lors d’un criblage.%:20

Le peptide portant les cystéines réactives, les briques élémentaires impliquées dans le
systéme sont fonctionnalisées par un groupement thioester. Les réactivités des fonctions
thiol portées par le peptide et les fonctions thioesters devant étre le plus proche
possible, la cystéine a été choisie comme plateforme pour y greffer les chaines latérales
des acides aminés naturels (Figure 7). Dans un premier temps, différents building
blocks (BB) sur lesquels une chaine latérale est greffée sur la fonction thiol d’une
cystéine ont été préparés (Dr. Roba Moumné). Néanmoins ces composés se réarrangent
trés rapidement par le biais d’un transfert S vers N conduisant & la formation
irréversible de ’amide correspondant, méme & pH acide. Pour masquer la réactivité de

cette amine vis-a-vis des thioesters, un groupement N-acétyl a été introduit. Il permet
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également de se rapprocher de la réactivité des thiols des résidus cystéines contenues
dans les séquences peptidiques. La fonction acide carboxylique est laissée libre pour

assurer une bonne solubilité des BB mais également des produits libérés pendant la

réaction.
e e
\‘T(N\}LN \H/N\)J\OH
o =" 0 g

Figure 7 - Comparaison entre une cystéine portant un thioester au sein d'un peptide (&
gauche) et un bloc thioester (a droite).

1.3.2. Synthese des building blocs

Adaptée des travaux de Katritzky?'??, une méthode de synthése des briques thioesters
basée sur D'activation d’une fonction acide carboxylique a été mise au point (These

Benjamin Zagiel, 2015-2018) (Schéma 2).

N o]
N N
@ ? DN
(0] (4 equiv.) ®J\N’N~ 0 _\SH \I( : OH

| > N > 0
OH SOCl, (1equiv.) @ KHCO4 S

DCM ;ta

Schéma 2 - Synthése des building blocks thioesters.

Un acide carboxylique portant une chaine latérale R analogue & celles des acides
aminés mimés, est activé par le benzotriazole, en présence de chlorure de thionyle
conduisant & I'acyltriazole correspondant. S’en suit le couplage avec la N-acétylcystéine
permettant d’obtenir le produit thioester 4(X) désiré. Un large panel de BB porteurs
de chaines latérales d’acides aminés naturels ou non a été ainsi préparé (Figure 8).
Pour les BB porteurs de fonctions chimiques réactives sur leurs chaines latérales, des
stratégies de protections orthogonales ont été mises au point (Thése Benjamin Zagiel,

2015-2018, voir matériel et méthode).
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T G N G N

[ | 4(G)BBGly 4(A)BBAla 4(Ai) BBAIb 4(hA)BBhAla 4(V) BBVal 4(L) BBLeu 4(tL)BBTle

: o L !
e 0D T, Y
: B P . \ |
1 S P . OH NH ;
o )\/® 4(pG) BBPhg 4(F) BBPhe 4(Y) BBTyr 4(W) BBTrp |
L 4AR) L NH,* .
777777777777777777 3 ,/’\/\/NH3+ ’/\/\NJkNHZ '/\/\/NYNHZ ’/\CO{ ,/’\/0027 i
1 H :

! 4(K)BBLys 4(R) BBArg ahR) BBhArg 2 4(D) BBASP 4(E) BBGlu !

Figure 8 - Récapitulatif des différents blocs thioesters synthétisés.

1.4. Mise au point des conditions réactionnelles de
transthioestérification

Les conditions pour la réaction d’échange ont d’abord été étudiées sur un systéme

simple ne comportant qu'une cystéine et conduisant ainsi & un composé unique pour

chaque BB utilisé (Schéma 3).

N
o
i \
HS = s
N O PBS . 0

H: H H: H

NEA N Tween 20 IRPN N 0
NH,* HN Y N NHAc o ween NHy* HN N ;\ANHAC "

H
o] N e — N
HQNJLNMOO 0N +Y \:)I\OH - HZNLN/\/\/&OO Oo N + W \;)koH
o R H \ o X
AcHN ~s HN AcHN SH
(o} \ (0] N
BB S0 R s Jfo
AcHN N A A 0 AcHN N A e
N NN NJH/ NN
R - T
1a 1a(F)°

Schéma 3 - Exemple de transthioestérification entre le peptide la et le BB 4(F) en
milieu aqueux tamponné.

