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(54) Title : METHOD FOR PREPARING PEPTIDES BY ASSEMBLING MULTIPLE PEPTIDE FRAGMENTS

(54) Titre : PROCEDE DE PREPARATION DE PEPTIDES PAR ASSEMBLAGE DE MULTIPLES FRAGMENTS PEPTI-
DIQUES

(57) Abstract : The invention relates to a method for preparing a peptide assembly of n fragments and of n-1 amino acids having a
thiol function, which is represented by formula (I): A1-Ci-Az-As-... -Cii-Ai-...-Chi-A,, Where A, A, As... A, A, are peptide frag-
ments, Cy, Cz, Cs... Ci,y Co are amino acid residues having a thiol function, n is between 3 and 50, and i is 2 to n, said method com -
prising preparing a peptide thioester of the formula A;SEa (II), where A is a peptide fragment and SR is the residue of an alkylated
thioester, R being optionally substituted alkyl from a bis(2-sulfanylethyl)amino peptide: A;-SEAoff, where SEAoff is a cyclic bis(2-
sulfanylethyl)amino group, by means of a thiol R-SH, in the presence of a cyclic disulfide reducer, followed by condensing on a pep -
tide fragment having the structure: H-C(SR")-A,-SEAoff (III), where (SR") is a disultfide residue, on the thiol of the C, amino acid, in
the presence of an aromatic thiol ArSH, then converting the resultant novel peptide, having the structure A ;-C;-A,-SEAoft (IV), into
a peptide-thioester of formula A;-C;-A,-SR (III') by means of a thiol R-SH, in the presence of a cyclic disulfide reducing agent, and
condensing on a peptide fragment having the structure H-C,(SR'")-As-SEAoff (III') in the presence of an aromatic thiol ArSH, which
yields a peptide fragment having the structure A;-Ci-A,-C,-As-SEAofT (IV), and repeating both of said steps up to n-2 times, so as to
obtain a peptide fragment having the structure A;-Ci-Az-Cy-As-... -Cii-Ai-....-Chz-Ani-SEAoft (IV™), then using a native ligation
reaction of said resulting peptide fragment (IV™) with a peptide of formula H-C,.;-A,, (V") by reducing in the presence of a cyclic di-
sulfide reducing agent, which yields the multiple peptide assembly of general formula (I).

(57) Abrégé : Procédé de préparation d'un assemblage peptidique de n fragments et de n-1 acides aminés portant une fonction thiol,
représenté par la formule (I) : Ai-Ci-As-As-... -Cig-Ai-...-Chi-A, dans laquelle A, A, As... Ai., A, sont des fragments peptidiques,
Ci, Cy, Cs... Cip. Coa sont des restes d'acides aminés portant une fonction
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thiol, n est compris entre 3 et 50, et i est 2 & n, dans lequel on prépare un peptide-thioester de formule : A;SR (I ) dans laquelle A,
est un fragment peptidique et SR est le reste d'un thioester alkylé, R étant alkyle éventuellement substitué, a partir d'un bis(2-sulfa -
nyléthyl)amino peptide : A;-SEAoff dans laquelle SEAoff est groupement bis(2-sulfanyléthyl)amino cyclique, par action d'un
thiol R-SH, en présence d'un réducteur de disulfures cycliques, suivie de la condensation sur un fragment peptidique de structure :
H-Ci(SR")-A,-SEAoft (IIT) dans laquelle (SR') représente un reste disulfure sur le thiol de 1'amino-acide C,, en présence d'un thiol
aromatique ArSH, puis transforme le nouveau peptide obtenu, de structure :A1-Ci-Az- SEAoff (IV), en un peptide-thioester de for-
mule : A;-Ci-A,-SR (II'), par action d'un thiol R-SH, en présence d'un agent réducteur de disultures cycliques, et condense sur un
fragment peptidique de structure H-C2(SR")-As-SEAoff (IIT') en présence d'un thiol aromatique ArSH, pour donner un fragment
peptidique, de structure A;-Ci-A,-C,-As-SEAoff (IV') et réitére ces 2 opérations jusqu'a n-2 fois, pour obtenir un fragment pepti-
dique de structure A;-Ci1-Az-Ca-As-... -Cii-Ai-....-Cra-An1-SEAOff (IV™), puis met en ceuvre une réaction de ligation native de ce
fragment peptidique (IV™) obtenu, avec un peptide de formule : H-C,.1-A, (V") par réduction en présence d'un agent réducteur de
disulfures cycliques, pour donner l'assemblage peptidique multiple de formule générale (I).



