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PROCEDE DE LIGATION NATIVE 

DOMAINS DE L'INVENTION 
La presente invention conceme un precede de fabrication d'un polypeptide 

5 comprenant au mo ins une etape de ligation native a l'aide d'un peptide fonctionnalise 
par un groupement selenie. L'invention concerne egaiement des peptides et des 
composes a base de selenium. L'invention concerne egaiement un kit de synthese pour 
la synthese de peptides. 

10 ARRIERE-PLAN TECHNQLQGIQUE 
La synthese de polypeptides par des methodes conventionnelles en phase solide, 

acide amine par acide amine, est limitee par des rendements faibles lorsque les 
polypeptides synthetises sont de grande taille. A fin de surmonter cette limitation, il est 
connu d'assembler deux polypeptides par ligation chimique afrn de produire un 

15 polypeptide plus long. 
La synthese totale de polypeptides est de plus en plus utile pour la preparation de 

proteines de structures bien definies ou portant des modifications naturelles, comme 
les modifications post-traductionnelles, ou non naturelles. Les methodes de ligation 
chimique apportent une reponse a ce besoin, cependant elles s'averent li mi tees dans 

20 leur emploi et leur application industrielle. 
De maniere generale, dans ces methodes, on souhaite que le lien entre les 

polypeptides assembles par ligation so it natif, e'est-a-dire corresponde a la structure 
naturelle des polypeptides. 

La principale methode de ligation native existant a ce jour est celle de Kent et 
25 Dawson, decrite par excmple dans les demandes internationales WO 96/34878 et WO 

98/28434. Cette methode est fondee sur une reaction chimioselective entre un peptide 
thioester (en C terminal) et un cysteinyl-peptide. Neanmoins, le principal inconvenient 
de cette methode est la fabrication des peptides thioesters qui necessite des procedes 
chimiques complexes. Ces methodes de 1'art anterieur ne sont pas satisfaisantes car 

30 elles cotiduisent inevitablement a des melanges pouvant etre difficilement separables, 
done affectant la purete du produit final obtenu, et a des pertes inevitables de 
rendement. 

Une methode alternative est la ligation dite de Staudinger, decrite dans les 
demandes internationales WO 01/68565 et WO 01/87920. Celle-ci comprend la 

35 reaction d'un phosphinotliioester avec un azoture et 1'hydrolyse des reactifs combines 
pour former une liaison amide. Cependant cette methode est difficilement applicable a 
l'echelle industrielle. 
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Une autre methode, decrite dans la demande international WO 2007/037812, 
repose sur la reaction d'un a-cetoacide avec une N-alkoxyamine dans une reaction de 
condensation decarboxylase. Toutefois, les cetoacides sont des molecules qui sont 
difficiles a fabriquer et a incorporer dans des peptides. Aussi, cette troisieme methode 

5 est difficilement applicable dans les laboratoires de synthese peptidique ne disposant 
pas des moyens de realiser des syntheses organiques complexes. 

Le document WO 2011/051906 decrit un procede de ligation native faisant 
intervenir un compose thiol. Bien que cette methode so it extremement satisfaisante, la 
cinetique de reaction de ce compose thiol est parfois lente, notamment lorsque les 

10 acides amines encadrant la liaison entre les deux peptides sont cncombres. 
11 subsistait done le besoin d'une methode de ligation native dotee d'une 

cinetique de reaction rapide de fa?on a rendre plus facile la ligation de peptides par 
formation d'une liaison entre deux acidcs amines encombres. 

15 RESUME DE L'INVENTION 
L'invention repose sur la mise au point d'une methode de ligation basee sur 

1'utilisation d'un peptide amide particulier, le peptide SeEA, et d'un cysteiny! 
peptide. Lorsque ces deux peptides sont mis en contact en solution aqueuse, un lien 
peptidique natif se forme entre les deux fragments. La ligation est tres efficace et 

20 s'effectue avec d'excel lents rendements. Elle fonctionne dans une large gamme de 
pH. 

Cette ligation presente des similitudes avec la ligation SEA, decrite dans la 
demande FR 09 57 639, bien que les proprictes de ces deux ligations et des segments 
SeEA et SEA soient significativement differentes. 

25 En efiet, les cinetiques de ligation SeEA sont tres significativement superieures 
aux cinetiques de ligation SEA, obtenues avec 1'analogue souffre SEA, ou aux 
cinetiques de la Native Chemical Ligation (NCL) basee sur l'utilisation de peptides 
thioesters. 

La superiorite cinetique de SeEA ne diminue en rien 1'interet de la ligation 
30 SEA. Au contraire, elle vient la completer en permettant la formation de jonctions 

difficiles a produire par les autres techniques de ligation SEA ou NCL (chimie des 
thioesters). 

Dans la presente demande, le groupement SEA represente un groupement 
-N(CH2-CH2-S-G4)2, avec G4 representant H ou un groupement protecteur du soufre 

35 ou une liaison disulfure. 
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Un premier objet de la presente invention concerne un peptide fonctionnalise 
clioisi parmi: 

a) le peptide de formule (1): X i -N(ClhCIhSell^ ; ou 

Se 
b) le peptide de formule (F) : X1 N I ; 

\ -Se 

dans lesquels Xj represente un fragment peptidique et le groupement 
-N(CH2CH2SeH)2 ou ^ Se forme une liaison amide avec la terminaison 

10 \ Se 
C=0 du residu d'acide amine du fragment peptidique Xj qui est en position C-
terminale. 

Selon un mode de realisation, Xi comprend de 2 a 300 residus d'acides 
amines, de preference de 5 a 100 residus d'acides amines, de maniere plus 

15 particulierement preferee de 8 a 50 residus d'acides amines. 

Un autre objet de la presente invention concerne un precede d'obtention d'un 
peptide fonctionnalise (1) ou (!') selon 1'invention, comprenant les etapes al et bl 
suivantes : 

20 al) synthese peptidique pour fournir un polypeptide de formule (II): 
(II) X,-OII 

comportant de preference des groupements protecteurs sur ses fonctions amines 
et acides carboxyliques, a 1'exception de sa fo net ion acide carboxylique C-
terminale, 

25 bl) fonctionnalisation du polypeptide obtenu a l'etape a) comprenant: 
— la reaction du polypeptide de formule (II) avec un 

compose amine choisi parmi: 
(Ilia) NH(CH2-CH2-Se-Gi)2 

/ A Se 
30 (III') HN^^e 

dans laquelle Gj represente un groupement protecteur du 
selenium ou un atome d'hydrogene, 

en phase liquide, pour former le polypeptide de formule (la) 
35 Xi-N(CH2CH2-Se-Gi)2, ou (F) ; 

- eventuellement la deprotection du polypeptide de 
formule (la) pour conduire au compose de formule (I), 
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30 

35 

ou comprenant les e tapes a2 et b2 suivantes : 
a2) Futilisation 

du compose de formule (IV) ou (IV"): 
(IV) X! - N(CH2CH2-S-H)2; 

(IV") X, —N | 

d'un peptide fonctionnalise par un groupement 
10 porteur d'une fonction. thioester (IV') = Xj -SR et R 

represente un groupement alkyle ou aryle 
eventuellement substitue, 

b2) la reaction entre le compose de formule (IV) ou (IV") ou le compose de 
formule (IV') avec le compose amine de formule (III') ou (III"): 

(Iir) Ht/ ?* 
V_.Se 

'Se 
20 (In") HN Se 

/ 
Se 

en phase liquide, pour former le peptide de formule (I) ou (P). 

25 Un autre objet de la presente invention concerne un compose susceptible d'etre 
utilise dans le procede d'obtention d'un peptide fonctionnalise selon 1'invention, ce 
compose etant choisi parmi : 

/ Se 
a) le compose de formule (III'): HN I 

Se 
\ 

b) le compose de formule (III"): HN Se 
-Se 

L'invention concerne egaiement un procede de fabrication des composes de 
formules (III') et (III") selon Finvention, comprenant la reaction suivante de 
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traitement par un hydrure metallique illustree sur le schema dans le cas de NaBK*, 
mais on peut egaiement employer LiAlELj ou L1BH4: 

NaBH4 I 
~ ' + H,Sel Se metallique 

suivie de la reaction : 

Na2Se2 + Na2Se3 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

CI' 
H 

• N„ 
"CI 

Na2Se3 

Na2Se2 HN^ + HN 
V_.Se 

Se 
\ 
Se 
/ 

Se 

Un autre objet de la presente invention concerne un procede d'obtention d'un 
peptide fonctionnalise (I) ou (P) selon Pinvention, comprenant les etapes suivantes : 

a) Fourniture d'une resine polymere fonctionnalisee presentant la 
structure (V): Se. 

(V) 

Ou la structure (V'): 

(V) 

dans lesquelles, 

NH 

Se 

~Trt\, 

-Trt 

Se. H. 
NH 

Se 

Trt—CO 

-Trt—CO—N' 
H 

• represente un support solide, 
Trt represente un groupement triphenylmethyle eventuellement substitue 

par un ou plusieurs substituants, notamment choisi parmi les substituants 
chlore, methoxy, methyle, fluor et cyano. 

b) Greffage d'un acide amine sur la resine polymere fonctionnalisee 
obtenue a l'etape a) pour conduire au compose de structure (VI) : 

(VI) 

Ou de structure (VP) : 
(VP) 

Se. 

—AA—N 

Se 
-Trt"^ 

Se H 
Trt—CO -N 

G3—AA-N \ 

/-Trt—CO—N' 
Se H 
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dans lesquelles, 
• et Trt ont la meme signification que dans le compose (V) ou (V'), 
AA represente un residu d'acide amine comportant eventuellement un 

ou plusieurs groupements protecteurs ; 
(13 represente un atome d'hydrogene ou un groupement protecteur de la 

fonction amine N-terminale de A A, 
c) Synthese peptidique a partir de 1'acide amine AA pour conduire au 

compose (VII) ou (VII') : 
Se. 

(VII) X1 V 
V. 

•Se 
-Trt 

15 ^ e^Trt—CO—N. 
(VII') X—N 

\ /-Trt—CO—N' 
' Se H 

dans lesquelles, 
20 • represente un support solide, 

Trt represente un groupement triphenylmethyle eventuellement substitue 
par un ou plusieurs substituants, notamment choisi parmi les substituants 
chlore, mcthoxy, methyle, fluor et cyano, 
X] represente un fragment peptidique, 

25 d) Coupure de la liaison entre Trt et Se pour conduire au compose (I) ou 
(!')• 

Selon un mode de realisation du procede ci-dessus, le greffage d'un acide amine 
sur la resine polymere comprend la mise en presence de la resine fonctionnalisee (V) 

30 ou (V') avec un halogenure d'acide amine ou avec un acide amine et un agent 
d'activation, choisi de preference parmi I'M ATI J, le PyBOP, le BOP, le PyBROP, de 
maniere plus particulierement preferee 1'HATU. 

Un autre objet de la presente invention concerne une resine polymere 
fonctionnalisee susceptible d'etre utilisee dans le procede selon Pinvention, presentant 

35 la structure (V): 
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Se. 
(V) 

Ou la structure (V') : 

(V) 

NH 

-Se 

-Se. 

"Trt 

Trt 

H 
"Trt—CO—N 

NH 

/-Trt—CO—N 
~Se H 

dans lesquelles, 
• represente un support solide, 
Trt represente un groupement triphenylmethyle eventuellement substitue 
par un ou plusieurs substituants, notamment choisi parmi les substituants 
chlore, methoxy, methyle, fluor et cyano. 

Un autre objet de la presente invention concerne une resine polymere 
comprenant un fragment peptidique repondant a la formule (VII) ou (VIF) : 

(VII) 

Se. 

X —N Trt\_ 

-Se 
-Trt 

Se. 
(VIF) Trt—CO N 

X1—N V 
/-Trt—CO—N' 

^Se H 
dans lesquelles, 

• represente un support solide, 
Trt represente un groupement triphenylmethyle eventuellement substitue 
par un ou plusieurs substituants, notamment choisi parmi les substituants 
chlore, methoxy, methyle, fluor et cyano, 
Xi represente un fragment peptidique. 

35 
Selon un mode de realisation, le support solide • est choisi parmi un 

polystyrene, un polyacrylamide, un poly ethylenegly col, unc cellulose, un 
polyethylene, un polyester, un latex, un polyamide, un polydimethylacrylaniide, un 
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copolymere polyethyleneglycol-polystyrene, un copolymere polyethyleneglycol-
polyacrylamide et leurs derives. 