Les réactions ont lieu dans un tampon aqueux & pH physiologique contenant 3 mM de
TCEP (tris(2-carboxyéthyl)phosphine), un agent réducteur empéchant I'oxydation des
peptides par formation de pont disulfure. Un détergent doux compatible avec un milieu
biologique, le Tween-20, est également introduit & hauteur de 1% pour éviter les
problémes d’agrégation. Ce tampon est & la fois utilisé comme milieu réactionnel et

comme tampon de conservation des différentes entités impliqués dans le systéme.
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Néanmoins il a été montré que le TCEP peut entrainer la désulfurisation des résidus
cystéines.”? Ce phénoméne ayant été observé avec certains peptides utilisés lors de ce

projet, ces derniers sont conservés dans 1’eau.

Le peptide la (1mM) est traité par un unique bloc 4(F) en proportion différentes :
leq, 5 eq et 10 eq. La réaction entre la et 4(F) est suivie par HPLC a 280 nm. Le
milieu réactionnel est neutralisé avec une solution 50% H2O/Acétonitrile (ACN)
contenant 0,1% d’acide trifluoroacétique (TFA) permmetant de stopper 1’échange entre
les thiolates libres et les thioesters de maniére & obtenir une librairie figée qui peut étre
analysée sans risque de modification. L’apparition d’un nouveau pic unique est
observée aprés 5 minutes de réaction et correspond au produit acétylé identifié aprés
collecte et analyse MS MALDI-TOF (Figure 9). Ce composé est nommé la(F)%, la
lettre entre parenthése correspondant & la nature de la chaine latérale greffée, ici la
phénylalanine, et le chiffre en exposant & la position sur laquelle cette chaine latérale
est greffée. Aprés 6h de réaction, les proportions relatives de réactifs et de produits
n’évoluent plus indiquant que 1’équilibre entre 1la et la(F)® est atteint. La conversion

obtenue varie en fonction de la quantité de BB utilisée (Tableau 3).

1 equiv. of 4(F), pH 7 2h 180 [ 5 equiv. of 4(F), pH 7 2h 400 |- 10 equiv. of 4(F), pH 7 2h
200 1 4h —— 4h 4h
6h 160 [ ——6h ia 6h
6
la| gh 1a(F) ——8h 1a(F) gh
140 300 T
150 -
5 Py 5
H H =
100 [
§ §o
g100 2 £
g 5 80 2
g g 1a| g
60 [
sl 5 U 100
1a(F) “or ‘ A(F
| 4(F) ‘ (F)
A(F) 2l \ ‘ J
|
0 0 \Lﬁ—‘A—-.—J : 0 &r r 1 I T
2 4 6 8 10 12 2I 4 6 8 10 L 0 2 4 6 8 10 12 14
Temps (min) Ter‘1"” min) Temps (min)
a

Figure 9 - Chromatogrammes obtenus pour les réactions entre la et 4(F) aux différents
ratios.
De gauche & droite : ratio 1:1, 1:5 et 1:10.
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Tableau 3 - Paramétres réactionnels obtenus pour la réaction entre la et une
concentration croissante en 4(F)

BB Ratio Temps % Produit & K
Péquilibre
4(F) 1:1 8h 1a(F)® (27%) *
1:5 8h 1a(F)® (75%) 0.4
1:10 6h 1a(F)® (90%) 0.89

* — équilibre non atteint

La constante apparente d’équilibre K’ est calculée & partir des intégrations des pics

HPLC suivant I’équation suivante :

1la+4(X) S 1(X) +4

;L [13(X)]eq [4]eq
[1a]eq [4(x)]eq

Avec :

- [1a]eq et [1a(X)]eq sont approximées avec les % HPLC a l'équilibre sachant que
[1a]eq + [1a(X)]eq = 1mM

- [4leq = [1a(X)]eq

- [4(X)]eq = [4(X)]o — [1a(X)]eq

Ainsi, la constante K’ obtenue a 1’équilibre pour I'échange entre la et la(F)8 est de
0,89 et 0,8 avec 5 eq et 10 eq de 4(F) respectivement, ce qui est satisfaisant. En effet,
une constante d’équilibre trop grande indique le déplacement de ’équilibre en faveur de
formation des produits et donc une réaction irréversible alors qu’une constante
d’équilibre proche de 0 est synonyme d’une réaction déplacée vers la formation des
réactifs. Une constante K’ située autour de 1 est donc recherchée puisqu’elle traduit un
équilibre bien réparti entre les réactifs et les produits. Cependant la réaction est

