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PROCEDE DE PREPARATION DE PEPTIDES PAR ASSEMBLAGE DE MULTIPLES 

FRAGMENTS PEPTIDIQUES 

DOMAINE DE L'INVENTION 

La presente invention concerne un procede de preparation de peptides ou de 

5 

10 

polypeptides par assemblage de multiples fragments peptidiques, utilisant la ligation native 

de polypeptides. L'invention concerne egalement la preparation d'intermediaires utilises dans 

ce procede et lesdits intermediaires prepares par le procede. 

ARRIERE-PLAN TECHNOLOGIQUE 

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. Afin de surmonter cette limitation, it est connu d'assembler 

deux polypeptides par ligation chimique afin de produire un polypeptide plus long. 

La synthese totale de polypeptides est de plus en plus utile pour la preparation de 

proteines de structures bien definies. Les methodes de ligation chimique apportent une 

15 reponse a ce besoin, cependant elles s'averent limitees dans leur emploi et leur application 

industrielle. 

De maniere generale, 	dans ces methodes, 	on souhaite que le lien entre les 

polypeptides 	assembles 	par ligation 	soit natif, 	c'est-a-dire 	corresponde 	a 	la 	structure 

naturelle des polypeptides. 

20 La principale methode de ligation native existant a ce jour est celle de Kent et 

Dawson, decrite par exemple 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 

25 chimiques complexes. 	Notamment, 	selon un mode d'assemblage dealt par S. 	Kent 

(Kinetically Controled Ligation (KCL)), it est necessaire de synthetiser les fragments A-SAr, 

H-Cys-B-SAlk, et H-Cys-C. Cependant des fragments de type A-SAr sont difficiles a produire 

et s'averent etre sensibles a ('hydrolyse. De plus, ce procede ne permet pas d'aller au-dela 

de ('assemblage de 3 fragments. 

30 

35 

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 	reaction 	d'un 

phosphinothioester avec un azide et ('hydrolyse des reactifs combines pour former une 

liaison amide. Cependant cette methode est difficilement applicable a l'echelle industrielle. 

Une autre methode, 	decrite dans la demande internationale WO 2007/037812, 

repose sur la reaction d'un a-cetoacide avec une alkoxyamine dans une reaction de 

condensation decarboxylative. Toutefois, les cetoacides sont des molecules qui sont difficiles 
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5 polypeptides par assemblage de multiples fragments peptidiques, utilisant la ligation native 

de polypeptides. L'invention concerne egalement la preparation d'intermediaires utilises dans 
ce procede et lesdits intermediates prepares par le procede. 

ARRIERE-PLAN TECHNOLOGIQUE 

La synthese de polypeptides par des methodes conventionnelles en phase solide, 
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synthetises sont de grande taille. Afin de surmonter cette limitation, il est connu d'assembler 
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La synthese totale de polypeptides est de plus en plus utile pour la preparation de 
proteines de structures bien definies. Les methodes de ligation chimique apportent une 

15 reponse a ce besoin, cependant elles s'averent limitees dans leur emploi et leur application 
industrielle. 

De maniere generale, dans ces methodes, on souhaite que le lien entre les 
polypeptides assembles par ligation soit natif, c'est-a-dire corresponde a la structure 
naturelle des polypeptides. 

20 La principale methode de ligation native existant a ce jour est celle de Kent et 
Dawson, decrite par exemple 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 

25 chimiques complexes. Notamment, selon un mode d'assemblage decrit par S. Kent 
(Kinetically Controled Ligation (KCL)), il est necessaire de synthetiser les fragments A-SAr, 
H-Cys-B-SAlk, et H-Cys-C. Cependant des fragments de type A-SAr sont difficiles a produire 
et s'averent etre sensibles a I'hydrolyse. De plus, ce procede ne permet pas d'aller au-dela 
de I'assemblage de 3 fragments. 

30 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 reaction d'un 
phosphinothioester avec un azide et I'hydrolyse des reactifs combines pour former une 
liaison amide. Cependant cette methode est difficilement applicable a I'echelle industrielle. 

Une autre methode, decrite dans la demande internationale WO 2007/037812, 
35 repose sur la reaction d'un a-cetoacide avec une alkoxyamine dans une reaction de 

condensation decarboxylase. Toutefois, les cetoacides sont des molecules qui sont difficiles 
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a fabriquer et a 	incorporer dans 	des 	peptides. 	Aussi, 	cette troisieme 	methode 	est 

difficilement applicable dans les laboratoires de synthese peptidique ne disposant pas des 

moyens de realiser des syntheses organiques complexes. 

La publication de D. Bang, B.L. Pentelute and S.B.H. Kent, Angew. Chem. Int. Ed. 

5 	2006, 	45, 	3985-3988 	propose 	une vole de synthese faisant intervenir des 	peptide- 

(thiophenylesters) avec des Cys-peptide-thioesters, et Ia publication de W. Hou et coll., Org 

Lett., 	(2010), 22 decembre 2010, propose Ia formation de peptides thioesters pour Ia 

synthese de proteines. Cependant ces methodes ne peuvent pas empecher Ia competition 

entre les reactions des differents thioesters, conduisant inevitablement a des mélanges 

10 	pouvant etre difficilement separables, donc affectant Ia purete du produit final obtenu, et a 

des pertes inevitables de rendement. 

Enfin, Ia publication de 0. Melnyk et coll., Org. Lett., 12(22), 5238-41 (2010) decrit Ia 

ligation 	native 	de 	peptides 	au 	moyen 	de 	fragments 	peptide-bis(sulfanylethyl)amino. 

Cependant cette methode n'a jamais ete utilisee, a ce jour, pour Ia synthese de peptides a 

15 	multiples fragments. 

La transposition a l'echelle industrielle de procedes permettant de mettre en oeuvre 

des syntheses peptidiques par synthese totale est un besoin qui requiert de trouver des 

procedes simples, peu couteux, produisant des produits de qualite de purete elevee et 

raisonnables en matiere d'hygiene industrielle. 