Un autre objet de la presente invention concerne un procede de fabrication de la 
5 resine polymere selon F invention, comprenant: 

a) la fourniture d'un support solide fonctionnalise par des groupements 
-Trt ou -NH-CO-Trt; 

b) reaction de la fonction Trt du support solide avec le compose amine de 
formule (III) : NH(CH2-CH2-Se-H)2 

10 Trt ayant la meme definition que ci-dessus. 

Un autre objet de la presente invention concerne un procede de fabrication d'un 
polypeptide de formule (VIII): 

(VIII) X,-C,-X2-C2-...-Ci-i-X,-...-C„.,-X„ 
15 dans lequel, 

Xi, X2,..„ Xj,..., Xn sont des fragments peptidiques, 
Ci, C2, ..., Cj.i, ..., C„.i sont des residus d'acides amines portant une fonction 
thiol ou selenol, 
n est un entier superieur ou egal a 2, 

20 i est un nombre entier quelconque allant de 1 a n, 
ce procede comprenant une ou plusieurs etapes de reaction entre un compose de 
formule (IXj) : 

(IXj) X'j - N(CII2CH2-Se-H)2 

dans laquelle, 
25 X'j represente Xj 

X'i represente Cj.i-Xj pour i > 1 
et un compose de formule (Xj+j) : 

(X|+l) Cj-Xi+l".. .-Cn-1-Xo 
pour former un compose de formule (Xj) : 

30 (Xj) X'j-Ci-Xj+r.. .-Cn-i-Xn 

Selon un mode de realisation, le compose (IXj) est forme a partir du compose 
(IX',): 

(ix')= X'i —N 
35 1 Se 

par la mise en presence d'au moins un compose reducteur des liaisons diselenium. 
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Selon un mode de realisation, le compose (IX'j) est obtenu par reaction entre 
un compose de formule (XIj), (XI'j) ou (XI",) : 

(Xli) X'.-S-R, 

5 

(xro X, S 

(XI"i) X'i-N(CH2-CH2-S-H)2 
dans lesquqlles X'i est un fragment peptidique de la forme CVi-Xi pour i > 1 

10 et X'i represente Xi, Ri represente un groupement alkyle ou aryle, 
eventuellement substitue, 

et un compose de formule (III') ou de formule (III") selon P invention. 

Selon un mode de realisation, le procede ci-dessus est mis en oeuvre pour la 
15 fabrication d'un polypeptide represente par la formule (XII) : 

(XII) X,- C,- X2- C2- X3 

comprenant les etapes suivantes : 
a) reaction entre un compose de formule (XIII) ou (XIIP): 

(XIII) R2 - X, - N(CH2-CH2-Se-H)2 

20 

25 

(XIII') R2-XrN 

et un compose de formule (XIV) ou (XIV): 
(XIV) II - Ci - X2 - N(CH2-CH2-S-H)2 

(XIV') H-C.-X, N l 

pour former le compose de formule (XV) ou (XV'): 
30 (XV) R2-X,-C,-X2-N(CH2-CH2-S-H)2 

(XV) R2—xrcrx2-i^ J 

b) reaction entre un compose de formule (XV) ou (XV) et un polypeptide 
35 de formule (XVI) : 

(XVI) H-C2-X3 

pour former le compose de formule (XII), 
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25 

30 

dans lesquelles, R2 represente H ou un groupement protecteur de la fonction N-
terminale de Xi; X|, X2, X3 representent, independamment les uns des autres, 
des fragments peptidiques ; C\ et C2 representent, independamment Pun de 
Pautre, des residus d'acides amines porteurs d'une fonction thiol ou selenol. 

Un autre objet de la presente invention concerne un procede de fabrication d'un 
polypeptide cyclique de formule (XVII) : 

(XVII) |~ Ci'Xz 1 

X2 representant un fragment peptidique, et Cj representant un residu d'acide 
amine comportant une fonction thiol ou selenol, 

ledit procede comprenant au mo ins une etape de reaction de ligation d'un 
polypeptide de formule (XVIII) : 

15 (XVIII) H - Ci - X2 - N(CH2-CH2-Se-H)2 

avec lui-meme. 

Selon un mode de realisation du procede de fabrication d'un polypeptide 
cyclique selon Pinvention, la reaction de ligation est effectuee en mettant en contact 

20 un polypeptide de formule (XVIIP) : 

(XVIII') H-Cj-Xj-N I® 

avec au moins un compose reducteur des liaisons diselenium. 

Un autre objet de la presente invention concerne un kit de synthese de 
polypeptides comprenant un ou plusieurs peptides de formules (IX,) ou (IX',) 
susceptiblcs d'etre utilises dans le procede de ligation selon Pinvention, ou au moins 
un compose (IIP) ou (IIP') selon Pinvention. 

Des avantages de la presente invention sont les suivants : 
la ligation native de Pinvention permet d'assurer la liaison de jonctions 
difficiles, telles que les jonctions encombrees, 
la cinetique de ligation native de Pinvention est tres rapide, 

35 - la ligation native de 1'invention peut etre combinee avec d'autres 
methodes de ligation ayant des cinetiques differentes, 
la ligation native de l'invention est simple a mettre en ceuvre, 
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la fabrication des peptides SeEA peut etre faite a partir d'un support 
solide, 
La fabrication des peptides SeEA peut etre faite a partir de segments 
SEA ou thioester en solution 

5 la ligation native de I'invention peut etre mise en ceuvre a partir de 
fragments peptidiques qui peuvent etre prepares en phase solide ou en 
phase liquide, 
la ligation native de I'invention peut etre combinee avec d'autres types 
de ligations natives de Part anterieur dans un procede one-pot 

10 comportant plusieurs ligations successives, 
la ligation native de I'invention peut etre effectuee en mettant en ceuvre 
un procede de ligation de Part anterieur par simple addition d'un 
compose selenie particulier dans le melange reactionnel. 

15 BREVE DESCRIPTION DES FIGURES 
D'autres caracteristiques et avantages de I'invention apparaitront a la lecture de 

la description qui suit d'un mode de realisation prefere de I'invention, don nee a titre 
d'exemple et en reference au dessin annexe. 

Les figures la et lb representent respectivement le chromatogramme HPLC et le 
20 spectre de masse d'un compose selenie selon I'invention. 

Les figures 2a et 2b representent respectivement le chromatogramme HPLC et le 
spectre de masse d'un compose selenie selon I'invention. 

Les figures 3a et 3b representent des chromatogrammes HPLC pour le suivi de 
la synthese d'un peptide fonctionnalise selon I'invention. 

25 La figure 3c represente le spectre de masse d'un peptide fonctionnalise selon 
I'invention. 

Les figures 4a et 4b representent respectivement le chromatogramme HPLC et le 
spectre de masse d'un peptide fonctionnalise selon I'invention. 

Les figures 5a et 5b representent respectivement le chromatogramme HPLC et le 
30 spectre de masse d'un peptide fonctionnalise selon I'invention apres purification. 

Les figures 6a et 6b representent respectivement le chromatogramme HPLC et le 
spectre de masse d'un polypeptide obtenu par un procede de ligation selon I'invention. 

La figure 7 represente un diagramme mesurant la cinetique de reaction d'un 
procede de ligation selon I'invention et selon Part anterieur. 

35 La figure 8 represente un diagramme mesurant la cinetique de reaction d'un 
procede de ligation selon I'invention et selon Part anterieur. 
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Les figures 9a et 9b representent respectivement le chromatogramme HPLC et le 
spectre de masse d'un polypeptide fonctionnalise obtenu par un procede selon 
F invention. 

Les figures 10a et 10b representent respectivement le chromatogramme et le 
5 spectre de masse d'un polypeptide obtenu par un procede selon 1'invention. 

Les figures 11a et lib representent respectivement le chromatogramme et le 
spectre de masse d'un polypeptide obtenu par un procede selon I'invention apres 
purification. 

La figure 12 represente un diagramme mesurant la cinetique de reaction d'un 
10 procede de ligation selon 1'invention et selon 1'art anterieur. 

La figure 13 represente un chromatogramme HPLC d'une solution issue de la 
synthese d'un peptide fonctionnalise selon I'invention. 

Les figures 14a et 14b representent respectivement le chromatogramme HPLC 
et le spectre de masse d'un peptide fonctionnalise selon I'invention. 

15 
DESCRIPTION DE MODES DE REALISATION DE L'INVENTION 
L'invention est maintenant decrite plus en detail et de fa£on non limitative dans 

la description qui suit. 
Par « peptide ou polypeptide » on entend, dans le cadre de la presente demande, 

20 une chaine lineaire de residus d'acides amines (en nombre superieur ou egal a deux) 
relies par des liaisons peptidiques. Les « peptides ou polypeptides » au sens de la 
presente demande peuvent done par exemple etre des oligopeptides, peptides ou 
proteincs selon 1'acceptation conventionnelle de ces termes. Les residus d'acides 
amines presents dans les polypeptides selon 1'invention peuvent etre choisis parmi les 

25 residus d'acides amines proteinogeniques ou non. De preference, ils sont choisis 
parmi les vingt residus d'acides amines proteinogeniques et la selenocysteine. 

La notation des polypeptides s'effectue de l'extremite N-terminale vers 
l'extremite C-terminale. Les residus d'acides amines presents le long de la chaine 
polypeptidique sont notes selon le code usuel a une letlre ou a trois lettres. Un residu 

30 d'acide amine est un fragment de polypeptide de formule -NH-(CH-R)-(C=0)-, dans 
laquelle R represente une chaine laterale, differente d'un acide amine a 1'autre. 

Par « fragment peptidique » on entend, dans le cadre de la presente demande, 
une portion de polypeptide comprenant au moins un residu d'acide amine. Un 
fragment peptidique, au sens de la presente demande, peut done etre par exemple : une 

35 sequence de residus d'acides amines (telle que -AUG- ou -Ala-IIis-Gly-) si le 
fragment peptidique ne comprend ni l'extremite N-terminale ni l'extremite C-
terminale du polypeptide ; ou bien une sequence de residus d'acides amines presentant 
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un groupement a son extremite N-terminale (telle que H-AHG- ou H-Ala-His-Gly-) si 
le fragment peptidique comprend l'extremite N-terminale du polypeptide ; ou bien une 
sequence de residus d'acides amines presentant un groupement a son extremite C-
terminale (telle que -AHG-OH ou -Ala-His-Gly-OH) si le fragment peptidique 

5 comprend l'extremite C-terminale du polypeptide. 

Peptide fonctionnalise 
Un premier objet de 1'invention concerne un peptide fonctionnalise par un 

groupement selenie choisi parmi : 
10 a) le peptide de formule (I) : Xi-N(CFhCf^SeH^; 

Se 
b) le peptide de formule (F) : X1 N ^ 

dans lesquels Xi represente un fragment peptidique et le groupement 
15 -N(CH2CH2SeH)2 ou / ve forme une liaison amide avec la terminaison C=0 

du residu d'acide amine du fragment peptidique X\ qui est en position C-terminale. 
Le fragment peptidique X) est de la forme Yi-AAi-AA2-...-AAn dans laquelle 

Yi est un groupement N-terminal, de preference un a tome d'hydrogene, mais 
20 eventuellement aussi tout groupement substituant pour les amines primaires ou 

secondaires connu de l'homme du metier, par exemple un groupement acyle et 
notamment un groupement acetyle ; n est un nombre entier superieur ou egal a 2 ; 
AAi, AA2, ..., AAn representent, independamment les uns des autres, des residus 
d'acides amines. 

25 Le polypeptide de formule (I) ou (F) comprend de preference de 2 a 300 residus 
d'acidcs amines, de preference de 5 a 100 residus d'acides amines, de maniere plus 
particulierement preferee de 8 a 50 residus d'acides amines. 

Les polypeptides de formule (I) ou (F) comprennent de preference uniquement 
des residus d'acides amines choisis parmi les vingt residus d'acides amines 

30 proteinogeniques et la selenocysteine. Toutefois, selon un mode de realisation 
particulier, les polypeptides de formule (I) ou (P) comprennent un ou plusieurs residus 
d'acides amines non-proteinogeniques. 

Les residus d'acides amines des polypeptides de formule (I) ou (F) peuvent 
eventuellement etre proteges par des groupements protecteurs des chaines laterales. 

35 
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Compose amine de formule (IIP) et (III") 
Un autre objet de Pinvention concerne les composes amines de formule (IIP) et 

(III") ci-dessous et leur procede de fabrication. 

5 Les composes (IIP) et (III") repondent aux formules 

(III') = Hi/ ' Se 

\wSe 

10 (m">= HN le 
/ 

Se 

Les composes (IIP) et (III") peuvent etre obtenus selon le procede comprenant 
Petape a) suivante : 

NaBH4 1 
Se metallique Na2Se2 + Na2Se3 + H,Sel 

suivie de Petape b) suivante : 

20 H Na2Se3 

Na2Se2 

(IIP) (III") 
La premiere etape ci-dessus (etape a) est effectuee de preference sous 

25 atmosphere d'azote. De preference, les reactifs sont introduits a froid, puis, le melange 
est porte a reflux. 