relativement lente dans ces conditions.
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L’influence du pH sur la vitesse de la réaction a ensuite été étudiée. En effet, le pKa du
couple thiol/thiolate étant proche de 8,>* & pH neutre les thiols présents dans le milieu
réactionnel sont partiellement déprotonnés. La forme thiolate étant la forme réactive
dans une réaction de transthioestérification, une augmentation du pH permettrait
d’accroitre la proportion de thiolate dans le milieu et donc d’accélérer la réaction
(Schéma 4). Cette hausse de pH doit étre modérée puisque la réaction d’hydrolyse de

thioester basique irréversible deviendrait prépondérante et romprait 1’équilibre de la

réaction.
0)
OH RZASR3 O@ 0
RPSH = > R-S° ——> Ry—-sR, ——> *
1 - - 7% <«—— Ry SR,

H>O
Schéma 4 - Mécanisme de la réaction de transthioestérification en milieu faiblement
basique.

La réaction entre la (1mM) et 4(F) (5 équiv.) a donc été une nouvelle fois étudiée a
pH 7, 7,3 et 7,5 dans les mémes conditions que précédemment. L’évolution du mélange

a été suivie par HPLC a 280 nm (Figure 10).

180 | 5 €quiv. of BB 4(F), pH 7 2h 5 equiv. of BB 4(F), pH 7.3 1h 5 equiv. of BB 4(F), pH 7.5 1h
——4h 2h 300 |- ' 2h
160 6h |120© 2h30) 6 ——4h
1a(F)e | o 12 1a(F)* 2030 1a(F) n
140 - 100 4n3o| °f 6h
—— 5h30 | —8h
120
- wl — 7h30] 509
E 100 £
% g 150
4(F)
2 1a 2
60 [~ | 40 100 [~
40 1a) A 4F)
| 20 | 50 - - M
i —_A_LJ 0 _,,_A_k k_;

I
2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10
Temps (min) Temps (min) Temps (min)

Figure 10 - Chromatogrammes obtenus aprés réaction entre la et 4(F) a différents
temps en fonction du pH.
De gauche & droite : pH 7, pH 7.3, pH 7.5

Comme anticipé, le pH a un réel impact sur la cinétique de la réaction. Dans les 3 cas,

la proportion du composé 1a(F)8 obtenue a I'équilibre est d’environ 80%. En revanche,
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cet équilibre est atteint en 6h & pH 7, 4h & pH 7.3 et & 2h & pH 7.5. La constante K’

quant & elle ne varie pas (Tableau 4).

Tableau 4 - Paramétres réactionnels obtenus pour la réaction entre la et 5 équivalents
de 4(F) a différents pH.

BB pH Temps % Produit a K’
Péquibre

4(F) 7 6h 1a(F)8 (75%) 0,4*

7.3 4h 1a(F)® (82%) 0.89

7.5 2h 1a(F)® (80%) 0.81

* — équilibre non atteint

L’utilisation d’un catalyseur a également été évaluée. En effet, il a été montré que la
présence d’imidazole permet d’accélérer les réactions transthioestérification par ligation
chimique. Le mécanisme proposé passe par l'activation du thioester de départ par
I'imidazole conduisant & un intermédiaire acyl-imidazolium plus réactif vis-a-vis du
thiol des cystéines.? La réaction entre la (1mM) et 4(F)) a pH 7 a donc été réalisée en
présence d’imidazole (5 mol% par rapport au BB). D’aprés les résultats de ces
expériences, la vitesse de la réaction n’est pas significativement accélérée puisque

I’équilibre n’est pas atteint avant 6h.

La réaction a alors été étendue aux différents BB afin d’évaluer leur constante
d’équilibre et vérifier que la réaction est bien iso-énergétique et iso-cinétique. Pour
chaque BB, I'expérience a été réalisée 3 fois en utilisant 3 ratios différents de BB par
rapport au peptide. Les constantes d’équilibre K’ sont obtenus en moyennant les 3

valeurs déterminées (Tableau 5).
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Tableau 5 - Constante d'équilibre obtenue pour les transthioestérifications entre 1 et