20 Pour les raisons enoncees ci-dessus, il est devenu indispensable de trouver un 

procede de synthese totale, convergente et industrialisable, permettant de synthetiser un 

enchainement peptidique de Ia Iongueur et de Ia nature souhaitee. Particulierement un 

procede mettena en jeu un assemblage du N-terminal vers le C-terminal, qui offre des 

qualites de simplicite de realisation et de purete des peptides ou polypeptides obtenus. 

25 	DESCRIPTION DE L'INVENTION 

II a ete trouve, ce qui fait ('objet de la presente invention, que ('assemblage de 

multiples fragments peptidiques dans une methode one-pot mettant en jeu des methodes 

simples comme la formation de peptides-thioesters et la ligation native, pouvait conduire a 

un procede de synthese totale, convergente, industrialisable et repondant aux criteres de 

30 	purete requis. 

Selon ('invention, le procede d'assemblage fait intervenir la synthese de peptide- 

thioesters, leur reaction de condensation sur un peptide (ou polypeptide) portant une fonction 

bis(2-sulfanylethyl)amino a l'etat de disulfure cyclique, repondant a la formule generale : 

H -C i-1 —A i—N 	I 

\_______/ S 
(In 
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a fabriquer et a incorporer dans des peptides. Aussi, cette troisieme methode est 
difficilement applicable dans les laboratoires de synthese peptidique ne disposant pas des 
moyens de realiser des syntheses organiques complexes. 

La publication de D. Bang, B.L. Pentelute and S.B.H. Kent, Angew. Chem. Int. Ed. 
5 2006, 45, 3985-3988 propose une voie de synthese faisant intervenir des peptide-

(thiophenylesters) avec des Cys-peptide-thioesters, et la publication de W. Hou et coll., Org 
Lett., (2010), 22 decembre 2010, propose la formation de peptides thioesters pour la 
synthese de proteines. Cependant ces methodes ne peuvent pas empecher la competition 
entre les reactions des differents thioesters, conduisant inevitablement a des melanges 

10 pouvant etre difficilement separables, done affectant la purete du produit final obtenu, et a 
des pertes inevitables de rendement. 

Enfin, la publication de O. Melnyk et coll., Org. Lett., 12(22), 5238-41 (2010) decrit la 
ligation native de peptides au moyen de fragments peptide-bis(sulfanylethyl)amino. 
Cependant cette methode n'a jamais ete utilisee, a ce jour, pour la synthese de peptides a 

15 multiples fragments. 

La transposition a I'echelle industrielle de procedes permettant de mettre en ceuvre 
des syntheses peptidiques par synthese totale est un besoin qui requiert de trouver des 
procedes simples, peu couteux, produisant des produits de qualite de purete elevee et 
raisonnables en matiere d'hygiene industrielle. 

20 Pour les raisons enoncees ci-dessus, il est devenu indispensable de trouver un 
procede de synthese totale, convergente et industrialisable, permettant de synthetiser un 
enchainement peptidique de la longueur et de la nature souhaitee. Particulierement un 
procede mettena en jeu un assemblage du N-terminal vers le C-terminal, qui offre des 
qualites de simplicity de realisation et de purete des peptides ou polypeptides obtenus. 

25 DESCRIPTION DE L'INVENTION 

II a ete trouve, ce qui fait I'objet de la presente invention, que I'assemblage de 
multiples fragments peptidiques dans une methode one-pot mettant en jeu des methodes 
simples comme la formation de peptides-thioesters et la ligation native, pouvait conduire a 
un procede de synthese totale, convergente, industrialisable et repondant aux criteres de 

30 purete requis. 

Selon I'invention, le procede d'assemblage fait intervenir la synthese de peptide-
thioesters, leur reaction de condensation sur un peptide (ou polypeptide) portant une fonction 
bis(2-sulfanylethyl)amino a I'etat de disulfure cyclique, repondant a la formule generale : 
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dans laquelle 

Ai  represente un fragment peptidique dont le C-terminal porte un groupement 

bis(2-sulfanylethyl)amino cyclique 	Nn 	, ci-apres appele SEAoff, et 
\____ys 

Ci_1  represente un residu d'acide amine portant une fonction thiol, 

ainsi que la ligation chimique native en milieu reducteur, au niveau du C-terminal, des 

5 polypeptides obtenus. 

II est entendu que le terme SEAoff signifie le disulfure cyclique non reactif, par opposition au 

disulfure reactif de structure —N[(CH2)2-SH]2  ci-apres appele SEAon. 

II est entendu que l'acide amine portant une fonction thiol represente par Ci_1  peut "etre 

notamment choisi parmi la cysteine, l'homocysteine, et que ces acides amines portent un 

10 reste disulfure (SR') sur le thiol de l'amino-acide, dans la mise en oeuvre de la reaction avec 

le peptide-thioester. 

15 

Selon l'invention, le procede conduit a la preparation d'un assemblage peptidique 

multiple comportant des restes d'acides amines portant une fonction thiol, c'est a dire un 

assemblage peptidique de n fragments et de n-1 acides amines portant une fonction thiol, 

represente par la formule : 

20 

A1-CrA2-C2-A3- ... -Ci.1-Ar• • 	-Cn-1-An 	 (I) 

dans laquelle A1, A2, A3, . 	1 - , An  sont des fragments peptidiques, 

C1, C2, C3 ... Ci-1 ... Cn-i sont des restes d'acides amines portant une fonction thiol, 

n est compris entre 3 et 50, 

de preference entre 3 et 20, 

ou de maniere encore preferee entre 3 et 10, et 

i est un nombre entier quelconque compris entre 2 et n. 

II est entendu que, lorsque n = 3, Cn_rAn  represente C2-A3  et C;_,-A;  represente C1-A2. 

Dans ce cas ('assemblage peptidique de formule (I) est de structure : Al-C1-A2-C2-A3. 