Selon un autre mode de realisation, dans Petape a), NaBLU est remplace par un 
autre hydrure metallique, tel que IJAIH4 ou LiBIL, Dans le cas des deux hydrures 
metalliques cites, les composes Li2Se2 et Li2Se3 sont formes. Ces deux composes 

30 Li2Se2 et Li2Se3 sont ensuite utilises dans Petape b) qui suit. 
De preference, la seconde etape (etape b) est realisee a temperature ambiante. 
De preference, la phase organique comprenant les produits (IIP) et (III") est 

puriflee a Pissue du procede, par exemple, par chromatographic liquide haute 
performance. 

35 
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Procede d'obtention des composes (!) et (I') en phase liquide 
Un autre objet de I'invention concerne un procede d'obtention du polypeptide 

fonctionnalise (I) ou (P) en phase liquide, ce procede comprend une premiere etape de 
synthese peptidique et une seconde etape de fonctionnalisation. 

5 La premiere etape (etape de synthese peptidique) permet d'obtenir le 
polypeptide de formule : 

(II) Xi-OH 
Cette etape de synthese peptidique peut etre effectuee selon loute methode 

connue de 1'homme du metier. Elle peut en particulier etre effectuee en phase liquide 
10 ou, de preference, en phase solide. 

De maniere schematique, la synthese peptidique comprend une succession de 
couplages d'acides amines a partir d'une amorce (acide amine initial ou fragment 
peptidique resultant des additions d'acides amines precedentes) et de deprotections. 
Plus precisement, la synthese peptidique peut successivement comprendre : 

15 (a) la fourniture d'un fragment peptidique presentant une extremite N-
terminale non protegee, et d'un acide amine protege a son extremite N-
terminale ; 

(b) Fetablissement d'une liaison peptidique entre 1'acide amine et le 
fragment peptidique, a l'extremite N-terminale dud it fragment 

20 peptidique; 
(c) la deprotection de l'extremite N-terminale de 1'acide amine lie, pour 

fournir le fragment peptidique de Fetape (a) suivante. 
Au cours des differentes reactions de couplage, il est avantageux d'utiliser un 

compose activateur, notamment un carbodiimide (par exemple 
25 dicyclohexylcarbodiimide ou diisopropylcarbodiimide) en presence d'un triazole (par 

exemple 1 -hydroxy-benzotriazole ou l-hydroxy-7-azabenzotriazole), ou un sel 
phosphonium ou uronium d'un anion non-nucleophile (par exemple HBTU, HATU, 
TBTI.J ou PyBOP); ou encore d'utiliser des acides amines actives sous forme 
d'halogenures d'acide, par exemple de fluorures d'acide. 

30 Au cours des differentes reactions de couplage, les extremites N-terminales des 
acides amines sont avantageusement protegees par un groupement protecteur, de 
preference un groupement Fmoc (9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonyle) ou encore un 
groupement t-Boc (tert-butoxycarbonyle) ou NSC (2-(4-
nitrophenylsulfonyl)ethoxycarbonyle). 

35 De meme, les chaines laterales des residus d'acides amines sont de preference 
protegees au cours des differentes reactions de couplage par un ou plusieurs 
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groupements protecteurs appropries, par exemple un groupement tert-butyle pour les 
chaines portant une fonction acide carboxylique. 

Dans ce cas, une fois la derniere reaction de couplage d'acide amine effectuee, 
on pent prevoir une reaction de deprotection des chaines laterales. II faut toutefois 

5 noter qu'il peut etre preferable de conserver 1'ensemble des protections (a l'exception 
d'une evcntuelle protection de la fonction COOII a l'extremite C-terminale) en vue de 
retape de fonctionnalisation. 

Fonctionnalisation 
L'etape de fonctionnalisation comprend successivement: 

Eventuellement, la protection dc !'extremite N-terminale du polypeptide 
de formule (II) avec un groupement protecteur, de preference choisi 
parmi la famille des carbamates, des amides ou des groupements alkyles, 
et notamment un groupement tert-butoxycarbonyle (t-Boc), Fmoc (911-
fluoren-9-ylmethoxycarbonyle), trifluoroacetyle ou triphenylmethyle. 
Eventuellement egaiement, la protection des fonctions des chaines 
laterales des residus d'acides amines du polypeptide de formule (II), et 
tout particulierement des fonctions amines (de preference au moyen des 
groupements protecteurs ci-dessus) et des fonctions acides carboxyliques 
(au moyen par exemple de groupements tert-butyles). 
Alternativement, et selon un mode de realisation plus simple, on peut 
fournir le polypeptide de formule (II) directement sous une forme dans 
laquelle 1'ensemble des fonctions amines et acides carboxyliques sont 
protegees, en prcvoyant une deprotection selective de la fonction COOII 
de l'extremite C-terminale. 
La reaction de couplage en phase liquide du polypeptide de formule (II) 
avec un compose amine choisi parmi les composes (Ilia) et (III') ou : 

(Ilia) = NH(CH2-CH2-Se-Gi)2 

30 (III')HI/ 

dans lesquels G\ represente un groupement protecteur du selenium, 
Eventuellement la deprotection du polypeptide. 

Selon un mode de realisation, le groupement protecteur Gi du compose (Ilia) est 
35 choisi parmi les groupements de type triphenylmethyle et benzyle et en particulier 

parmi le para-methylbenzyle ou para-methoxybenzyle. 

10 

15 

20 

25 
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Dans le cas ou le compose (Ilia) est utilise comme reactif de depart pour le 
couplage avec le compose (II), une etape ulterieure de deprotection du groupement Gt 
est prevue afin d'obtenir le compose (I) ou (F). De preference, la deprotection 
s'effectue par traitement avec un acide comme 1'acide trifluoroacetique ou 1'acide 

5 fluorhydrique, ou un oxydant comme l'iode. 
Un activateur est avantageusement present lors de la reaction de couplage, par 

exemple l'hcxafluorophosphatc de benzotriazol-1 -yl-oxytripyrrolidinophosphonium 
(PyBOP) ou F hexafluorophosphate de bromo-trispyrrolidinophosphonium (PyBROP) 
ou 1'acide amine C-terminal lui-meme est active sous la forme d'un derive halogene 

10 (en particulier sous la forme d'un fluorure d'acide amine ou chlorure d'acide amine), 
celui-ci pouvant etre preforme ou forme in situ a l'aide de reactifs appropries connus 
de l'homme de Fart. Parmi les halogenures d'acides amines, les fluorures d'acides 
amines sont preferes, preformes par reaction avec la 1,3,5-trifluorotriazine ou formes 
in situ a l'aide de TFFH (tetramethylfluoroformamidinium hexafluorophosphate). 

15 De maniere generale, on peut egaiement envisager tout reactif permettant 
Factivation de la fonction acide carboxylique de 1'acide amine connu de l'homme de 
Fart comme FHBTU, le TBTU, FHATU, le BOP... (on pourra se rapporter par 
exemple a Chemical approaches to the synthesis of peptides and proteins par Lloyd-
Williams, P., Albericio, F., Giralt, E., 1997, CRC Press). Le PyBOP, le PyBROP, le 

20 BOP (F hexafluorophosphate de benzotriazole-1 -yl-oxy-tris-(diniethylamino)-
phosphonium) ou de fa^on plus generale les phosphoniums sont preferes. 

Le polypeptide fonctionnalise (I) ou (F) selon I'invention peut etre obtenu selon 
une seconde variante. 

25 Les segments SeEA peuvent etre formes separement par echange a partir d'un 
segment SEA de type Xi-N(CH2CIl2-S-G4)2 ou thioester X|-S-R| a l'aide des reactifs 
de structure (IIP) ou (III"), G4 representant un atome d'hydrogene, un groupement 
protecteur des fonctions thiol ou une liaison disulfure et Ri representant un atome 
d'hydrogene ou un groupement alkyle ou aryle, eventuellement substitue. . 

30 Les segments SeEA peuvent egaiement etre formes in situ, pendant la ligation 
par echange a partir d'un segment SEA de type Xi-SEA ou thioester X1-SR4 a l'aide 
des reactifs (IIP) ou (III"). Le segment de type H-Cys-X2 present en solution 
consomme le segment Xi-SeEA forme par echange. En general, le segment Xj-SeEA 
forme in situ n'est pas observe puisqu'il reagit tres rapidement avec le segment II-

35 Cys-X2. Du fait de la rapidite de Fechange et de la ligation SeEA, il en resulte une 
acceleration tres significative de la ligation, des lors que le reactif (IIP) ou (III") est 
introduit dans le milieu reactionnel de ligation. 
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Ainsi, selon une seconde variante, i'obtention des composes (I) et (F) comprend 
les etapes successives suivantes : 

a2) la fourniture 
- d'un peptide fonctionnalise sur son extremite C-terminale par un 

groupement porteur d'une fonction thiol repondant a la formule (IV) 
ou (IV") : 

(IV) = X, -N(CH2CH2-S-H)2 

(IV") X, N I 
10 

- d'un peptide fonctionnalise par un groupement porteur d'une 
fonction thioester (IV') = Xj -SR. et R represente un groupement 
alkyl ou aryl eventuellement substitue, 

15 b2) la reaction en phase liquide entre le compose de formule (IV) ou le compose 
de formule (IV") ou le compose de formule (IV') et un compose amine de 
formule (IIP) ou (III") : 

(IIP) = 

(HI") = 

en presence eventuellement d'un compose reducteur des liaisons disulfures 
25 dans le cas ou le compose (IV") est utilise. 

Le compose de formule (IV) ou de formule (IV") peut notamment etre obtenu 
selon le protocole decrit dans le document WO 2011/051906. 

Dans la formule (IV'), le groupement R represente de preference un alkyl en 
CI-CI 2 eventuellement substitue ou un aryle en C6-C12 eventuellement substitue. De 

30 tels composes sont decrits notamment par W096/34878 et W098/28434. 
Selon un mode de realisation, le compose reducteur des liaisons disulfures peut 

etre choisi parmi les composes thiol, tels que 1'acide 4-mercaptophenylacetique 
(MPAA), le dithiothreitol (DTP), le thiophenol et ses derives, un alkvlthiol 
(notamment le benzylmercaptan), parmi les composes selenol comme le selenophenol 

35 ou le diphenylselcnure ou parmi les phosphines tellcs que la tri s(2-
carboxyethyl)phosphine (TCEP), ou leurs melanges. 
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A 1'issue de la reaction de couplage precedente, le compose (F) est obtenu. Le 
compose (I) est obtenu en mettant en contact le compose (F) avec un compose 
reducteur des liaisons diselenium ou triselenium. 

Parmi les composes connus comme reducteurs des liaisons di-selenium ou tri­
selenium, on peut citer: la tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP), les thiols 
reducteurs comme 1'acide 4-mercaptophenylacetique (MPAA), le thiophenol, le 
benzylmercaptan, le dithiothreitol (D'iT), le sclenophenol ou le diphenylsclenure plus 
un agent reducteur des liaisons diselenium, le zinc metallique, les hydrures comme 
NaBH4, LiBH4, NaBH3CN, NaBH(OAc)3. 

A Tissue de Tetape de fonctionnalisation, le polypeptide de formule (I) ou (F) 
est obtenu. 11 est avantageux de pre voir a ce stade une etape de purification du 
compose, par exemple par chromatographic en phase liquide. 

15 Resine polymere fonctionnalisee 
Un autre objet de 1'invention concerne les resines polymeres fonctionnalisees 

repondant a la structure (V) ou (V') : 

10 

20 

25 

(V) = 

(V') = 

dans lesquelles, 
• represente un support solide, 
Trt represente un groupement triphenylmethyle eventuellement substitue 
par un ou plusieurs substituants, notamment choisi parmi les substituants 

30 chlore, methoxy, methyle, fluor et cyano. 
Ces resines polymeres sont ensuite utilisees pour preparer le peptide 

fonctionnalise SeEA. 
A titre de support solide •, on utilise un polymere soluble ou insoluble, le 

polymere insoluble etant de preference sous forme de particules (billes). On peut par 
35 exemple utiliser une resine a base de polystyrene (de preference) ou encore a base de 

polyacrylamide, polyethyleneglycol, cellulose, polyethylene, polyester, latex, 
polyamide, polydimethylacrylamide, copolymere polyethyleneglycol-polystyrene, 
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copolymere polyethyleneglycol-polyacrylamide ou encore une resine derivee de 
celles-ci. 

Pour preparer la resine polymere fonctionnalisee (V) ou (V'), on utilise un 
support solide • porteur d'une fonctionnalisation adaptee, D-Z, dans laquelle Z est 

5 un groupement lieur. De preference, le support solide presente des groupements 
chloro-triphenylmethyle (ou chlorotrityle), ou le triphenylmethyle est eventuellement 
substitue par un ou plusieurs substituants, notamment choisis parmi les substituants 
chlore, methoxy, methyle, fluor et cyano. 

A litre d'exemples de support solide HH-Z fonctionnalise, on peut citer les 
10 resines polystyrenes presentant des groupements lieurs chlorure de trityle, chlorure de 

2-chlorotrityle, chlorure de 4-methyltrityle ou chlorure de 4-methoxytrityle. De tels 
supports sol ides sont disponibles commercialement, par exemple aupres de Glycopep. 