chaque BB.
BB Ratio Temps % produl éqd““’um&mﬂm K
1:1 24h (52%)
4(F) 15 3h 1 § (81%) 0.940.2
1:10 3h 1(F)e (88%)
1:1 24h 1(A; (43%)
4(A) 1:5 3h 1(A)e (76%) 0.540.1
1:10 3h 1(A)e (83%)
11 4h g‘V)’) (53%)
4W) 1:2 4h 5 (69%) 1.240.1
1:5 5h 1(W)e (85%)
1:1 24h 1(L)e (54%)
A(L) 15 3h 1(L)e (78%) 140.4
1:10 3h 1(L)¢ (88%)
1:5 24h (81%)
4(V) 1:10 3h 1(V)e (88%) 0.7+0.2
1:20 3h 1(V)e (92%)
1:1 24h 5 8 (60%)
4(Ai) 15 24h 5 (85%) 1.5£0.1
1:10 24h 1(Ai)e (92%)
1:1 4h gﬁg 55%)
4(hA) 1:5 4h 1 (85%) 1.240.3
1:10 4h 1(hA)® (90%)
1:1 24h 1(L)e (<1%)
A(tL) 15 24h 1(tL)e (26%) Non atteint
1:10 24h 1(tL)® (35%)
1:1 4h 1§ch (55%)
4(G) 15 4h 1(G)® (85%) 1.240.8
1:10 4h 1(G)® (90%)
1:10 4h 8 (44%)
A(Y) 1:5 4h 8 (86%) 0.9+0.4
1:10 4h 1(Y)6 (89%)
1:1 4h 1(pGQ)e (42%)
4(pG) 15 4h 1(pG)¢ (66%) 0.4£0.1
1:10 4h 1(pG)? (78%)
1:1 4h ; (49%)
A(K) 1:5 4h 1 (85%) 1.1£0.2
1:10 4h 1(K)® (92%)
4(R) 1:10 6h 1(R)® (ND*) ND*
4(D) 1:10 6h 1(D)& (ND*) ND*
1:1 4h 1(E)¢ (53%)
4(E) 1:5 4h 1(E)¢ (83%) 1.240.8
1:10 4h 1(E)8 (85%)

* Superposition du signal HPLC correspondant au peptide libre et au peptide fonctionnalisé.
(ND = non déterminé)

Dans chaque cas, la formation d’un unique produit est observée, correspondant au
thioester la(X)® caractérisé en spectrométrie de masse. Pour la plupart des BB,

I’équilibre est atteint en quelques heures. Pour les BB possédant un encombrement
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stérique plus important (4(V) et 4(Ai)), la réaction est plus lente et 24h sont
nécessaires pour atteindre 1’équilibre. Lorsque I’encombrement augmente encore
d’avantage (BB tL), I’équilibre n'est pas atteint méme aprés 24h. Dans tous les cas, les
constantes d’équilibre sont du méme ordre de grandeur, proches de 1, quel que soit la
nature des chaines latérales. Néanmoins, il existe des BB pour lesquels 1’équilibre est
plus en faveur du thioester (4(G)) et d’autres pour lesquels cet équilibre est moins
déplacé (4(pG)) traduisant des faibles différences de stabilité entre les espéces
fonctionnalisée. Ces différences restant faibles, elles ne devraient néanmoins pas
constituer de biais dans le criblage des librairies et pourront de plus étre modérées par

adaptation des quantités de BB utilisées pour générer les librairies.

1.5. Génération de la premiére librairie

Les conditions de réaction étant maintenant établies, il a été possible de générer la
premiére petite librairie dynamique & partir du peptide la (1 mM). Celui-ci est mis en
présence simultanée des BB 4(F), 4(A), 4(K), 4(G), 4(E), 4(hR), 4(Y) et 4(W) (1 eq

au total) dans un tampon aqueux a pH 7,5 (Schéma 5).

TWEEN 20

1!/ / ’\// -, [ |/ N /’\ ,4_ \//

@/ m/\

/q\ -~ @/ P _1
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o . aw g 7 4@ g aE® g W\ S @K/ /?
o ,WNYNHz (1eq) (K (1eq) om (1eq) O&J\/E —/ /q-l
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Schéma 5 - Equilibre formé par la réaction entre le peptide la et 8 BB.
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Le mélange est placé sous agitation. Il est ensuite acidifié au TFA puis analysé par

HPLC (Figure 11).