25 Le procede selon l'invention consiste dans la preparation d'un peptide-thioester de 

formule : 

30 

ArSR 	(I I) 

dans laquelle A1  est un fragment peptidique et SR est le reste d'un thioester alkyle, R 

pouvant etre un radical alkyle eventuellement substitue, 

a partir d'un bis(2-sulfanylethyDamino peptide A1-SEAoff dans laquelle SEAoff est Mini 

comme precedemment, 

par action d'un thiol R-SH, en presence d'un agent reducteur de disulfures cycliques, 

suivie de la condensation sur un fragment peptidique de structure : 

H-Ci  (SIT)-A2-SEAoff 	(III) 

WO 2012/110536 
3 

PCT/EP2012/052548 

dans laquelle 
Ai represente un fragment peptidique dont le C-terminal porte un groupement 
bis(2-sulfanylethyl)amino cyclique , ci-apres appele SEAoff, et 

v^s 

Cj-i represente un residu d'acide amine portant une fonction thiol, 

ainsi que la ligation chimique native en milieu reducteur, au niveau du C-terminal, des 
5 polypeptides obtenus. 

II est entendu que le terme SEAoff signifie le disulfure cyclique non reactif, par opposition au 
disulfure reactif de structure -N[(CH2)2-SH]2 ci-apres appele SEAon. 

II est entendu que I'acide amine portant une fonction thiol represente par CM peut etre 
notamment choisi parmi la cysteine, I'homocysteine, et que ces acides amines portent un 

10 reste disulfure (SR') sur le thiol de I'amino-acide, dans la mise en ceuvre de la reaction avec 
le peptide-thioester. 

Selon I'invention, le procede conduit a la preparation d'un assemblage peptidique 
multiple comportant des restes d'acides amines portant une fonction thiol, c'est a dire un 
assemblage peptidique de n fragments et de n-1 acides amines portant une fonction thiol, 

15 represente par la formule : 

A1-C1-A2-C2-A3- ... -Ci-1-Aj-.... -Cn-1-An (I) 

dans laquelle A1t A2, A3, ... A,... , An sont des fragments peptidiques, 
Ci, C2, C3... CM ... Cn-i sont des restes d'acides amines portant une fonction thiol, 
n est compris entre 3 et 50, 

20 de preference entre 3 et 20, 
ou de maniere encore preferee entre 3 et 10, et 
i est un nombre entier quelconque compris entre 2 et n. 

II est entendu que, lorsque n = 3, Cn.i-An represente C2-A3 et CM-A, represente CrA2. 
Dans ce cas I'assemblage peptidique de formule (I) est de structure : Ai-CrA2-C2-A3 

25 Le procede selon I'invention consiste dans la preparation d'un peptide-thioester de 
formule : 

ArSR (II) 
dans laquelle A1 est un fragment peptidique et SR est le reste d'un thioester alkyle, R 
pouvant etre un radical alkyle eventuellement substitue, 

30 a partir d'un bis(2-sulfanylethyl)amino peptide ArSEAoff dans laquelle SEAoff est defini 
comme precedemment, 
par action d'un thiol R-SH, en presence d'un agent reducteur de disulfures cycliques, 

suivie de la condensation sur un fragment peptidique de structure : 

H-Ci(SR')-A2-SEAoff (III) 
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dans laquelle C,, A2  et SEAoff sont Minis comme ci-dessus et (SR') represente un reste 

disulfure sur le thiol de ('amino-acide Ci, en presence d'un thiol aromatique ArSH, 

puis transformation du nouveau fragment peptidique obtenu, de structure : 

A1-C1-A2-SEAoff 	(IV) 

5 dans 	laquelle 	A1, 	C,, 	A2 	et 	SEAoff 	sont 	Minis 	comme 	precedemment, 	en 	un 

peptide-thioester de formule : 

10 

ArCrA2-SR 	(II') 

dans laquelle A1, C,, A2  et R sont definis comme precedemment, par action d'un thiol R-SH, 

en presence d'un agent reducteur de disulfures cycliques, 

suivie de la condensation sur un fragment peptidique de structure : 

H-C2(SR')-A3-SEAoff 	(III') 

dans laquelle SEAoff et R' et C2  et A3  sont Minis comme ci-dessus, en presence d'un thiol 

aromatique ArSH, pour donner un fragment peptidique, de structure : 

A1-C1-A2-C2-A3-SEAoff 	(IV') 

15 dans laquelle A1, Ci, A2, 02, A3  et SEAoff sont Minis comme precedemment, 

puis reiteration de ces 2 operations jusqu'a n-2 fois, pour obtenir un fragment peptidique de 

structure : 

ArCrA2-C2-A3- . 	-Ci_ -Ar.... -C _2-A _1-SEAoff 	(IVm) 

dans laquelle A1, A2, A3, • • • Ai 	• , An_1, C1, C2, C3 - • Ci-1 • • • Cn-2 et SEAoff sont Minis comme 

20 precedemment, et 

mise en oeuvre d'une reaction de ligation native de ce fragment peptidique (IVm) obtenu, 

avec un peptide de formule : 

H-Cn_1-An 	
(vn) 

dans laquelle Cn_1  et An  sont Minis comme precedemment, par reduction en presence d'un 

25 agent reducteur de disulfures cycliques, pour donner ('assemblage peptidique multiple de 

formule generale (I). 

DESCRIPTION DE MODES DE REALISATION DE L'INVENTION 

L'invention est maintenant decrite plus en details et de facon non !imitative dans la 

description qui suit. 

30 Par « peptides ou polypeptide » on entend, dans le cadre de la presente demande, 

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 donc par exemple etre des oligopeptides, peptides ou proteines selon 

l'acception conventionnelle de ces termes. Les residus d'acides amines presents dans les 
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dans laquelle Ci, A2 et SEAoff sont definis comme ci-dessus et (SR') represente un reste 
disulfure sur le thiol de I'amino-acide Ci, en presence d'un thiol aromatique ArSH, 

puis transformation du nouveau fragment peptidique obtenu, de structure : 

ArCrA2-SEAoff (IV) 

5 dans laquelle Ai, Ci, A2 et SEAoff sont definis comme precedemment, en un 
peptide-thioester de formule : 

ArCi-A2-SR (II') 
dans laquelle Ai, Ci, A2 et R sont definis comme precedemment, par action d'un thiol R-SH, 
en presence d'un agent reducteur de disulfures cycliques, 

10 suivie de la condensation sur un fragment peptidique de structure : 

H-C2(SR')-A3-SEAoff (III') 

dans laquelle SEAoff et R' et C2 et A3 sont definis comme ci-dessus, en presence d'un thiol 
aromatique ArSH, pour donner un fragment peptidique, de structure : 

ArCi-A2-C2-A3-SEAoff (IV') 