Selon un autre mode de realisation, le support solide fonctionnalise D-Z 
presente des groupements lieurs qui sont des groupements de type trityl-alcool, e'est a 

15 dire des groupements O H-Trt-CO-NH-, ou le triphenylmethyle (Trt) est 
eventuellement substitue par un ou plusieurs substituants, notamment choisis parmi 
les substituants chlore, methoxy, methyle, fluor et cyano. Des supports solides 
presentant de tels groupements lieurs ont etc decrits par exemple dans Quibell, JACS 
1995, 117, 11656-11668, et sont disponibles commercialement. par exemple dans la 

20 gamme ChemMatrix® de supports solides polyethy leneglyco 1. 
L'utilisation de supports solides de ce type necessite une etape preliminaire 

d'activation du support solide : 
— soil avec un agent brome (notamment bromure d'acetyle) pour modifier 

les groupements lieurs sous la forme Br-Trt-CO-NH- ; 
25 — so it avec un agent chlore (notamment chlorure d'oxalyle) pour modifier 

les groupements lieurs sous la forme Cl-Trt-CO-NH-; 
— soil avec un acide comme 1'acide trifluoroacetique, pour modifier les 

groupements lieurs sous la forme H20+-Trt-C0-NH-; 
— so it avec BFj.EtiO, pour modifier les groupements lieurs sous la forme 

30 BF3 :HO-Trt-CO-NH-. selon Singh, S. et al., J. Org. Chem. 2004, 69, 
4551-4554. 

Une etape d'activation de ce type est decrite par exemple dans Harre et al.. 
Reactive & functional polymers 1999, 41, 111-114. 

La preparation de la resine polymere fonctionnalisee s'effectue en couplant le 
35 compose amine de formule : 

(III) NH(CH2-CH2-Se-H)2 
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au support solide fonctionnalise, SZI-Z, ci-dessus. Le compose amine (III) peut lui-
meme etre obtenu par deprotection du compose amine de formule (Ilia) ci-dessus, 
dans lequel G? est un groupement protecteur du selenium. 

Le couplage s'effectue en milieu acide afin de limiter les risques de demasquage 
de famine secondaire, ce qui induirait des reactions secondaires. 

Les groupements chlorure de trityle en exces sont de preference neutralises, par 
exemple avec du methanol. II est alors important d'a j outer une base pour neutraliser le 
HQ forme. 

On peut prevoir que la preparation de la resine polymere fonctionnalisee fasse 
partie integrante du procede de fabrication en phase solide des polypeptides de 
formule (I) et (P). 

Alternativement, la resine polymere fonctionnalisee peut etre preparee a 
Pavance et de maniere distincte, afin d'etre prete a Pcmploi dans le cadre du procede 
de fabrication en phase solide des peptides de formule (I) et (P). 

I/utilisation de supports solides de ce type peut permettre d'utiliser des 
squelettes de resine de type polyethyleneglycol ou polyethyleneglycol-polystyrene, 
plus adaptes a la preparation de longs polypeptides que les resines de type 
polystyrene. 

De preference, les particules de resine presentent un Dv50 compris entre 1 et 
1000 fim. Le Dv50 est defini comme etant le 50eme centile de la distribution de taille 
des particules, c'est-a-dire que 50 % des particules ont une taille inferieure au Dv50 et 
50 % ont une taille superieure au Dv50. De maniere generale, le Dv50 est 
caracteristique du profil granulometrique (distribution volumetrique) des particules, et 
il peut etre determine par granulometrie laser (pour une taille inferieure a 200 (j.m), ou 
par tamisage (pour une taille superieure a 200 (.im). 

Un autre objet de Pinvention concerne un peptide greffe sur une resine polymere 
fonctionnalisee presentant la structure (VII) ou (VIP) : 

(VII) = x, 
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dans lesquelles, 
• represente un support solide, 
Trt represente un groupement triphenylmethyle eventuellement substitue par un 
ou plusieurs substituants, notamment choisi parmi les substituants chlore, 

5 methoxy, methyle, fluor et cyano, 
X| represente un fragment peptidique fonctionnalise sur son extremite C-
terminale. 

10 

15 

20 

25 

Procede d'obtention des peptides de formules CP et CD en phase solide 
Un autre objet de F invention concerne un procede de fabrication en phase solide 

des peptides (I) et (P) precedemment decrit. 
Ce procede en phase solide comprend une phase de fonctionnalisation suivie par 

une phase de synthese peptidique. 
La premiere etape comprend la fourniture d'une resine polymere fonctionnalisee 

presentant la structure : 

NH ^ (V) 

-Se 
Trt 

Ou (V') = 

dans lesquelles, 

H 
CO—N 

co- N' 
H 

• represente un support solide, 
Trt represente un groupement triphenylmethyle eventuellement substitue 
par un ou plusieurs substituants, notamment choisi parmi les substituants 
chlore, methoxy, methyle, fluor et cyano. 

30 

35 

La seconde etape du procede comprend le greffage d'un acide amine G? - AA 
sur la resine polymere fonctionnalisee (V) ou (V') obtenue a la premiere etape pour 
conduire au compose de structure (VI) : _ 

Se r Tr 
(VI) G3—AA-N 

/Trt' 
Se 

rrt\^ 
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Ou de structure (VF): 

(VF) G3—AA-r 

H 
CO—N 

Se 
CO-N-

dans lesquelles, 
• et Trt ont la mcme signification que dans le compose (V) ou (V'), 
AA. represente un residu d'acide amine comportant eventuellement un ou 
plusieurs groupements protecteurs ; 

10 G3 represente un atome d'hydrogene ou un groupement protecteur de la 
fonction amine N-terminale de AA. 

De preference 1'acide amine AA est protege a son extremite N-terminale par 
un groupement protecteur G3 labile en presence de base, de preference choisi parmi 
les groupements 2-(4-nitrophenylsulfonyl)ethoxycarbonyl (NSC) ou Fmoc. 

15 De preference, 1'acide amine AA comporte des groupements protecteurs sur la 
totaiite ou une partie (de preference la totalite) des fonctions presentes sur sa chaine 
laterale, et notamment les fonctions acide carboxylique (acides aspartique et 
glutamiques), amine (pour la lysine), alcool (pour la serine ou la threonine), phenol 
(pour la tyrosine), thiol ou selenol (pour la cysteine ou selenocysteine), guanidine 

20 (pour Farginine) et imidazole (pour 1'histidine). De tels groupements protecteurs sont 
cormus de l'homme du metier. On pourra se reporter par exemple a l'ouvrage de 
reference Protective groups in organic synthesis, 2eme edition, T. Greene et P. Wuts, 
John Wiley & Sons, Inc. 

De preference, 1'acide amine est active en presence d'HATU (2-(lII-7-
25 Azabenzotriazol-l-yl)— 1,1,3,3-tetramethyl uronium hexafluorophosphate 

Methanaminium), de PyBOP ou de BOP ou de maniere plus particulierement preferee 
en presence de PyBROP, ou encore sous forme d'un halogenure, notamment fluorure 
(c'est-a-dire qu'un atome de fluor est lie au groupement acyle du residu d'acide 
amine). 

30 L'acide amine reagit avec la fonction amine secondaire presente sur le support 
solide fonctionnalise pour former une liaison amide. Apres couplage de l'acide amine, 
on peut eventuellement proceder a la deprotection de celui-ci. 

Ainsi, 1'etape de fonctionnalisation consiste dans ce mode de realisation a creer 
un support solide amorce a partir d'un support solide prealablement fonctionnalise. 

35 La troisieme etape comprend la synthese peptidique a partir de l'acide amine 
AA greffe sur la resine polymere pour conduire au compose (VII) ou (VIF) : 
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(VII) 

(VIF) X{ N 

10 L'etape de synthese peptidique est effectuee de maniere analogue a ce qui a deja 
etc decrit precedemment, concernant la synthese peptidique en phase liquide, 1'amorce 
initiate etant fournie par l'acide amine A A greffe sur le support solide. 

Enfin, une fois la synthese peptidique terminee, on prevoit une reaction de 
separation (ou clivage) du polypeptide de son support, par coupure de la liaison entre 

15 Trt et Se pour conduire au compose (I) ou (F). De preference, la coupure s'effectue 
avec une solution d'acide trifluoroacetique comprenant les pieges a carhocations 
connus de l'homme du metier comme l'eau, le triisopropylsilane, le thiophenol, le 
thioanisole, I'anisole, le dimethylsulfure, etc... 

On peut egaiement eventuellement prevoir les deprotections adequates des 
20 chaines laterales des acides amines pour l'obtention du peptide fonctionnalise de 

formule (I) ou (F). 
Comme pour le procede en phase liquide, il est avantageux de prevoir a ce stade 

une etape de purification du compose, par exemple par chromatographic en phase 
liquide. 

25 
Procede de ligation native 

Un autre objet de I'invention concerne un procede de fabrication d'un 
polypeptide de formule (VIII) : 

(VIII) X,-Ci-X2-C2-...-cl.1-x,-...-cn.1-xtl 
30 dans lequel, 

Xj, X2,..„ Xj,..., Xn sont des fragments peptidiques, 
C|, C2, ..., Cj_i, ..., C„_i sont des residus d'acides amines portant une fonction 
thiol, ou selenol 
n est un entier superieur ou egal a 2, 

35 i est un nombre entier quelconque allant de 1 a n, 
ce procede comprenant une ou plusieurs etapes de reaction entre un compose de 
formule (IXj) : 
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(1X0 X'j - N(CH2CH2-Se-H)2 

dans laquelle : 
X'i represente X| 
et X'i represente Cj.i-X, pour i > 1 

5 et un compose de formule (Xj+1) : 
(Xi+1) Cj-Xin-...-Cn.i-Xn 

pour former un compose de formule (Xj) : 
(Xj) X' j-C.-X j+1 -... -Cn.i -X„ 

Le residu Cj est un residu d'acide amine comportant une fonction thiol ou 
10 selenol. Cette fonction thiol ou selenol peut etre en particulier une fonction beta-

amino thiol ou beta-amino selenol (auquel cas le residu Cj represente de preference le 
residu cysteine ou le residu selenocysteine), une fonction gamma-amino thiol ou 
gamma-amino selenol (auquel cas le residu C, represente de preference le residu 
homocysteine ou homoselenocysteine). 

15 L'invention permet de produire des polypeptides en enchainant successivement 
plusieurs reactions de ligation. Ceci peut s'averer approprie pour obtenir des 
polypeptides de grande taille, par exemple des polypeptides comprenant plus 
d'environ 100 residus d'acides amines. En effet, dans de tels cas la fabrication de 
polypeptides de formules (IXj) et (X,) par synthese directe peut avoir un faible 

20 rendement, et il est done avantageux d'utiliser deux ou plus de deux ligations 
successives, afin d'avoir a synthetiser directement uniquement des polypeptides 
comprenant par exemple moins d'environ 50 residus d'acides amines. 

A titre d'exemple, 1'utilisation de deux ligations successives permet d'obtenir un 
polypeptide comprenant environ 150 residus d'acides amines sans avoir a synthetiser 

25 directement de polypeptide comprenant plus d'environ 50 residus d'acides amines ; 
1'utilisation de trois ligations successives permet d'obtenir un polypeptide comprenant 
environ 200 residus d'acides amines sans avoir a synthetiser directement de 
polypeptide comprenant plus d'environ 50 residus d'acides amines. 

Le polypeptide de formule (VIII) peut etre obtenu en utilisant plusieurs 
30 methodes de ligation. D'autres methodes de ligation sont par exemple des methodes 

faisant intervenir des thioesters ou faisant intervenir des composes soufres particuliers 
tels que decrit dans le document WO 2011/051906. 

Le procede de fabrication du polypeptide de formule (VIII) selon I'invention 
comprend au moins une etape de reaction entre un compose de formule (IXj) et un 

35 compose de formule (Xj). 
Ainsi, le procede selon 1'invention permet d'obtenir un polypeptide de formule (VIII); 
chaquc X„ pour i entier entre 1 et n, etant un fragment peptidique ; et chaque Cj, pour i 
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entier entre 1 et n, etant un residu d'acide amine comportant une fonction thiol ou 
selenol, et notamment un residu cysteine ou selenocysteine selon un mode de 
realisation particulier, en utilisant n-1 ligations successives. 

Selon un mode de realisation de I'invention, le compose (IXj) peut etre obtenu a 
partir du compose (TX'j) : 

en presence d'au moins un compose reducteur des liaisons diselenium et/ou 
triselenium. En effet, le polypeptide de formule (IX'i) est alors reduit in situ et fournit 
le polypeptide de formule (IXj) pour la reaction de ligation. 