3h
80 —— 16h
= 1a(hR)® & 1a(G)®
< |
Eeof ta
o |
&)
o 1
© 40
_Q L
L -
o)
g |
Q20
< L
0 L L L 1 . . L 1 L N L 1 L N L 1 L . L
0 2 4 6 8 1C
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Figure 11 - Chromatogramme obtenu pour la librairie combinatoire dynamique générée
a partir de la et des 8 BB a I'équilibre.

Les différents produits de réactions attendus sont présents dans le mélange en
adéquation avec leur constante apparente de réaction K’ : 3% pour 1a(K)8, 34% pour
la, 9% pour la(hR)® et 1a(G)%, 17% pour 1la(E)¢ 17% pour la(A)®, 5% pour la(Y)s,
1% pour 1a(F)® et 13% pour la(W)® Ceci montre que la réaction d’un bloc sur le
scaffold n’a pas d’incidence sur la réaction de cette plateforme avec d’autres blocs, en

accord avec la réversibilité de la réaction.

1.6. Réversibilité de la réaction
Afin de mettre en évidence encore d’avantage le controle thermodynamique de la

réaction la réversibilité de I’échange a été étudiée par addition séquentielle des BB

dans le milieu réactionnel et étude de la réorganisation induite dans celui-ci.
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Schéma 6 - Expériences paralléles réalisées avec ajout successif de BB.
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: dans une 1%°¢ expérience le

peptide la (1mM) est traité simultanément par 3 BB 4(A), 4(F) et 4(K) (1 eq chacun).

Deux autres expériences sont réalisées ot les mémes BB sont utilisés mais introduits

cette fois de maniére séquentielle dans un sens (exp n°2 : 4(F) puis 4(K) puis 4(A)) et

dans lautre (exp n°3 : 4(K) puis 4(F) puis 4(A)) (Schéma 6). Aprés introduction de

chacun des BB, la réaction est maintenue sous agitation jusqu’a atteindre 1’équilibre et

un aliquot est préleveé, acidifié et analysé en HPLC avant ajout du BB suivant (Figure
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Figure 12 - Chromatogrammes obtenus aprés chaque équilibration des librairies.

Aprés ajout de chaque BB, un nouveau pic apparait sur le chromatogramme
correspondant dans chaque cas & la formation du nouveau produit acétylé au dépend
du thioester présent dans le milieu réaction. Les proportions de chacun des 3 produits
obtenus dans les 3 expériences sont trés proches prouvant de maniére non ambigué la

réversibilité du processus.
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1.7. Conclusion

Cette étude préliminaire a confirmé que la réaction de transthioestérification est
compatible avec le peptide et avec les conditions physiologiques. Les différentes
expériences réalisées montrent que le pH a une vraie influence sur la vitesse de la
réaction puis qu’a pH 7.5 la réaction est 3 fois plus rapide et, pour la plupart des BB,
I’équilibre peut étre obtenu dans un temps raisonnable laissant envisager la présence
d’une cible biologique. Pour les BB portant un encombrement stérique plus important,
la réaction est plus lente et leur présence dans la librairie devra étre considéré en

fonction de la stabilité de la cible utilisée dans les contions de la réaction.

Les valeurs similaires des K’ obtenus pour les différentes réactions en fonction des BB
utilisés montrent que les membres des librairies générés sont bien iso-énergétiques. Bien
que de faibles différences existent, il est possible néanmoins d’accéder a des librairies
équimolaires en adaptant les quantités de BB utilisées. Une premiére librairie a été
préparée en additionnant simultanément 8 BB. Enfin, les expériences menées en

paralléle par ajout successif de BB ont établi la réversibilité du systéme.

Les conditions requises en chimie combinatoire dynamique au niveau de la réaction et
des produits semblant remplies, il est maintenant possible de complexifier les systémes

en passant a des peptides porteurs de deux ou quatre fonctions thiols réactives.

2. Etude de ’échange thiol /thioesters

2.1. Etude de linfluence de la présence d’un thioester a la surface du
peptide sur la réaction

Deux peptides porteurs de deux cystéines ont été synthétisés (Figure 13). Ils
permettent d’évaluer I'influence que peut avoir la premiére fonctionnalisation par un
BB sur la cystéine voisine. Le peptides 2a porte les cystéines en positions 3 et 6, il a

donc ses cystéines face & face et donc les plus proches possibles. De cette maniére, ses
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groupements thiols sont les plus sensibles I'un vis-a-vis de l'autre. Le peptide 2b les

porte en position 3 et 8, ses cystéines sont donc plus éloignées.

o NMO o
HZN/U\N \ oy HoN" N NHAC N/W
N HN NHAG o
HN HAc O
0 o /o
o} £ 0 5 HS H : 0
N
e k[) N kab
H o}
+
NHg* NHs
2a 2b

Figure 13 - Séquences des peptides 2a et 2b.