15 dans laquelle Ai, Ci, A2, C2, A3 et SEAoff sont definis comme precedemment, 

puis reiteration de ces 2 operations jusqu'a n-2 fois, pour obtenir un fragment peptidique de 
structure : 

AI-CI-A2-C2-A3- ... -Ci-rAj-.... -C„.2-A,1.1-SEAoff (IVm) 

dans laquelle Ai. A2. A3. .. A, .. , A,v1, Ci, C2, C3... C,.i ... Cn.2 et SEAoff sont definis comme 
20 precedemment, et 

mise en ceuvre d'une reaction de ligation native de ce fragment peptidique (IVm) obtenu, 
avec un peptide de formule : 

H-Cn-rAn (Vn) 

dans laquelle Cn-i et An sont definis comme precedemment, par reduction en presence d'un 
25 agent reducteur de disulfures cycliques, pour donner I'assemblage peptidique multiple de 

formule generale (I). 

DESCRIPTION DE MODES DE REALISATION DE L'INVENTION 

L'invention est maintenant decrite plus en details et de fa?on non limitative dans la 
description qui suit. 

30 Par « peptides ou polypeptide » on entend, dans le cadre de la presente demande, 
une chaTne 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 proteines selon 
I'acception conventionnelle de ces termes. Les residus d'acides amines presents dans les 
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polypeptides 	selon 	('invention 	peuvent etre choisis 	parmi 	les 	residus 	d'acides 	amines 

proteinogeniques ou non. De preference, ils sont choisis parmi les vingt residus d'acides 

amines proteinogeniques. 

La notation des polypeptides s'effectue de ('extremite N-terminale vers ('extremite C- 

5 terminale. Les residus d'acides amines presents le long de la chaine polypeptidique sont 

notes selon le code usuel a une lettre ou a trois lettres. Un residu 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 un autre. 

Par « fragment peptidique » on entend, dans le cadre de la presente demande, une 

10 portion de polypeptide comprenant au 	moins un 	residu d'acide amine. 	Un fragment 

peptidique, au sens de la presente demande, peut donc etre par exemple : une sequence de 

residus d'acides amines (telle que -AHG- ou -Ala-His-Gly-) si le fragment peptidique ne 

comprend ni ('extremite N-terminale ni ('extremite C-terminale du polypeptide ; ou bien une 

sequence de residus d'acides amines presentant un groupement a son extremite N- 

15 terminale 	(telle 	que 	H-AHG- 	ou 	H-Ala-His-Gly-) 	si 	le 	fragment 	peptidique 	comprend 

('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 comprend ('extremite C-terminale du polypeptide. 

II est entendu que chacun des fragments peptidiques comprend de preference 

20 uniquement 	des 	residus 	d'acides 	choisis 	parmi 	les 	20 	residus 	d'acides 	amines 

proteinogeniques. 	Toutefois, 	selon 	un 	mode 	de 	realisation 	particulier, 	les 	fragments 

peptidiques A, en position interne de la sequence peuvent aussi comprendre un ou plusieurs 

residus d'acides amines non-proteinogeniques, 	l'un ou plusieurs des fragments peptidiques 

A2 ... A, ... An _1  pouvant porter un ou plusieurs amino acides modifies, la modification etant 

25 

30 

mise en place prealablement a la mise en oeuvre du procede. A titre d'exemple, non limitatif, 

la modification des amino acides peut etre notamment choisie parmi des radicaux choisis 

parmi 	des 	residus 	d'acides 	carboxyliques 	(biotine, 	groupement 	acetyle, 	residu 

aminooxyacetique, un fluorophore comme la tetramethylrhodamine, un agent de chelation 

des metaux comme l'acide 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetique (DOTA), 

un lipide comme l'acide palmitique, un polymere comme par exemple l'alpha-methoxy-

omega-carboxy poly(ethylene glycol) ou d'autres. Ou encore parmi des modifications post-

traductionnelles d'acides amines proteinogeniques connues de l'homme de ('art (methylation, 

phosphorylation, 	acetylation, 	glycosylation, 	sulfatation, 	hydroxylation, 	carboxymethylation, 

portant 	les 	protections 	appropriees 	pour 	('incorporation 	en 	phase 	solide, 	etc...), 	ou 

35 eventuellement un medicament (la proteine servant alors de vecteur). 

Selon une maniere simple, !Introduction d'une modification peut etre effectuee en 

utilisant 	un 	acide 	amine 	non-proteinogenique, 	notamment 	un 	derive 	d'acide 	amine 

proteinogenique, pour introduire la modification lors de la synthese en phase solide du 

fragment consider& A titre d'exemple it est possible d'utiliser une Fmoc-L-Lys(Biotine)-OH, 
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polypeptides selon I'invention peuvent etre choisis parmi les residus d'acides amines 
proteinogeniques ou non. De preference, ils sont choisis parmi les vingt residus d'acides 
amines proteinogeniques. 

La notation des polypeptides s'effectue de I'extremite N-terminale vers I'extremite C-
5 terminate. Les residus d'acides amines presents le long de la chaTne polypeptidique sont 

notes selon le code usuel a une lettre ou a trois lettres. Un residu d'acide amine est un 
fragment de polypeptide de formule -NH-(CH-R)-(C=0)-, dans laquelle R represente une 
chaTne laterale, differente d'un acide amine a un autre. 

Par «fragment peptidique » on entend, dans le cadre de la presente demande, une 
10 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 sequence de 
residus d'acides amines (telle que -AHG- ou -Ala-His-Gly-) si le fragment peptidique ne 
comprend ni I'extremite N-terminale ni I'extremite C-terminale du polypeptide ; ou bien une 
sequence de residus d'acides amines presentant un groupement a son extremite N-

15 terminate (telle que H-AHG- ou H-Ala-His-Gly-) si le fragment peptidique comprend 
I'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 comprend I'extremite C-terminale du polypeptide. 