Selon un mode de realisation, le compose reducteur est choisi parmi la tris(2-
carboxyethyl)phosphine (TCEP), l'acide 4-mercaptophenylacetique (MP A A), le 
benzylmercaptan, le thiophenol, le DTT, le 2-mercaptocthylsulfonate de sodium 
(MESNa), le selenophenol. 

De maniere analogue a ce qui a etc decrit precedemment pour les composes (I) 
et (Iv), selon un mode de realisation, les composes (IXj) et (IX'j) peuvent etre formes 
par echange, a partir d'un segment SEA de structure X', - N(CH2CH2-S-G5)2 ou d'un 
thioester de structure X'j - S - Ri a l'aide des composes selenies de structure (IIF) ou 
(III"), eventuellement en presence de composes reducteur des liaisons disulfure et/ou 
diselenium, G5 representant II, un groupement protecteur des fonctions thiol ou une 
liaison disulfure et Rj representant H ou un groupement protecteur du soufre. 

Dans le cas ou i est egal a 1, les composes (IX,) et (IX'j) correspondent 
respectivement aux composes (I) et (P). 

De maniere generale, la reaction de ligation a partir du polypeptide de formule 
(IX'j) en tant que reactif peut etre plus pratique a mettre en ccuvre que la reaction de 
ligation directement avec le polypeptide de formule (IXj). En effet, le polypeptide de 
formule (IXj) a naturellement tendance a s'oxyder en le polypeptide de formule (IX'j), 
notamment sous faction de Foxygene de Fair. Par exemple, il est possible que le 
polypeptide de forme ouverte (IXj) s'oxyde dans le temps lorsqu'il est stocke sous 
forme lyophilisee. En d'autres termes, une preparation du polypeptide de formule 
(IXi) contient gcneralement necessairement en partie le polypeptide de formule (IX'j). 
La presence de ces deux formes peut compliquer la caracterisation et la purification. 
C'est pourquoi il peut etre plus simple de mettre en ccuvre la reaction de ligation par 
mise en contact du polypeptide de formule (IX'j) avec le polypeptide de formule (Xj), 
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le polypeptide a terminaison cyclique de formule (IX'j) etant reduit in situ en le 
polypeptide ouvert de formule (IXj). 

Pour les merncs raisons, meme lorsque la reaction de ligation est effectuee 
directement par mise en contact du polypeptide de formule (IXj) avec le polypeptide 

5 de formule (Xj), il est preferable d'utiliser lors de la reaction un ou plusieurs des 
composes reducteurs des liaisons diselenium mentionnes ci-dessus. 

La reaction de ligation intervient de preference en phase liquide, et notamment 
en milieu aqueux, par exemple dans un tampon phosphate. De preference, cette 
reaction est effectuee a un pH compris entre 4 et 8,5, de maniere plus particulicrement 

10 prefcree a un pH compris entre 5 et 7,5 et idealement a un pH voisin de 5,5. 
La reaction de ligation est effectuee de preference a une temperature comprise 

entre 0 et 50°C, et idealement a une temperature d'environ 37°C. La duree de la 
reaction est ajustee en fonction du choix des reactifs et des autres conditions de la 
reaction. La duree appropriee peut egaiement etre ajustee selon les resultats d'une 

15 analyse de chromatographic liquide - spectrometrie de masse au cours de la reaction. 
La duree appropriee sera typiquement de quelques heures a quelques jours. 

Chacun des polypeptides de formule (IXj) et (X,) est de preference present a une 
concentration comprise entre 0,01 et 50 mM, lors de la reaction. Le rapport de 
concentration molaire entre les polypeptides de formule (IX,) et (X,) lors de la reaction 

20 est de preference compris entre 2:3 et 3:2. 
La reaction de ligation decrite ci-dessus peut etre suivie d'une etape de 

purification du polypeptide de formule (Xj) obtenu, par exemple par chromatographic 
en phase liquide ou par toute autre technique usuclle. 

La cinetique de ligation selon la presente invention est significativement 
25 superieure a la cinetique de ligation obtenue avec des composes soufres deer its dans le 

document WO 2011/051906 ou avec des thioesters comme ceux enseignes par Kent et 
Dawson. 

Du fait de la rapidite de la ligation SeEA, elle peut etre realisee en presence 
d'autres groupements capables de participer a une reaction de ligation native, comme 

30 les segments SEA ou thioester. 
La combinaison des ligations SeEA et SEA constitue un outil tres performant 

pour la synthese totale de proteines. Pour la production d'une proteine qui doit etre 
synthetisee par ligation de plusieurs fragments on peut par exemple mettre en oeuvre 
la ligation SEA pour les jonctions faciles, et la ligation SeEA pour les jonctions 

35 difficiles. En effet, la ligation SeEA permet de former facilement des jonctions 
encombrees, en 4 heures par exemple pour la jonction Val-Cys, alors que ce type de 
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jonction demande des temps de ligation de 96 heures avec la ligation SEA ou et de 8 
heures pour la ligation NCL. 

Une autre fa?on interessante d'exploiter les ligations SeEA et SEA est la 
ligation one-pot sequentielle SeEA-SEA. Celle-ci peut etre mise en osuvre pour lier 

5 trois fragments sans isolcment et purification intermcdiaire (reaction dite en un pot) 
lorsque les jonctions ont un encombrcment sterique analogue. Un exemple de mise 
en ocuvre de cette variante est explicite ci-dessous. 

Selon un mode de realisation de I'invention, le procede de ligation de 
1'invention permet la fabrication a partir de trois fragments peptidiques d'un 

10 polypeptide represente par la formule (XII): 
(XII) = X,-C,-X2-C2-X3 

ledit polypeptide etant obtenu par un procede comprenant les etapes suivantes : 
a) reaction entre un compose de formule (XIII) ou (XIII') : 

(XIII) = R2-X, - N(CH2-CH2-Se-H)2 

15 

20 

(XIII') = R2 XrN 

et un compose de formule (XIV) ou (XIV') : 
(XIV) = H - Cj - X2 - N(CH2-CH2-S-H)2 

(XIV') = H CrX2-N | 

pour former le compose de formule (XV) ou (XV') : 
(XV) = R2-X,-C1-X2- N(CH2-CU2-S-H)2 

(XV) = R2—xrcrx2-N ? 
, u 

25 

b) reaction entre un compose de formule (XV) ou (XV') et un polypeptide de 
formule (XVI) : 

30 (XVI)H-C2-X3 

pour former le compose de formule (XII), 
dans lesquelles, 

R2 represente un groupement protecteur de la fonction N-terminale de Xi, 
Xi, X2, X3 representent, independamment les uns des autres, des fragments 

35 peptidiques, 
Ci et C2 representent, independamment l'un de Fautre, des residus d'acides 

amines porteurs d'une fonction thiol ou selenol. 
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De fa<?on analogue a ce qui est decrit precedemment pour 1'obtcntion des 
composes (I) et (F), les composes ci-dessus (XIII) et (XIIF) peuvent etre formes in 
situ, par echange a partir de reactifs de type (Ilia), (IIF) ou (III") en presence de 
composes SEA de structure R2 - Xi - SEA ou thioester de structure R2 - Xi - S - Ri, 

5 dans lequel Ri represente H ou un alkyle ou un aryle eventuellement substitue, 
permettant ainsi d'accelerer la deuxieme etape de ligation. 

Cette reaction de ligation one-pot de trois segments peut etre mise en ceuvre 
pour lier trois fragments sans isolement et purification intermediate (reaction dite 
«one-pot») lorsque les jonctions ont un encombrement sterique analogue. 

10 L'cncombrement des jonctions etant analogue, la ligation entre le compose (XIII) ou 
(XIIF) et le compose (XIV) ou (XIV') sera plus rapide que la cyclisation du compose 
(XIV) ou (XIV) par ligation SEA intramoleculaire, ou que la polymerisation du 
segment (XIV) ou (XIV') par ligation SEA intermoleculaire. Les ligations SEA 
intramoleculaire ou intermoleculaire sont decrites dans le document WO 

15 2011/051906. 

Production d'un polypeptide cyclique par auto-ligation native 
Les principes utilises pour la ligation native decrits ci-dessus peuvent egaiement 

etre utilises pour produire des polypeptides cycliques, par auto-ligation native d'un 
20 polypeptide (ligation d'une extremite du polypeptide avec 1'autre extremite du meme 

polypeptide). 
Un autre objet de I'invention concerne un procede de fabrication d'un 

polypeptide cycliquc de formule (XVII) : 
(xvn) = r Ci'X21 

25 X2 representant un fragment peptidique, et C| representant un residu d'acide 
amine comportant une fonction thiol ou selenol, 

ledit procede comprenant au moins une etape de reaction de ligation d'un polypeptide 
de formule (XVIII): 

(XVIII) H-C, -X2- N(CH2-CH2-Se-H)2 

30 avec lui-memc. 
Le polypeptide de formule (XVIII) comprend de preference entre 2 et 300 

residus d'acides amines, de preference entre 5 et 100 residus d'acides amines, de 
maniere plus particulierement preferee entre 8 et 50 residus d'acides amines. 

Le polypeptide de formule (XVIII) comprend un atome d'hydrogene et un 
35 residu Ci a l'extremite N-terminale, Ci ayant la signification indiquee ci-dessus. X2 

represente ici un fragment peptidique de la forme AAIAA2...AA„ ou n est un nombre 
entier superieur ou egal a 1 et chaque AA, represente un residu d'acide amine. 
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Le polypeptide de formule (XVIII) comprend de preference uniquement des 
residus d'acides amines choisis parmi les vingt residus d'acides amines 
proteinogeniques et la selenocysteine. Toutefois, selon un mode de realisation 
particulier, le polypeptide de formule (XVIII) comprend un ou plusieurs residus 

5 d'acides amines non- proteinogeniques, autres que la selenocysteine. 
Les residus d'acides amines du polypeptide de formule (XVIII) peuvent 

eventuellement etre proteges par des groupements protecteurs des chaines laterales. 
II est possible d'effectuer la reaction de ligation ci-dessus en mettant en 

presence le polypeptide de formule (XVIII') : 

avec au moins un compose reducteur des liaisons diselenium, qui est de preference tel 
que decrit ci-dessus. En effet, le polypeptide de formule (XVIII') est alors reduit in 

15 situ et fournit le polypeptide de formule (XVIII) pour la reaction de ligation. 
De maniere generale, meme lorsque la reaction de ligation est effectuee 

directement a partir du polypeptide de formule (XVIII), il est preferable d'utiliser lors 
de la reaction un ou plusieurs des composes reducteurs des liaisons diselenium 
mentionnes ci-dessus. 

20 En general, la cyclisation du polypeptide de formule (XVIII) n'est pas genee par 
des multimerisations concurrentes, si la reaction est effectuee en conditions 
suffisamment diluees. On peut par exemple utiliser une concentration de polypeptide 
de formule (XVIII) comprise entre 0,01 et 50 niM, typiquement d'environ 1 mM (ou 
eventuellement entre 0,01 et 0,1 mM en cas de risques serieux de multimerisations). 

25 Par ailleurs, les conditions prelerees de mise en oeuvre de la reaction de ligation 
sont les memes que celles decrites ci-dessus pour la reaction a partir des polypeptides 
de formule (IX) et (X). 

La reaction de ligation decrite ci-dessus peut etre suivic d'une etape de 
purification du polypeptide cyclique de formule (XVII) obtenu, par exemple par 

30 chromatographic en phase liquide ou par toute autre technique usuelle. 

Kit de synthese 
Un autre objet de I'invention concerne un kit de synthese de polypeptide 

comprenant un ou plusieurs peptides de formules (IXj) ou (IX'j), ou au moins un 
35 compose de formule (III') ou (III"), et eventuellement un ou plusieurs reactifs de 

couplage, de protection, de deprotection, ou des solvants. 

10 
(XVIII') = H C1 X2 N 

V^Se 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Svnthcse des composes I CSe?EA) et 2 (Se^EA) 

NaBH4 i 
Se metallique Na2Se2 + Na2Se3 + H2SeI 

Na2be3 /—\ f oe 
Na2Se2 HN + HN Se 

Sous balayage d'azote, de l'ethanol absolu V = 19 .mL est additionne goutte a 
goutte, sous agitation a un melange de selenium Se (940 mg, 11,9 mmol, 1,5 eq) et de 
borohydrure de sodium (NaBR*) (300 mg, 7,9 mmol) refroidi dans un bain de glace. 

10 Apres une reaction vive, le milieu reactionnel est porte a reflux pendant 1h30. Le 
diselenure de sodium Na2Se2 forme en solution est de couleur brun-rouge. 

A temperature ambiante, le bis(2-chloroethyl)amine hydrochloride (847 mg, 4,7 
mmol, 0,5eq) en solution dans un melange NaOHaq (0,5 M)/EtOH (1/1) V = 3 mL est 
additionnee goutte a goutte pendant 10 minutes sur la solution de Na2Se2 et Na2Se3 

15 precedente. Le milieu reactionnel est agite 45 minutes a temperature ambiante. 
Le milieu reactionnel est alors dilue V = 10 mL par une solution de NaOHaq 

(0,5M) puis extrait par du CH2C12 (3 * 30 mL). Les phases organiques sont alors 
rassemblees, sechees par du Na2S04, puis concentrees jusqu' a 1/3 du volume total. 