2.1.1. Exemple de librairie a un bloc

Le peptide 2a (1mM) est traité par le BB 4(F) (10 eq) dans un tampon phosphate
contenant du TCEP et du Tween-20, & pH 7,5 (Schéma 7). Aprés 2h et 6h de

réaction, le mélange est acidifié par ajout de TFA puis analysé par HPLC (Figure 14).

HS \‘ 0
HS " \ ‘, ”””””””””” |
» ) AcHN \__)LOH : , :

T\ OIS + :\ LR :
W\ﬂj I QT IR S— \©

2a 4(F)
PBS, pH 7,5 (10eq)
TCEP
TWEEN-20

2a(F)3 2a(F)® 2a(F)*5

Schéma 7. Réaction entre 2a et 10 eq de BB 4(F).
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Figure 14 - Chromatogrammes correspondant obtenus aprés 2 et 6h de réaction.

Tableau 6 - Récapitulatif des données obtenues aprés 6h de réaction entre 2a et 4(F).

% Aire du Formule brute
t, (min)* ic m/z (MALDI) Peptides Masse molaire théorique
’ (gmol*)
051H77N1701282
3,75 2% [M+H|* 1184.7 2a T
6,78 3% [M+H]|' 1316.6 2a(F)? ou 2a(F) CoHgrNgs 0135,
’ 1315.57
7,62 4% [M+H]|* 1316.6 2a(F)3 or 2a(F)® CoHgrNg5 0135,
1315.57
9,97 91% [M-+H]* 1448.6 2a(F)%6 ngngilj;;)MSz

* Eluant : HyO/ACN, 0,1% TFA, 20 4 60% ACN, 15 minutes.

La formation de 3 nouveaux pics est observée : deux espéces portant une chaine acyle

2a(F)? et 2a(F)% avec des temps de rétention (t:) respectifs de 6,8 et 7,6 minutes et

lespéce portant deux chaines acyles 2a(F)3¢ dont le temps de rétention est de 9,9

minutes. Les deux isoméres monofonctionnalisés se forment & la méme vitesse et dans

des proportions identiques indiquant qu’il n’y a pas de différence de réactivité

significative entre les deux cystéines. L’attribution des pics a été réalisée aprés collecte

et analyse MALDI-TOF. Cette technique d’analyse permet de distinguer les degrés de

fonctionnalisation des peptides ayant des masses m/z différentes. En revanche elle ne

permet pas de différencier les peptides isoméres tel que 2a(F)3 et 2a(F)°.
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La formation du produit doublement fonctionnalisé se fait bien & partir des produits
monofonctionnalisés puisqu’en fonction du temps leurs proportions respectives
décroissent (d’aprés la superposition des chromatogrammes & 2h et a 6h). Cette
diminution semblant équivalente pour les deux espéces monofonctionnalisées, cela
traduit une absence d’influence de la fonctionnalisation d’un site sur la réactivité de

Pautre.

La méme réaction a été reproduite avec d’autres BB 4(A), 4(L) ou 4(W) a 2, 10 ou 20
eq de maniére a confirmer les observations précédentes (Tableau 7 et partie
expérimentale). Les peptides portant une chaine acyle sont notés 2a(X): et ceux

portant deux chaines acyles sont notés 2a(X)a.

Tableau 7 - Récapitulatif des données obtenues aprés 4 ou 6h de réaction entre 2a,
4(L), 4(A) ou 4(W).

Ratio Produit (% a Péquilibre, K°) Masse molaire m/z (MALDI-MS/
théorique (g.mol-) g
ESI-MS)
110 28 (1%) 1183.5 [MH*] 1184.5
4(L) ’ 2a(L); (3%) 1281.6 [MT+] 1282.6
2a(L)2 (96%) 1379.7 [MI+] 1380.7
2a (2%) 1183.5 [MH*] 1184.6
4(A) 1:10 2a(A); (15%) 1239.6 [MH+] 1240.7
2a(A)z (83%) 1295.6 [MT+] 1296.9
2a (2%) 1183.5 [MH*] 1184.6
4W) 1:10 2a(W) (5%) 1304.5 [MH-+] 1305.4
2a(W)2 (93%) 1475.6 [MH+] 1476.5

Dans chaque cas, 3 produits sont observés et les peptides ne portant qu’une seule

chaine acyle sont présents dans des proportions similaires.