II est entendu que chacun des fragments peptidiques comprend de preference 
20 uniquement des residus d'acides choisis parmi les 20 residus d'acides amines 

proteinogeniques. Toutefois, selon un mode de realisation particulier, les fragments 
peptidiques Ai en position interne de la sequence peuvent aussi comprendre un ou plusieurs 
residus d'acides amines non-proteinogeniques, I'un ou plusieurs des fragments peptidiques 
A2 ... Ai ... A„-i pouvant porter un ou plusieurs amino acides modifies, la modification etant 

25 mise en place prealablement a la mise en ceuvre du procede. A titre d'exemple, non limitatif, 
la modification des amino acides peut etre notamment choisie parmi des radicaux choisis 
parmi des residus d'acides carboxyliques (biotine, groupement acetyle, residu 
aminooxyacetique, un fluorophore comme la tetramethylrhodamine, un agent de chelation 
des metaux comme I'acide 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetique (DOTA), 

30 un lipide comme I'acide palmitique, un polymere comme par exemple I'alpha-methoxy-
omega-carboxy poly(ethylene glycol) ou d'autres. Ou encore parmi des modifications post-
traductionnelles d'acides amines proteinogeniques connues de I'homme de I'art (methylation, 
phosphorylation, acetylation, glycosylation, sulfatation, hydroxylation, carboxymethylation, 
portant les protections appropriees pour I'incorporation en phase solide, etc...), ou 

35 eventuellement un medicament (la proteine servant alors de vecteur). 
Selon une maniere simple, introduction d'une modification peut etre effectuee en 

utilisant un acide amine non-proteinogenique, notamment un derive d'acide amine 
proteinogenique, pour introduire la modification lors de la synthese en phase solide du 
fragment considere. A titre d'exemple il est possible d'utiliser une Fmoc-L-Lys(Biotine)-OH, 
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c'est a dire une lysine portant sur sa chaine laterale une biotine, pour effectuer la synthese 

d'un fragment. Ce fragment est ensuite engage dans ('assemblage de maniere identique a 

celle qui emploie les fragments d'acides amines proteinogeniques. 

Selon un mode de realisation de ('invention, un fragment peptidique Ai  comprend 

5 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. 

10 

Le radical alkyle represents par R est un radical alkyle de 1 a 12 atomes de carbone, 

lineaire ou ramifie, eventuellement substitue par un ou plusieurs groupements choisis parmi 

les atomes d'halogene (F par exemple), ou les radicaux CO2H, SO3H, CONH2, OH, SH, 

alkyloxy, alkylthio, mercaptoalkylthio, le reste d'un ester ou un reste polyethylene glycol, ou 

par 	un 	phenyle 	eventuellement 	substitue, 	ou 	d'autres 	groupements 	organiques 	qui 

n'interferent pas avec les reactions mises en oeuvre. Le thiol de formule generale R-SH peut 

etre 	par 	exemple 	HSCH2CH2CO2H, 	HSCH2CH2SO3H, 	HSCH2CH2SH, 

HSCH2CH2SCH2CH2SH ou HSCH2Ph. 

15 Le thiol aromatique est avantageusement choisi parmi des composes reducteurs des 

liaisons disulfure, de preference choisi parmi 	le thiophenol et ou les derives obtenus par 

substitution 	du 	noyau 	aromatique, 	par 	exemple 	le 	4-carboxymethylthiophenol, 	l'acide 

4-mercaptophenylacetique, le dithiothreitol, le benzylmercaptan et les mélanges de ceux-ci. 

Le reducteur de SEAoff peut etre choisi parmi les reducteurs de disulfures cycliques. 

20 II 	peut 	etre 	notamment 	choisi 	parmi 	les 	phosphines 	(par 	exemple 	Ia 	tris 

(2-carboxyethyl)phosphine), ou tout autre reducteur des disulfures cycliques comme les 

thiols (par exemple le dithiothreitol (DTT)). 

Un exemple de peptide Al-SEAoff peut etre represents par Ia formule : 

o 	 o 	 o 	 o 
, ----„ 	H 	 H 	1 	/\ 	H 	„-----„, 	H 

	

H-N 	N, 	N 	 N,---- N 	( 

	

H 	'-' 	H 	
N.„,,.,,,,,-- 	ri 
	 s 

0 	 0 	 0 	 0 	 / 

le 

	

H2N 	0  

25 dans cet exemple, le fragment peptidique A1  est H-GFGQGFGG. 

II est entendu que le fragment peptidique A, peut avoir ete prepare prealablement par 

une suite d'operations telles que decrites ci-dessus, selon le procede de ('invention. 

Selon 	!'invention, 	on 	peut 	representer 	le 	procede 	d'assemblage 	de 	multiples 

fragments peptidiques selon le schema 1 suivant : 
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c'est a dire une lysine portant sur sa chaTne laterale une biotine, pour effectuer la synthese 
d'un fragment. Ce fragment est ensuite engage dans I'assemblage de maniere identique a 
celle qui emploie les fragments d'acides amines proteinogeniques. 

Selon un mode de realisation de I'invention, un fragment peptidique Ai comprend 
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 radical alkyle represente par R est un radical alkyle de 1 a 12 atomes de carbone, 
lineaire ou ramifie, eventuellement substitue par un ou plusieurs groupements choisis parmi 
les atomes d'halogene (F par exemple), ou les radicaux C02H, S03H, CONH2, OH, SH, 
alkyloxy, alkylthio, mercaptoalkylthio, le reste d'un ester ou un reste polyethylene glycol, ou 
par un phenyle eventuellement substitue, ou d'autres groupements organiques qui 
n'interferent pas avec les reactions mises en oeuvre. Le thiol de formule generale R-SH peut 
etre par exemple HSCH2CH2C02H, HSCH2CH2S03H, HSCH2CH2SH, 
HSCH2CH2SCH2CH2SH OU HSCH2Ph. 

Le thiol aromatique est avantageusement choisi parmi des composes reducteurs des 
liaisons disulfure, de preference choisi parmi le thiophenol et ou les derives obtenus par 
substitution du noyau aromatique, par exemple le 4-carboxymethylthiophenol, I'acide 
4-mercaptophenylacetique, le dithiothreitol, le benzylmercaptan et les melanges de ceux-ci. 

Le reducteur de SEAoff peut etre choisi parmi les reducteurs de disulfures cycliques. 
II peut etre notamment choisi parmi les phosphines (par exemple la tris 
(2-carboxyethyl)phosphine), ou tout autre reducteur des disulfures cycliques comme les 
thiols (par exemple le dithiothreitol (DTT)). 