Le concentrat organique obtenu est alors extrait par une solution aqucuse 
20 d'acide trifluoroacetique (TFA) (10%) puis purifie directement par RP-HPLC : 

Colonne C18 X-bridge (d = 1,9 cm, L = 20 cm, 130 A, 5 jam), detection (IV 
(X = 215 nm), tampon A : H20/TFA (1:0,05% en v/v), tampon B : CH3CN/H2O/TFA 
(4:1:0,05% en v/v/v), isocratique : tampon A (3 min), puis gradient : tampon B (0 a 
50% en 9 min, 25 mL/min). 

25 Apres lyophilisation, les composes 1 (Se2EA) 230 mg (Rendement R=21 %) et 
les composes 2 (SeiEA) 240 mg (Rendement R= 16 %) sont obtenus sous forme d'une 
poudre jaune. 

Analyse LC-MS Chromatogramme RP-HPLC des composes I (SejEA) et 2 (SesEA) 
30 respectivement 

LC-MS : Tampon A : H20/TFA (1/0,1% v/v), Tampon B : CH3CN/H20/TFA 
(4/1:0,1% v/v/v). 
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RP-HPLC sur unc colonne CI 8 Xbridge BEH (300 A, 3,5 um, 4,6 x 150 mm) en 
utilisant un gradient lineaire 0-100% B en 30 min, debit 1 mL/min, detection UV (1 = 
215 nm). 

MS : Mode lonisation Electrospray positif, voltage cone 30V, analyseur 
quadripolaire. 

Le chromatogramme et le spectre de masse du compose 1 sont represents sur 
les figures la et lb respectivement. 

Le chromatogramme et le spectre de masse du compose 2 sont representes sur 
les figures 2a et 2b respectivement. 

Exemple 2 : Synthese et isolement des segments SeEA selon. 1* invention par echange, 
a partir de segments SEA. 

Synthese du peptide 8 : H-ILKEP VIJGA -SEA 
15 La methode de synthese de ce peptide est decrite dans le document Ollivier, N.; 

Dheur, J.; Mhidia, R.; Blanpain, A.; Melnyk, O. Organic letters 2010, 12, 5238-41. 

Synthese du peptide 9 : H-JLKEP VHGA -SeEA 

HN7 XSe 
S 

Se 
r^S ,Se TCEP 200 mmol/L / x « itur zuummoi/L / 

H-ILKEPVHGA—N i 1 ^ H-ILK EPVHGA—N i 
, oC 

8 H20, pH=5.5, T=37°C 9 

20 La reaction est realisee dans une boite a gant (la concentration en dioxygcne est 
inferieure a 50 ppm) sous atmosphere d'azote. Une solution de TCEP a 200 mmol/L 
est preparee dans un tampon phosphate 0,1M a pH = 7,2. Le pH de la solution 
TCEP/MPAA obtenue est ajuste a pH = 5,5. 

Le peptide 8 (3,8 mg, 3 fimol) et du linker Sc^EA 2 (8,4 mg, 28 pmol, 10 eq) 
25 sont dissous dans la solution precedente de TCEP V = 297 (iL. Le milieu reactionnel 

est agite 24 h a 37°C. 
En fin de reaction, le milieu reactionnel est dilue V = 2 mL par une solution de 

TFA (0,1 %) puis purifie directement par chromatographic liquide haute performance 
en phase inverse (RP-HPLC) (Colonne C18 Mucleosil (d= 1 cm, L=20 cm, 120 A, 5 

30 (.im), detection UV (1 = 215 nm), tampon A : H2O/TFA (1:0,05% en v/v), tampon B : 
CH3CN/H2O/TFA (4:1:0,05% en v/v/v), gradient : tampon B (0 a 20% en 5 min puis 
20 a 42% en 60 min. 6 mL/min)). 1,96 mg de peptide 9 sont obtenus (rendement 
62%). 
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Analyse LC-MS Chromatogramme RP-HPLC du peptide 9 
LC-MS : Tampon A : H20/TFA (1/0,1% v/v), Tampon B : CH3CN/H20/TFA 

(4/1:0,1% v/v/v). 
5 RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (300 A, 3,5 um, 4,6 x 150 mm) en 

utilisant un gradient lineaire 0-100% B en 30 min, debit 1 mL/min, detection UV (X = 
215 nm). 

MS : Mode lonisation Electrospray positif, voltage cone 30V, analyseur 
quadripolaire. 

10 La figure 3a correspond au chromatogramme de la solution apres un temps de 
reaction t de 0,8 h. Pour t = 0,8 h, la reaction d'echange n'est pas terminee, en effet, le 
pic correspondant au peptide 8 est encore present en quantite significative. 

La figure 3b correspond au chromatogramme de la solution apres un temps de 
reaction t de 6 h et la figure 3c est le spectre de masse correspondant. Ce 

15 chromatogramme montrc que la reaction d'echange est terminee. 
Les figures 4a et 4b correspondent au chromatogramme et au spectre de masse 

du peptide 9 apres purification. 

Exemple 2bis: Synthase et isolement des segments SeEA de grande taille selon 
20 Finvention par echange. a partir de segments SEA. 

Synthese du peptide 15 : H-IRNCHGKGRSYKGTVSITKSGIK-SEA 
La methode de synthese de ce peptide est decrite dans le document Ollivier, N.; 
Dheur, J.; Mhidia, R.; Blanpain, A.; Melnyk, O. Organic letters 2010, 12, 5238-41. 

25 
Synthese du peptide 16 : H-IRNCIIGKGRSYKGTVSITKSGlK-SeEA 

HN7 %Se 

30 'X-g, TCEP 20 mmol/L 

H-IRNCI1GKGRSYKGTVS1TKSGIK-N „ H-IRNaiCKCRSYKCTVSITKSCIK-N^f 
\ Je 

15 HjC), pll=4,2, T=370C M 

35 
La reaction est rcalisee sous atmosphere d'azote. Une solution de TCEP a 20 

mmol/L est preparee dans un tampon acetate 0,1M a pH=5,5. Le pH de la solution 
TCEP obtenue est ajuste a pH= 4,2. 
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Le peptide 15 (4 mg, 1,4 p,mol) et du linker Se3EA 2 (4,4 mg, 14,3 |.imol, 10 eq) 
sont dissous dans la solution precedente de TCEP V= 719 jul. Le milieu reactionnel est 
agite24 ha37°C. 

En fin de reaction, le milieu reactionnel est dilue V=3 mL par une solution de 
5 TFA (0,1%) puis purifie directement par chromatographic liquide haute performance 

en phase inverse (RP-HPLC) (Colonne C18 Nucleosil (d=l cm, L=20 cm, 120 A, 5 
|.im), detection UV (k = 215 nm), tampon A : H20/TFA (1:0,05% en v/v), tampon B : 
CH3CN/H2O/TFA (4:1:0,05% en v/v/v), gradient : tampon B (0 a 20% en 5 min puis 
20 a 42% en 60 min, 6 mL/min)). 1,8 mg de peptide 16 sont obtenus (Rendement 

10 38%). 

Analyse LC-MS Chromatogramme RP-HPLC du peptide 16 
LC-MS : Tampon A : H20/TFA (1/0,1% v/v), Tampon B : CH3CN/H20/TFA 

(4/1:0,1% v/v/v). 
15 RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BE! I (300 A, 3,5 |xm, 4,6 x 150 mm) en 

utilisant un gradient lineaire 0-100% B en 30 min, debit 1 mL/min, detection UV (X = 
215 nm). 

MS : Mode lonisation Electrospray positif, voltage cone 30V, analyseur 
quadripolaire. 

20 La figure 13 correspond au chromatogramme de la solution apres un temps de 
reaction t de 24 h. Le pic correspondant au peptide 16 est bien present et indique que 
la reaction d'echange est terminee. 

Les figures 14a et 14b correspondent respectivement au chromatogramme et au 
spectre de masse du peptide 16 apres purification. 

25 
Exemple 3 : Ligation native avec des composes a base de selenium selon I'invention 
ou a base de soufre selon Fart anterieur 

Synthese du peptide 3, SEQ ID NO : 1 Ac-GFGQGFGG-OH 
30 La methode de synthese de ce peptide est decrite dans le document Ollivier, 

N.; Dheur, Mhidia, R.; Blanpain, A.; Melnyk, O. Organic letters 2010, 12, 5238-
41. 

35 
Synthese du peptide 4 : Ac-GFGQGFGG-SeEA 

HN |e , PyBOP, DIEA 
06 

Ac-GFGQGFGG-OH — Ac-GFGQGFGG—N Se 
3 DMF, RT 4 
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Le peptide 3 (50 mg, 0,07 mmol) et la molecule 1 (30 mg, 0,13 mmol, 2 eq) 
sont dissous dans V ;= 3,5 mL de DMF (/V,/V-dimethylformamide) suivi par l'ajout de 
benzotriazol-1 -yloxy-tripyrroiidinophosphoniumhexafluorophosphate (PyBOP) (68 

5 mg, 0,14 mmol, 2 eq). De la N,Ar-diisopropylethylamine (DIEA) est alors additionnee 
(45 jaL, 0,28 mmol , 4 eq). Le milieu reactionnel est agite 1,5 heures a temperature 
ambiante puis precipite dans un melange froid d'ether diethylique/heptane (75 mL, 1:1 
v/v), centrifuge, puis dissous dans un minimum d'eau et lyophilise. 

Le peptide 4 brut est purifie directement par chromatographic liquide haute 
10 performance en phase inverse (RP-HPLC) (Colonne C18 Nucleosil (d = 1 cm, L = 20 

cm, 120 A, 5 (.im), detection UV (k= 215nm), tampon A : H2O/TFA (1:0.05% en 
v/v), tampon B : CH3CN/H2O/TFA (4:1:0,05% en v/v/v), gradient : tampon B (0 a 
20% en 5 min puis 20 a 42% en 60 min, 6 mL/min)). 15 mg de peptide 4 sont obtenus 
(Rendement 24 %). 

15 
Analyse LC-MS Chromatogramme RP-HPLC du peptide 4 

LC-MS : Tampon A : H20/TFA (1/0,1% v/v), Tampon B : CH3CN/I120/TFA 
(4/1:0,1% v/v/v). 

RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (300 A, 3,5 pm, 4,6 x 150 mm) 
20 en utilisant un gradient lineaire 0-100% B en 30 min, debit 1 mL/min, detection UV 

(k = 215 nm). 
MS : Mode lonisation Electrospray positif, voltage cone 30V, analyseur 

quadripolaire. 
Les figures 5a et 5b representent respectivement le chromatogramme et le 

25 spectre de masse du peptide 4 apres purification. 

Synthese du peptide 5 : Ac-GFGQGFGG-SEA 
La methode de synthese de ce peptide est decrite dans le document Ollivier, 

N.; Dheur, J.; Mhidia, R.; Blanpain, A.; Melnyk, O. Organic letters 2010, 12, 5238-
30 41. 

Synthese du peptide 6, SEQ II) NO : 2 H-CILKEP VHGA -NH2 

La methode de synthese de ce peptide est decrite dans le document Ollivier, 
N.; Dheur, J.; Mhidia, R.; Blanpain, A.; Melnyk, O. Organic letters 2010, 12, 5238-

35 41. 
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Synthese du peptide 7, SEQ ID NO: 3 Ac-GFGQGFGGCILKEPVHGA -NH2 par 
ligation SeEA. Comparaison de la reactivite du peptide 4 Ac-GFGQGFGG-SeEA et 
du peptide 5 Ac-GFGQGFGG-SEA 

5 
r^x MPAA 100 mmol/L, TCEP SOO mmol/L 

Ac-GFGQGFGG-N £ + H-CILKEPVHGA-NH2 * Ac-GFGQGFGGCILKEPVHGA-NH2 
4X=Se ^ H20, guanidine 3M, pH-7.2, T=37°C 
5 X= S 7 

10 a- Cinetique et rendement de ligation du peptide 4 Ac-GFGQGFGG-SeEA avec 
le peptide 6 H-CILKEPVHGA-NH2 

La ligation SeEA du peptide 4 avec le peptide 6 est realisee dans une boite a gant 
(concentration en dioxygene inferieure a 50 ppm) sous atmosphere d'azote. Une 
solution de guanidine 3 M est preparee dans un tampon phosphate 0,2M a pH = 7,3. 