2.1.2. Aspect combinatoire : exemple de librairie a deux blocs

Une nouvelle librairie a ensuite été générée dans les mémes conditions & partir du
peptide 2a (1mM) et des BB 4(A) et 4(L) ajoutés simultanément (2, 10 ou 20 eq de

chaque) (Schéma 8). Outre les 3 produits formés dans la librairie obtenue par
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utilisation d’un BB4(A) et 4(L), deux nouveaux adduits issus de la fonctionnalisation

par chacun des BB sont observés (Figure 15, Tableau 8 et partie expérimentale).

(0] O '
AcHN\’)J\OH AcHN\)kOH (A .-CHy
s s oY
OJ\/A Ow ; é

2a PBS, pH 7,5 ” 4(A) w T

TCEP
TWEEN-20

o ~

3

\ 2a(A)®

D 2a(apLe

D 2Py

Schéma 8 - Schéma de la librairie mixte formée par 1'addition simultanée de 4(A) et
4(L) en présence de 2a.
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Figure 15 - Chromatogramme obtenu aprés 6h30 de réaction entre 2a, 4(A) et 4(L) (10
eq en tout).

Tableau 8 - Récapitulatif des données obtenues aprés 6h30 de réaction entre 2a et 4(L)
et 4(A) (10 eq en tout).

+« % Aire du Formule brute
t, (min) pic m/z (MALDI) Peptides Masse molaire théorique
(g-mot*)

T 051H77N]7OIQSQ
4,7 1% [M-+H]* 1184.6 2a 11835

4,8 %k + 3 6 C54Hg1N 170435,
19 5% [M-+H]* 1240.6 2a(A)3, 2a(A) 1239.6

C5;Hg;N1; 04,8

+ 3,6 57HL854 V171492
5,1 21% [M+H]" 1296.6 2a(A) 1905.6

5,3 2% [M+H]*+ 1282.6 2a(L)3, 2a(L)" C“HI*’;I;WGO”SQ

5,6 28% IM-H]| 1338.8 2a(A)o(L)? CriHisN1018,
1337.6

5,8 19% [M+H]* 1338.8 2a(A)3(L)° CritlinsN1s018,
1337.6

6,3 20%* [M-+H]|+ 1380.7 2a(L)3s CG3Hf§1;I§77O 145

* Eluant : H,O/ACN, 0,1% TFA, 5 4 100% ACN, 10 minutes.
** Di au chevauchement des pics, le % d’aire du pic n’a pas pu étre déterminé.

Les mémes expériences ont été réalisées avec le peptide 2b (1 mM) et les BB 4(A), 4(L)
ou 4(A)+4(L) 1:1 (2, 10 ou 20eq de BB au total). Les résultats obtenus pour les
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différentes librairies sont comparables aux chromatogrammes précédents (Figure 16,

Tableau 9 et partie expérimentale).
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Figure 16 - Comparaison des chromatogrammes obtenus pour 1'échange de thioester
entre les peptides 2a (A-C) ou 2b (D-E) avec 4(A) (C, F), 4(L) (A, D) et 4(A)+4(L)
(B, E).
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Tableau 9 - Récapitulatif des données obtenues pour les réactions entre 2a et 4(L),

4(A) et 4(L)+4(A).

% Aire Formule brute
BB t, (min)* du pic m/z (MALDI) Peptides Masse molaire
théorique (g.mol)
*

A1) 6,08 5% M{H]* 1282.6  2b(L)® ou Zb(L)® C”Hf;gl”é)”SQ
6,87 5% [M-+H|* 1282.7 2b(L)? ou 2b(L)8 C”Hf;l;l”é) 1552
8,37 90% [M+H]* 1380.7 2b(L)38 CosHirN1z 015,

1379.7
Aok 2Ss
4(A) [ 7% [M-+H|* 1240.5 2b(A)? ou 2b(A)® C""‘Hfgglf“&
7,8 6% [M+H]* 1240.5 2b(A)3 ou 2b(A)s C“Hfggé)”%
8,3 87% [M+H]" 1296.6 2b(A)%e CrrtlssN10145,