Un exemple de peptide ArSEAoff peut etre represente par la formule : 

o 
H 11 H H —N Ni—JJ—N —N 

H || H | 
O O 

dans cet exemple, le fragment peptidique Ai est H-GFGQGFGG. 

II est entendu que le fragment peptidique An peut avoir ete prepare prealablement par 
une suite d'operations telles que decrites ci-dessus, selon le procede de I'invention. 

Selon I'invention, on peut representer le procede d'assemblage de multiples 
fragments peptidiques selon le schema 1 suivant: 
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Schema 1 

A SEAoff 

Preparation du thioester 

5 

Al-SR 	C1(SR)-A2-SEAoff 

Condensation 

V 
o Al-C1-A2-SEAoff 

Preparation du thioester 

A1-C1-A2-SR 	 H-C2(SR)-A3-SEAoff 

Condensation 

5 

• 

Al-C1-A2-C2-A3-SEAoff 

:0 

15 

, 
s
,, 

 

A1-C1-A2-C2-A3- 	-C;_,-A1 	-C 	-A 	-SEAoff + H-Cn-1 

Ligation 

;0 
• 

A C1-A2-C2-A3- 	• 	Ci_i i -Cn- An  

WO 2012/110536 
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Schema 1 

Ai-SEAoff 

Preparation du thioester 

Ai-SR + H-Ci (SR)-A2-SEAoff 

Condensation 

Ai -Ci-A2-SEAoff 

^Preparation du thioester 

Ai-Ci-A2-SR + H-C2(SR)-A3-SEAoff 

Condensation 

A1 -C1 -A2-C2-A3-SEAoff 

ArCi-A2-C2-A3- ... -Ci-i-Ar.... -Cn-2-An.i-SEAoff + H-Cn-i-An 

Ligation 

ArCi-A2-C2-A3- ... .-Cj.i-Ar.... -Cn-i-An 
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L'ensemble 	des 	reactions 	de 	preparation 	de 	('assemblage 	peptidique 	multiple 

presente le grand avantage de pouvoir etre mis en ceuvre in situ, en une reaction « one 

pot », particulierement lorsque le nombre de fragments peptidiques n est egal a 3, sans qu'il 

soit necessaire d'isoler les intermediaires formes. 

5 La realisation du procede selon ('invention peut etre effectuee comme decrit ci-apres, 

et comme illustre dans les exemples qui suivent. 

La preparation des peptides thioesters de formule (II) est avantageusement mise en 

oeuvre par action d'un alkylthiol dont la partie alkyle est eventuellement substituee sur un 

bis(2-sulfanylethyl)amino peptide : Al-SEAoff, en presence d'un reducteur de disulfures 

10 cycliques comme notamment une phosphine, par exemple la tris(2-carboxyethyl)phosphine. 

La reaction s'effectue avantageusement sous atmosphere inerte (sous argon par exemple), 

a un pH compris entre 1 et 8 de preference a pH 4 et a une temperature comprise entre 20 

et 50°C. On utilise avantageusement l'acide 3-mercaptopropionique. 

La condensation du thioester de formule (II) sur le fragment peptidique de formule 

15 generale (Ill) : H-Ci(SR)-A2-SEAoff, s'effectue avantageusement en presence d'un thiol 

aromatique (notamment l'acide 4-mercaptophenylacetique), en operant sous atmosphere 

inerte (sous argon par exemple), a une temperature comprise entre 20 et 60°C. II n'est pas 

necessaire d'isoler le fragment peptidique obtenu, pour le mettre en oeuvre dans la reaction 

suivante. 

20 La reaction de ligation native du fragment peptidique (IVm) (A1-C1-A2-C2-A3-..-C;.1-Ar  

..-C„.2-An_1-SEAoff) avec le peptide (Vn) (H-Cn_rAn) est mise en oeuvre par action d'un agent 

reducteur de disulfures cycliques, qui peut etre de preference une phosphine (par exemple la 

tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP)) 	un 	compose 	thiol 	tel 	que 	l'acide 	4- 

mercaptophenylacetique (MPAA), le dithiothreitol (DTT), le thiophenol (et ses derives), un 

25 alkylthiol (notamment le benzylmercaptan) ou encore des mélanges de plusieurs de ces 

composes, par exemple MPAA et TCEP, en operant sous atmosphere inerte (sous argon par 

exemple), a une temperature comprise entre 20 et 60°C, de preference a une temperature 

de 37°C. La reaction s'effectue notamment en milieu aqueux, par exemple dans un tampon 

phosphate., Elle est effectuee, de preference, a un pH compris entre 5,5 et 8,5, de maniere 

30 plus particulierement preferee a un pH compris entre 6 et 8 et idealement a un pH voisin de 

7. La duree de la reaction est fonction des reactifs employes, elle est suivie et ajustee selon 

les resultats d'une analyse de chromatographie liquide. II n'est pas necessaire d'isoler le 

fragment peptidique obtenu (IVm), pour le mettre en oeuvre dans la reaction de ligation 

native. II est entendu que la reaction du reducteur de disulfures cycliques peut etre mise en 

35 oeuvre sur le fragment peptidique de formule (IVm) avant ou simultanement a la reaction avec 

le peptide de formule (Vn). 

Selon un mode de realisation particulier, les fragments peptidiques de formule (IVm  ) 

et (Vn) comprennent un ou plusieurs residus d'acides amines non-proteinogeniques. 
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L'ensemble des reactions de preparation de I'assemblage peptidique multiple 
presente le grand avantage de pouvoir etre mis en oeuvre in situ, en une reaction « one 
pot», particulierement lorsque le nombre de fragments peptidiques n est egal a 3, sans qu'il 
soit necessaire d'isoler les intermediates formes. 

5 La realisation du procede selon I'invention peut etre effectuee comme decrit ci-apres, 
et comme il lustre dans les exemples qui suivent. 