15 De la tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP, 28,6 mg, 0,1 mmol) et de l'acide 3-
mercaptophenylacetique (MPAA, 16,8 mg, 0,1 mmol) sont alors additionnes. Le pH 
de la solution TCEP/MPAA/Guanidine obtenue est ajuste a pH = 7,2. 
Les peptides 4 (4,9 mg, 5 fimol) et 6 (10,6 mg, 7,6 |imol, 1,5 eq) sont dissous dans la 
solution precedente de TCEP/MPAA/Guanidine (1,5 mL). Le milieu reactionnel est 

20 agite 24 h a 37°C. 
La reaction de ligation terminee, le milieu reactionnel est dilue par de 1'eau V = 3 mL 
puis acidifie par une solution de TFA (10%) V = 1 mL puis le MPAA est extrait a 
Fether par 3 fois 6,5 mL. 

Le produit de ligation 7 en phase aqueuse est purifie directement par 
25 chromatographie liquide haute performance en phase inverse (RP-HPLC) (Colonne 

C18 Nuclcosil (d = 1 cm, L = 20 cm, 120 A, 5 [xm), detection UV (A, - 215 • nm), 
tampon A : H2O/TFA (1:0,05% en v/v), tampon B : CH3CN/H2O/TFA (4:1:0,05% en 
v/v/v), gradient: tampon B (0 a 20% en 5 min puis 20 a 42% en 60 min , 6 mL/min). 
5,6 mg de peptide 7 sont obtenus (Rendement 54 %). 

30 
Analyse LC-MS Chromatogramme RP-HPLC du peptide 7 

LC-MS : Tampon A : ILO/TFA (1/0,1% v/v), Tampon B : CH3CN/H20/TFA 
(4/1:0,1% v/v/v). 

RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (300 A, 3,5 (im, 4,6 x 150 mm) 
35 en utilisant un gradient lineaire 0-100% B en 30 min, debit 1 mL/min, detection UV 

(k = 215 nm). 
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MS : Mode lonisation Electrospray positif, voltage cone 30V, analyseur 
quadripolaire. 

Les figures 6a et 6b representent respectivement le chromatogramme et le 
spectre de masse du peptide 7 apres purification. 

5 
b- Cinetique de ligation du peptide 5 Ac-GFGQGFGG-SEA avec le peptide 6 H-

CILKEPVHGA-NHz 

La reaction de ligation SEA du peptide 5 avec le peptide 6 est realisee strictement 
dans les memes conditions. 

10 Comparaison des cinetiques 
La figure 7 represente une comparaison des cinetiques de reaction de la 

ligation pour la formation du peptide 7, avec un compose a base de selenium (peptide 
4) selon I'invention, courbe representee par le symbole • ou avec un compose a base 
de soufre (peptide 5) selon l'etat de la technique, courbe representee par le symbole A. 

15 La figure 7 montre une vitesse de reaction plus grande pour la reaction de 
ligation selon 1'invention, courbe representee par le symbole •. 

Exemple 4 ; Comparaisoa des cin.eti.ques de ligation pour les methodes SeEA, SEA et 
NCL (chimie des thioesters) 

20 
Synthese du peptide 15a : H-ILKEPVHGV-SEA 

La methode de synthese de ce peptide est decrite dans le document Ollivier, N.; 
Dheur, J.; Mhidia, R.; Blanpain, A.; Melnyk, O. Organic letters 2010, 72,5238-41. 

25 Synthese du peptide 15b : H-ILKEPVHGV-SeEA 
A partir du peptide 15a, la methode de synthese du peptide 15b est strictement 

identique a celle utilisee pour la synthese du peptide 9. 

Synthese du peptide 15c: H-ILKEPVHGV-MPA (MPA = acide 3-mercapto 
30 propionique) 

La methode de synthese de ce peptide est decrite dans le document Dheur, J.; 
Ollivier, N.; Vallin, A.; Melnyk, O. Journal of Organic Chemistry 2010, 76,3194-
3202. 

35 
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Comparaison des cinetiques de ligation du peptide 15a/15b/15c H-ILKEP VHG V-R 
avec le peptide 6 H-CILKEP VHG A -NH? pour les methodes de ligations SeEA, SEA et 
NCL 

TCEP 2» MPAA 20ft mmolfL 
5 11-ILK.EP'VHCiV—• H-OLKEPVUOA-NHi — —H«EfW6¥OLffiWHGtft-NH2 

HjO., pH-7,2, T«3T€ 
IS f IS 

"-O R=-0 
15b %m 

10 Les differentes ligations du peptide 15a ou 15b ou 15c avec le peptide 6 sont 
realisees separement dans une boite a gant ([O2] <50 ppm) sous atmosphere d'azote. 
Une solution de TCEP a 200 mmol/L est preparee dans un tampon phosphate 0,1M a 
pB=7,2. L'acide 3 -mercaptophenylacet ique (MPAA 33 mg, 0,2 mmol) est alors 
additiontie. Le pH de la solution TCEP/MPAA obtenue est a juste a pH= 7,2. 

15 Les peptides 15a ou 15b ou 15c et 6 (1,5 eq) sont dissous separement dans la solution 
precedente de TCEP/MPAA a unc concentration de 3 mmol/L. Le milieu reactionnel 
est agite 24 h a 37°C. La cinetique de formation du produit de ligation 16 est suivie en 
HPLC. 

20 La figure 12 permet la comparaison de la cinetique de reaction de formation du 
peptide 16 selon la methode de ligation SeEA, SEA ou NCL (chirnie des thioesters). 

Dans la figure 12, la courbe symbolisee par • correspond a la formation du 
peptide 16 a partir du peptide 15b, la courbe symbolisee par • correspond a la 
formation du peptide 16 a partir du peptide 15a et la courbe symbolisee par • 

25 correspond a la formation du peptide 16 a partir du peptide 15c. 
La figure 12 montre une vitesse de reaction de ligation SeEA (courbe 

symbolisee par •) superieure a celle de la methode NCL (courbe symbolisee par •), 
elle-meme bien superieure a celle de la methode SEA (courbe symbolisee par •). 

30 .Exemple 5 : Formation de segments SeEA in situ par echange et ligation simultanee -
Catalyse de la reaction de ligation 

11-Synthese du peptide 10: H-ILKEP VHGY-SEA 
La methode de synthese de ce peptide est decrite dans le document Ollivier, 

35 N.; Dheur, J.; Mhidia, R.; Blanpain, A.; Melnyk, O. Organic letters 2010, 12, 
5238-41. 
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a- Cinetique de ligation du peptide 10 H-ILKEP VHG Y-SEA avec le peptide 6 
H-CILKEPVHGA-NH2 en presence du linker 2 SesEA pour conduire au peptide 11, 
SEQ ID NO : 4 H-ILKEPVHGYCILKEPVHGA-NH2 

„ HN^ ^Se k_ > v_s| ^ TCEP 200 mmol/L 
H-ILKEPVHGY ~N | + H-CILKEPVHGA-NH, ^ H-ILKEPVHGYCILKEPVHGA-NH2 

10 g H20, pH=7.2, T=37°C „ 

La ligation SEA du peptide 10 avec le peptide 6 est realisee dans une boite a 
10 gant (concentration en dioxygene inferieure a 50 ppm) sous atmosphere d'azote. Unc 

solution de TCEP a 200 mmol/L est preparee dans un tampon phosphate 0,1 M a pH 
7,2. 

Les peptides 10 (1 mg, 0,6 [imol) et 6 (1,4 mg, 1 |imol, 1,5 eq) ainsi que le 
linker 2 Se.iEA (5,8 mg, 0,02 mmol, 28 eq) sont dissous dans la solution precedente de 

15 TCEP (94 |iL). Le milieu reactionnel est agite 24 h a 37°C. La cinetique de formation 
du produit de ligation 11 est suivie en HPLC. 

b- Comparaison de la cinetique de ligation du peptide 10 H-ILKEPVHGY-
SEA avec le peptide 6 H-CILKEPVHGA-NH2 en presence de MPAA 

20 
r^s TCEP 200 mmol/L, MPAA 200 mmol/L M 11 KFWHrvrii KFPVHCA m H-ILKEPVHGY—N 4 + H-CILKEPVHGA-NH, -+• H-ILKEPvHbYClLKtPVHbA-NH2 

H20, pH=7.2, T=37°C 
10 6 11 

La ligation SEA du peptide 10 avec le peptide 6 est realisee dans une boite a 
gant (concentration en dioxygene inferieure a 50 ppm) sous atmosphere d'azote. Une 

25 solution de TCEP a 200 mmol/L est preparee dans un tampon phosphate 0,1M a pH 
7,2. L'acide 3-mercaptophenylacetique (MPAA 33 mg, 0,2 mmol) est alors 
additionne. Le pll de la solution TCEP/MPAA obtenue est ajuste a pH= 7,2. 

Les peptides 10 (1 mg, 5 ^mol) et 6 (10,6 mg, 7,6 p^mol, 1,5 eq) sont dissous 
dans la solution precedente de TCEP/MPAA (94 |xL). Le milieu reactionnel est agite 

30 24 h a 37°C. La cinetique de formation du produit de ligation 11 est suivie en HPLC. 

La figure 8 permet la comparaison de la cinetique de reaction de formation du 
peptide 11 en presence ou non du compose 2 selon I'invention. 

Dans la figure 8, la courbe symbolisee par • correspond a la ligation selon 
35 I'invention du peptide 10 en presence du compose selenie 2 et la courbe symbolisee 

par • correspond a la ligation selon I 'art anterieur du peptide 10 sans compose 
selenie mais en presence de MPAA. 
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La figure 8 montre une vitesse de reaction plus elevee lorsque le compose 2 est 
present. 

Exemple 6 ; Ligation seauen.tie.lle en one-pot de trois segments a l'aide des ligations 
5 SeEA et SEA 

Synthese du peptide 12 : H-C(StBu)HHLEPGG-SEA 
La methode de synthese de ce peptide est decrite dans le document Ollivier, 

N.; Dheur, J.; Mhidia, R.; Blanpain, A.; Melnyk, O. Organic letters 2010,12, 
10 5238-41. 

Synthese du peptide 14, SEQ ID NO: 5 Ac-GFGQGFGG-CHHLEPGG-
CILKEPVHGA-NH2 par ligation des segments 4 Ac-GFGQGFGG-SeEA , 12 H-
C(StBu) IIIILEPGG-SEA et 6 H-CILKEP VIIGA -NH2 

15 

f Nse /—S Ac-GFGQGFGG—N 1 + H~C(StBu)HHLEPGG~N J 
4 SvwSe 12 ^—' 

MPAA 200 mmoi/L 
TCEP 200 mmol/L 

Tampon phosphate 
Guanidine 
pH = 7,2 
T = 37°C 

/ ^OLJ 

Ac-GFGQGFGGCHHLEPGG-N , 
13 

H-CILKEPVHGA-NH2 
6 

'f 

Ac-GFGQGFGGCHHLEPGGCILKEPVHGA-NH2 

14 

- Etape 1 
Le chiorhydrate de guanidine (Gdn,l IC1, 573,18 mg, 6 mmol) est dissous dans 

20 du tampon phosphate 0,1 M pH=7,3 (1 mL final, 6M). 
L'acide 4-mercaptophenylacetique (MPAA, 33,83 mg, 0,2 mmol) et le 

chiorhydrate de /m"(2-carboxyethyl)phosphine (TCEPJ1C1, 57,37 mg, 0,2 mmol) sont 
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dissous dans cette solution (1 mL). 6M NaOH est ajoute pour ajuster le pH de la 
solution a 7,37. 

Les peptides 4 Ac-GFGQGFGG-SeEA (5,33 mg, 5,4 fimol) et 12 II-
C(StBu)HHLEPGG-SEA (7,59 mg, 5,4 (.imol) sont dissous ensemble dans la solution 

5 precedente (780 |iL).Le milieu reactionnel est place dans un bain tfaermostate a 37°C 
sous atmosphere inerte. 

La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEIl (4,6 x 
250 mm, 300 A, 5 j.im) (215 nm, 1 mL/min, 30°C, tampon A eau contenant 0,1% 
TFA, tampon B CHsCN/eau 4/1 contenant 0,1% TFA, 0-100% B en 30 min). Pour 

10 cela, un aliquot (2 juL) de milieu reactionnel est acidifie avec 10% TFA aqueux, 
extrait avec Et20 pour eliminer MPAA avant 1'analyse. 

On obtient de cette fa?on le peptide 13 Ac-GFGQGFGG-CHHLEPGG-SEA en 
solution. 

Les figures 9a et 9b representent respectivement le chromatogramme et le 
15 spectre de masse du peptide 13. 