1295.6
+4(A 42 C5,HgN;;0458
4L)+4(4) i 5% MAH] 12405 2b(A)ou Zb(A)S ol 05,
5,1 20% [M+H]* 1296.7 2b(A)%s CsrlsN 12015,

1295.6
5,7 >2% [M-+H]|* 1282.7 2b(L)? ou 2b(L)* 060}11951;1”?1482
6,5 26% [M+H]* 1338.7 2b(A)S(L)3 CnitlinsNis018,

1337.6
6,9 20% [M-+H]" 1338.7 2b(A)3(L)e CntlusNis0154

1337.6
8,1 27%* [M-+H]* 1380.7 2b(L)3¢ C“Hf’;lj;;) 1S

4k Fluant : HoO/ACN, 0,1% TFA, 04 4 60% ACN, 10 minutes.

Les résultats obtenus pour les expériences effectuées sur les peptides 2a et 2b sont
similaires puisque les pourcentages de chaque espéce sont assez proches (environ 5% de
monofonctionnalisés par Ala et 2% par Leu, 20 et 21% de difonctionnalisé par Ala et
20 et 27% par Leu, 26% et 20% respectivement de chacune des espéces fonctionnalisées
simultanément par Ala et Leu). Ces résultats montrent bien l'indépendance des

cystéines puisque peu importe ou elles sont situées sur le peptide, elles gardent la

méme réactivité et ne semble donc pas avoir d’influence 'une sur 'autre.
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2.2.Systéme & 4 cystéines

La réaction d’échange thiol-thioester a été ensuite étudiée sur le peptide 3b porteur de

4 cystéines (Figure 17).

Jii\/\il/\( %k 0:411/8;

Figure 17 - Structure du peptide 3b.

L’utilisation d’un peptide porteur de 4 fonctions réactives permet d’obtenir des
librairies beaucoup plus complexes. Il permet de générer, en plus des structures
tétrafonctionnalisées, différents isoméres de position mono, di et trifonctionnalisés.
L’utilisation d’un seul bloc permet donc de synthétiser 16 composés peptidiques. En
fonction du nombre de BB introduit dans la librairie, le nombre de membre de la
librairie suit une loi polynomiale (n+1)%, ot n est le nombre de blocs utilisés et x le
nombre de positions fonctionnalisables (Figure 18). Cette augmentation rapide du
nombre de composés générés souligne la puissance de la stratégie combinatoire

dynamique concernant ’accés & de larges librairies de peptides.
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Nombre de composés générés en fonction du nombre de blocs utilisés
avec un systéme portant 4 fonctions réactives

Nombre de composés générés

0 5 10 15 20 25

Nombre de blocs utilisés

Figure 18 - Graphique illustrant 1'évolution du nombre de membre de la librairie en
fonction du nombre de bloc utilisé pour un systéme & 4 cystéines.

2.2.1. Exemple de librairies a un bloc

Dans un premier temps, des libraires ont été générée en utilisant un seul bloc. Des
études préliminaires réalisées sur le peptide 3a avec le BB 4(L) (10 eq) ont montré que
dés lors qu’ils sont formés, les produits portant plusieurs chaines Leu (3 ou 4)
précipitent dans le milieu réactionnel déplacant ainsi 1’équilibre vers leur propre
formation (Thése Benjamin Zagiel) et rendent les librairies inexploitables pour un
quelconque criblage. C’est pourquoi, les expériences ont été réalisées avec le peptide 3b
portant une chaine cationique supplémentaire en position 2. Nous avons vérifié que

dans ce cas, tous les produits formés sont bien solubles dans le milieu réactionnel.

Le peptide 3b (1mM) est mis en présence du BB 4(L) (10 ou 40 eq) dans un tampon
phosphate a pH 7.5 (Schéma 9). Cette réaction conduit & 16 composés potentiels dont :
4 produits monofonctionnalisés que nous nommerons de maniére générale 3b(L)1, 6
produits difonctionnalisés 3b(L)2, 4 produits trifonctionnalisés 3b(L)3 et un produit

tétrafonctionnalisé 3b(L)s.
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Schéma 9 - Librairie générée a partir de 3a et 4(L).

La réaction est suivie dans le temps : aprés 40 min de réaction et toutes les deux
heures, un prélévement du mélange réactionnel est effectué, acidifié et analysé en
HPLC. Les chromatogrammes obtenus sont superposés pour observer I’évolution de la
librairie dans le temps (Figure 19). Aprés collecte et analyse en spectrométrie de masse,
les différents pic