La preparation des peptides thioesters de formule (II) est avantageusement mise en 
oeuvre par action d'un alkylthiol dont la partie alkyle est eventuellement substitute sur un 
bis(2-sulfanylethyl)amino peptide : ArSEAoff, en presence d'un reducteur de disulfures 

10 cycliques comme notamment une phosphine, par exemple la tris(2-carboxyethyl)phosphine. 
La reaction s'effectue avantageusement sous atmosphere inerte (sous argon par exemple), 
a un pH compris entre 1 et 8 de preference a pH 4 et a une temperature comprise entre 20 
et 50 C. On utilise avantageusement I'acide 3-mercaptopropionique. 

La condensation du thioester de formule (II) sur le fragment peptidique de formule 
15 generale (III): H-Ci(SR')-A2-SEAoff, s'effectue avantageusement en presence d'un thiol 

aromatique (notamment I'acide 4-mercaptophenylacetique), en operant sous atmosphere 
inerte (sous argon par exemple), a une temperature comprise entre 20 et 60 °C. II n'est pas 
necessaire d'isoler le fragment peptidique obtenu, pour le mettre en ceuvre dans la reaction 
suivante. 

20 La reaction de ligation native du fragment peptidique (IVm) (Ai-Ci-A2-C2-A3-..-Ci,--A1-
..-Cn-rAn-1-SEAoff) avec le peptide (Vn) (H-Cn-i-An) est mise en ceuvre par action d'un agent 
reducteur de disulfures cycliques, qui peut etre de preference une phosphine (par exemple la 
tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP)) un compose thiol tel que I'acide 4-
mercaptophenylacetique (MPAA), le dithiothreitol (DTT), le thiophenol (et ses derives), un 

25 alkylthiol (notamment le benzylmercaptan) ou encore des melanges de plusieurs de ces 
composes, par exemple MPAA et TCEP, en operant sous atmosphere inerte (sous argon par 
exemple), a une temperature comprise entre 20 et 60°C, de preference a une temperature 
de 37 C. La reaction s'effectue notamment en milieu aqueux, par exemple dans un tampon 
phosphate., Elle est effectuee, de preference, a un pH compris entre 5,5 et 8,5, de maniere 

30 plus particulierement preferee a un pH compris entre 6 et 8 et idealement a un pH voisin de 
7. La duree de la reaction est fonction des reactifs employes, elle est suivie et ajustee selon 
les resultats d'une analyse de chromatographie liquide. II n'est pas necessaire d'isoler le 
fragment peptidique obtenu (IVm), pour le mettre en ceuvre dans la reaction de ligation 
native. II est entendu que la reaction du reducteur de disulfures cycliques peut etre mise en 

35 ceuvre sur le fragment peptidique de formule (IVm) avant ou simultanement a la reaction avec 
le peptide de formule (Vn). 

Selon un mode de realisation particulier, les fragments peptidiques de formule (IVm ) 
et (Vn) comprennent un ou plusieurs residus d'acides amines non-proteinogeniques. 
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Les residus d'acides amines des polypeptides de formule (IV"' ) et (Vn) peuvent 

eventuellement etre protégés par des groupements protecteurs des chaines laterales. La 

protection et ('elimination des radicaux protecteurs peut etre effectuee selon les methodes 

connues qui n'alterent pas le reste de Ia molecule. Plus particulierement selon les methodes 

5 decrites par T. Greene et P. Wuts, Protective groups in organic synthesis, 2eme edition, 

John Wiley & Sons, Inc. 

La preparation du bis(2-sulfanylethyl)amino peptide : Al-SEAoff peut etre effectuee 

selon Ia methode decrite par Melnyk, 0. et coll., Bis(2-sulfanylethyl)amino native peptide 

ligation., Org. Lett., 12(22), 5238-41(2010). Selon Ia realisation de ce procede, le couplage 

10 d'un acide amine a un support de resine polymere comprend Ia mise en presence du support 

de resine polymere avec un halogenure d'acide amine ou avec un acide amine et un agent 

d'activation, 	choisi 	de 	preference 	parmi 	le 	PyBOP® 	(benzotriazol-1-yl- 

oxytripyrrolidinophosphonium 	hexafluorophosphate), 	le 	BOP, 	le PyBroP® (bromo-tris- 

pyrrolidino-phosphonium hexafluorophosphate), ou encore l'HATU (2-(1H-7-azabenzotriazol- 

15 1-yI)-1,1,3,3-tetramethyl uronium hexafluorophosphate methanaminium) et de maniere plus 

part iculierement preferee le PyBroP. Cette realisation est decrite plus en details ci-apres 

dans les exemples de preparation des fragments peptidiques de depart. 

Notamment, 	les peptides-N(CH2CH2SH)2  (peptides SEAon) correspondants sont 

oxydes par l'air, sous agitation, dans une solution de bicarbonate d'ammonium 0,1M, a 

20 temperature ambiante. Avantageusement, ils peuvent etre aussi obtenus par oxydation en 

presence d'iode ou de diamide (CH3)2NCON=NCON(CH3)2. 

25 

Le polypeptide de formule (V") peut etre par exemple obtenu par une methode de 

synthese peptidique usuelle, notamment une methode de synthese en phase solide. II peut 

egalement etre obtenu au moyen d'une ligation native telle que decrite dans Org. Lett., 

12(22), 5238-41(2010). 

Selon des modes preferes de Ia presente invention, on prepare un assemblage 

peptidique de 3 ou 4 fragments, de structures ArC1-A2-C2-A3  ou ArC1-A2-C2-A3-C3-A4. 

Selon un autre mode prefere de l'invention, les amino acides C, portant une fonction 

thiol sont des restes cysteine Cys. 

30 Dans ce cas, selon un mode prefere de realisation de l'invention, on prepare un 

assemblage peptidique de structure ArCys-A2-Cys-A3  ou ArCys-A2-Cys-A3-Cys-A4. 

Selon ces modes preferes, le schema de preparation de ('assemblage peptidique 

peut etre represents selon le schema 2 suivant : 
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Les residus d'acides amines des polypeptides de formule (IVm ) et (Vn) peuvent 
eventuellement etre proteges par des groupements protecteurs des chaTnes laterales. La 
protection et I'elimination des radicaux protecteurs peut etre effectuee selon les methodes 
connues qui n'alterent pas le reste de la molecule. Plus particulierement selon les methodes 

5 decrites par T. Greene et P. Wuts, Protective groups in organic synthesis, 2eme edition, 
John Wiley & Sons, Inc. 