- Etape 2 
Apres 4 h 35 de reaction, le peptide 6 H-CILKEPVHGA-NH2 (11,06 mg, 8,1 (.imol) 
est ajoute solide au milieu reactionnel. La reaction est placee a 37°C sous atmosphere 

20 inerte. 
La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEI I (4,6 x 250 
mm, 300 A, 5 fim) (215 nm, 1 mL/min, 30°C, tampon A eau contenant 0,1% TFA, 
tampon B CILCN/eau 4/1 contenant 0,1% TFA, 0-100% B en 30 min). Pour cela, un 
aliquot (2 |iL) de milieu reactionnel est acidifie avec 10% TFA aqueux, extrait avec 

25 Et20 pour eliminer MPAA avant 1'analyse. 
Lorsque la reaction est complete, le milieu reactionnel est dilue avec de l'eau (4 mL) 
et du TFA 10% aqueux (1 mL) est additionne. Apres 4 extractions avec Et20 (4x4 
mL), la phase aqueuse est degazee pendant 2 minutes par bull age d'argon. Apres 
purification par RP-HPLC sur une colonne CI8 nucleosil 120 A, 5 fim (215 nm, 6 

30 mL/min, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/water 4/1 contenant 
0,05% TFA, 0-10% B en 5 min. puis 10-100% B en 150 min), on obtient 6 mg (36%) 
de peptide 14 Ac-GFGQGFGG-CI IIILEPGG-CII .KEPVHGA-NH1. 

Les figures 10a et 10b representent respectivement le chromatogramme et le 
spectre de masse du compose 14 avant purification. 

35 Les figures 11a et 11 b representent respectivement le chromatogramme et le spectre 
de masse du compose 14 apres purification. 
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REVENDICATIONS 

1. Peptide fonctionnalise choisi parmi: 
a) le peptide de formule (I): Xi-N(CH2CH2SeH)2; ou 

{ Se 
b) le peptide de formule (F) : X1 N I ; 

dans lesquels Xi represente un fragment peptidique et le groupement 
10 -N(CH2CH2SeH)2 ou / forme une liaison amide avec la terminaison 

—N I 
Se 

C=0 du residu d'acide amine du fragment peptidique Xi qui est en position C-
terminale. 

15 2, Peptide fonctionnalise selon la revendication 1, dans lequel Xi comprend de 2 a 
300 residus d'acides amines, de preference de 5 a 100 residus d'acides amines, de 
maniere plus particuliercment preferee de 8 a 50 residus d'acides amines. 

3. Procede d'obtention d'un peptide fonctionnalise selon la revendication 1 ou selon 
20 la revendication 2, comprenant les etapes al et bl suivantes : 

al) synthese peptidique pour fournir un polypeptide de formule (11): 
(It) XrOH 

comportant de preference des groupements protecteurs sur ses fonctions amines 
et acides carboxyliques, a 1'exception de sa fonction acide carboxylique C-

25 terminate, 
bl) fonctionnalisation du polypeptide obtenu a l'etape a) comprenant : 

- la reaction du polypeptide de formule (II) avec un 
compose amine choisi parmi : 

(Ilia) NH(CH2-CH2-Se-G,)2 

Se 
(*"') HNV se 

dans laquelle Gi represente un groupement protecteur du 
selenium ou un atome d'hydrogene, 

35 en phase liquide, pour former le polypeptide de formule (la) 
XrN^IhCHrSe-GOi, ou (F); 
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— eventuellement la deprotection du polypeptide de 
formule (la) pour conduire au compose de formule (I), 

ou les etapes a2 et b2 suivantes 
a2) 1'utilisation 

du compose de formule (IV) ou (IV") : 
(IV) Xi--N(CH2CH2-S-H)2; 

(IV") X, — N ? 
V--"S 

10 - d'un peptide fonctionnalise par un groupement porteur 
d'une fonction thioester (IV') = Xi -SR et R represente 
un groupement alkyle ou aryle eventuellement substitue, 

b2) la reaction entre le compose de formule (IV) ou (IV") ou le compose de 
formule (IV') avec le compose amine de formule (III') ou (III"): 

15 

30 

(,IF) HN f e 
V_^Se 

20 HN te 

en phase liquide, pour former le peptide de formule (I) ou (P), 

25 4. Compose susceptible d'etre utilise dans le procede selon la revendication 3 choisi 
parmi: 

/ Se 
a) le compose de formule (III'): 

Se 
\ 

b) le compose de formule (III") : HN p>e 

Se 

35 5. Procede de fabrication des composes de formules (III') et (III") selon la 
revendication 4, comprenant la reaction suivante de traitement par un hydrure 
metallique NaBIl4, LiBBLt, ou L1AIH4: 
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Se metallique 

suivie de la reaction : 

NaBH4 
+ Na,Se, + H0Set 

CI' 
H 
N, 

'CI 

Na2Se3 

Na2Se2 

Na2Se2 • 1102^^3 1 * >2v 

HN^ ^ ?6 + HI 
V_.Se 

"Se 
\ 
Se 
/ 

-Se 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

6. Procede d'obtention d'un peptide selon la revendication 1 ou 2, comprenant les 
etapes suivantes : 

a) Fourniture d'une resine polymere fonctionnalisee presentant la 
structure (V): Se_ 

(V) NH 

Ou la structure (V) : 

(V') NH 

Se 

-Se, 

"Trt 

Trt'" 

Trt—CO- -H 
/TrtCO—N 

, Qp H dans lesquelles, oe 

• represente un support solide, 
Trt represente un groupement triphenylmethyle eventuellement substitue 

par un ou plusieurs substituants, notamment choisi parmi les substituants 
chlore, methoxy, methyle, fluor et cyano. 

b) Greffage d'un acide amine sur la resine polymere fonctionnalisee 
obtenue a Petape a) pour conduire au compose de structure (VI) : 

(VT) G3—AA-N 

Se. 

Se 

Trtx 

-Trt" 

Ou de structure (VP) : 

(VF) 
Se H 

Trt—CO—N 
G3—AA-N X 

/-Trt—CO—N' 
Se H 
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dans lesquelles, 
• et Trt ont la meme signification que dans le compose (V) ou (V'), 
A A represente un residu d'acide amine comportant eventuellement un 

ou plusieurs groupements protecteurs ; 
(j3 represente un atome d'hydrogene ou un groupement protecteur de la 

fonction amine N-terminale de AA, 
c) Synthese peptidique a partir de l'acide amine A A pour conduire au 

compose (VII) ou (VIF) : 
-Se. 

(VII) X1 N 

Se 
-Trt"" 

H 
15 "Trt—CO—N 

(VIF) Xf 

Trt—CO N 
H 

dans lesquelles, 
20 • represente un support solide, 

Trt represente un groupement triphenylmethyle eventuellement substitue 
par un ou plusieurs substituants, notamment choisi parmi les substituants 
chlore, methoxy, methyle, fluor et cyano, 
Xi represente un fragment peptidique, 

25 d) Coupure de la liaison entre Trt et Se pour conduire au compose (1) ou 
(F). 

7. Procede selon la revendication 6, dans lequel le greffage d'un acide amine sur la 
resine polymere comprend la mise en presence de la resine fonctionnalisee (V) ou 

30 (V) avec un halogenure d'acide amine ou avec un acide amine et un agent 
d'activation, choisi de preference parmi 1'HATU, le PyBOP, le BOP, le PyBROP, 
de maniere plus particulierement preferee !'HATU. 

8. Resine polymere fonctionnalisee susceptible d'etre utilisee dans le procede selon la 
35 revendication 6 ou 7, presentant la structure (V): 
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(V) 

Ou la structure (V') : 

(V) 

Se. 

NH 

-Se 

Ti 

-Trt 

Se H 
Trt—CO—N 

NH 

z-Trt—CO—N 
Se H 

dans lesquelles, 
• represente un support solide, 
Trt represente un groupement triphenylmethyle eventuellement substitue 
par un ou plusieurs substituants, notamment choisi parmi les substituants 
chlore, methoxy, methyle, fluor et cyano. 

9. Resine polymere comprenant un fragment peptidique repondant a la formule (VII) 
ou (VIF): 

(Vii) x—N 

-Se. 

Se 

"Ti 

-Trt 

(VIF) 
Se H 

Trt—CO—N 
X—N \ 

/-Trt—CO—N 
-Se H 

dans lesquelles, 
• represente un support solide, 
Trt represente un groupement triphenylmethyle eventuellement substitue 
par un ou plusieurs substituants, notamment choisi parmi les substituants 
chlore, methoxy, methyle, fluor et cyano, 
Xj represente un fragment peptidique. 

10. Resine polymere selon la revendication 8 ou 9, dans laquelle le support solide • 
est choisi parmi un polystyrene, un polyacrylamide, un polyethyleneglycol, une 

35 cellulose, un polyethylene, un polyester, un latex, un polyamide, un 
polydimethylacrylamide, un copolymere polyethyleneglycol-polystyrene, un 
copolymere polyethyleneglycol-polyacrylamide et leurs derives. 
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11. Procede de fabrication de la resine polymere selon l'une des revendications 8 a 10, 
comprenant: 

a) la fourniture d'un support solide fonctionnalise par des groupements 
5 -Trt ou -NH-CO-Trt; 

b) reaction de la fonction Trt du support solide avec le compose amine de 
formule (III) : NH(CH2-CH2-Se-H)2 

Trt ayant la meme definition que dans les revendications 8 a 10. 

10 12. Procede de fabrication d'un polypeptide de formule (VIII): 
(VIII) XrC,-X2-C2-...-Cj-i-Xi-.. .-C„.,-X„ 

dans lequel, 
Xi, X2,..., Xj,..., X„ sont des fragments peptidiques, 
Ci, C2, ..., Cj.i, ..., Cn.i sont des residus d'acides amines portant une fonction 

15 thiol ou selenol, 
n est un entier superieur ou egal a 2, 
i est un nombre entier quelconque allant de 1 a n, 
ce procede comprenant une ou plusieurs etapes de reaction entre un compose de 
formule (IX,) : 

20 (IX,) X', - N(CH2CH2-Se-H)2 

dans laquelle, 
X'i represente Xj 
X'j represente Cj.|-Xj pour i > 1 

et un compose de formule (Xj+i) : 
25 (Xi+i) Cj-Xj+i-...-Cn-i-Xn 

pour former un compose de formule (X,): 
(Xi) X'i-Cj-Xi+1".. .-Cn-l-Xn 

13. Procede selon la revendication 12, dans lequel le compose (IX,) est forme a 
30 partir du compose (IX'j) : 

/ ^ Se 
(IX'O = X'-N I 

V_^Se 

par la mise en presence d'au moins un compose reducteur des liaisons diselenium. 

14. Procede selon la revendication 13, dans lequel le compose (IX'j) est obtenu par 
reaction entre un compose de formule (Xlj), (XI 'j) ou (XF'j) : 

35 
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(Xlj) X'j - S — Ri 

(XI'0 X! — K,/ 

(XI",) X'j - N(CH2-CH2-S-H)2 
dans lesquelles X'j est un fragment peptidique de la forme Cj.i-Xj pour i > 1 
et X'i represente X|, Rj represente un groupement alkyle ou un groupement 
aryle eventuellement substitue, 

et un compose de formule (111') ou de formule (III") selon la revcndication 4. 

15. Procede scion la revendication 13 ou 14, pour la fabrication d'un polypeptide 
represente par la formule (XII) : 

(XII) X,- C,- X2- C2- X3 

comprenant les etapes suivantes : 
15 a) reaction entre un compose de formule (XIII) ou (XIIF) : 

(XV) R2 — Xi — N(CH2-CH2-Se-II)2 

pair) R—xrN 

20 et un compose de formule (XIV) ou (XIV') : 
(XVI) H -C,-X2- N(CH2-CII2-S-H)2 

(XIV') H-C1 | 
. u 

pour former le compose de formule (XV) ou (XV') : 
(XV) R2 — X, - Cj - X2-N(CII2-CH2-S-1I)2 

(XV') R2—X1-C1-X2 N | 

b) reaction entre un compose de formule (XV) ou (XV') et un polypeptide 
de formule (XVI): 

(XVII) II - C2 - X3 

pour former le compose de formule (XII), 

dans lesquelles, R2 represente I I ou un groupement protecteur de la fonction N-
terminale de Xs; Xi, X2, X3 representent, independamment les uns des autres, 
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des fragments peptidiques ; C\ et C2 representent, independamment J'un de 
1'autre, des residus d'acides amines porteurs d'une fonction thiol ou selenol. 

16. Procede de fabrication d'un polypeptide cyclique de formule (XVII): 

5 (xvii) p Ci-X2 -j 

X2 representant un fragment peptidique, et Ci representant un residu d'acide 
amine comportant une fonction thiol ou selenol, 

ledit procede comprenant au moins une etape de reaction de ligation d'un 
10 polypeptide de formule (XVIII) : 

(XVIII) H-Ci -X2- N(CH2-CH2-Se-H)2 

avcc lui-meme. 

17. Procede selon la revendication 16, dans lequel la reaction de ligation est effectuee 
15 en mettant en contact un polypeptide de formule (XVIII') : 

(XVIII') H-C1 X2-N I® 

avec au moins un compose reducteur des liaisons diselenium. 
20 

18. Kit de synthese de polypeptides comprenant un ou plusieurs peptides de formules 
(IXj) ou (IX'j) susceptibles d'etre utilises dans le procede selon la revendication 
12 ou 13, ou au moins un compose selon la revendication 4. 