La preparation du bis(2-sulfanylethyl)amino peptide : ArSEAoff peut etre effectuee 
selon la methode decrite par Melnyk, O. et coll., Bis(2-sulfanylethyl)amino native peptide 
ligation., Org. Lett., 12(22), 5238-41(2010). Selon la realisation de ce procede, le couplage 

10 d'un acide amine a un support de resine polymere comprend la mise en presence du support 
de resine polymere avec un halogenure d'acide amine ou avec un acide amine et un agent 
d'activation, choisi de preference parmi le PyBOP® (benzotriazol-1-yl-
oxytripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate), le BOP, le PyBroP® (bromo-tris-
pyrrolidino-phosphonium hexafluorophosphate), ou encore I'HATU (2-(1 H-7-azabenzotriazol-

15 1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl uronium hexafluorophosphate methanaminium) et de maniere plus 
part iculierement preferee le PyBroP. Cette realisation est decrite plus en details ci-apres 
dans les exemples de preparation des fragments peptidiques de depart. 

Notamment, les peptides-N(CH2CH2SH)2 (peptides SEAon) correspondants sont 
oxydes par I'air, sous agitation, dans une solution de bicarbonate d'ammonium 0,1 M, a 

20 temperature ambiante. Avantageusement, ils peuvent etre aussi obtenus par oxydation en 
presence d'iode ou de diamide (CH3)2NCON=NCON(CH3)2. 

Le polypeptide de formule (Vn) peut etre par exemple obtenu par une methode de 
synthese peptidique usuelle, notamment une methode de synthese en phase solide. II peut 
egalement etre obtenu au moyen d'une ligation native telle que decrite dans Org. Lett., 

25 1 2(22), 5238-41(2010). 

Selon des modes preferes de la presente invention, on prepare un assemblage 
peptidique de 3 ou 4 fragments, de structures ArCrA2-C2-A3 ou ArCrA2-C2-A3-C3-A4. 

Selon un autre mode prefere de I'invention, les amino acides Ci portant une fonction 
thiol sont des restes cysteine Cys. 

30 Dans ce cas, selon un mode prefere de realisation de I'invention, on prepare un 
assemblage peptidique de structure ArCys-A2-Cys-A3 ou ArCys-A2-Cys-A3-Cys-A4. 

Selon ces modes preferes, le schema de preparation de I'assemblage peptidique 
peut etre represente selon le schema 2 suivant: 
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Schema 2 

Al-SEAoff 

Preparation du thioester 

5 

Al-SR 	H-Cys(SR)-A2-SEAoff 

Condensation 

10 

Al-Cys-A2-SEAoff 

Preparation du thioester 

Al-Cys-A2-SR 	+ 	H-Cys(SR)-A3-SEAoff 

15 

Condensation 

• 

Al-Cys-A2-Cys-A3-SEAoff 	 H-Cys-A4  

20 

ligation 

• 

25 	 A Cys-A2-Cys-A Cys-A4 
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Schema 2 

ArSEAoff 

Preparation du thioester 

Ai-SR + H-Cys(SR)-ArSEAoff 

Condensation 

ArCys-A2-SEAoff 

Preparation du thioester 

Ai-Cys-A2-SR + H-Cys(SR)-A3-SEAoff 

Condensation 

Ai -Cys-A2-Cys-A3-SEAoff + H-Cys-A4 

ligation 

Ai-Cys-A2-Cys-A3-Cys-A4 
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La presente invention concerne egalement la preparation des peptide-thioesters de 

formule (II) a partir de bis(2-sulfanylethyl)amino peptide : Al-SEAoff selon le procede decrit 

ci-dessus, par action d'un thiol R-SH, en presence d'un agent reducteur de disulfures 

cycliques. L'invention concerne egalement les peptides thioesters ainsi obtenus. 

5 Les polypeptides de formule (I) obtenus selon l'invention peuvent etre utilises pour 

produire une banque de polypeptides, par exemple a des fins de criblage. 

Ils 	peuvent 	egalement 	etre 	utilises 	pour 	la 	fabrication 	de 	compositions 

pharmaceutiques, en combinaison avec un ou plusieurs adjuvants ou vehicules compatibles 

et pharmaceutiquement acceptables. A titre d'exemple de compositions pharmaceutiques 

10 	pouvant etre obtenues selon !Invention, on peut citer les medicaments 	utilisables chez 

l'homme ou chez l'animal et les preparations vaccinates. 

Ils peuvent egalement etre utilises pour la realisation de kits de diagnostic. 

Selon un autre objet de la presente invention, l'invention concerne egalement un 

procede de fabrication d'une composition pharmaceutique comprenant : 

15 - 	la fabrication d'un polypeptide ou peptide selon le procede de fabrication d'un 

polypeptide de form ule (I) decrit precedemment, et 

— 	les compositions pharmaceutiques comprenant un polypeptide ou peptide ainsi 

prepare, 	a 	l'etat 	pur 	ou 	en 	association 	avec 	un 	ou 	plusieurs 	adjuvants 

compatibles et pharmaceutiquement acceptables. 

20 L'invention 	concerne 	egalement 	un 	procede 	de 	fabrication 	d'un 	dispositif 	de 

diagnostic comprenant : 

— 	la fabrication d'un polypeptide ou peptide selon le procede de fabrication d'un 

polypeptide de formule (I) decrit precedemment, et 

— 	la formulation ou la mise en forme de ce polypeptide sous une forme adaptee a 

25 une utilisation pour un dispositif de diagnostic. 

Le procede selon la presente invention est particulierement interessant du fait qu'il 

permet de synthetiser, en synthese totale, un enchainement peptidique de la longueur et de 

la nature souhaitee, et comportant des motifs amino acides a substitution thiol du type 

cysteine (Cys) ou homocysteine, *arts dans la chaine. 

30 	 ll presente l'avantage d'être industrialisable, du fait de la synthese convergente dont it 

s'agit, et ce type de synthese est particulierement recherché en matiere d'industrialisation de 

procedes puisqu'il procure des rendements avantageux, et notamment peu de perte de 

rendement en produits déjà elabores dont le coCat de synthese est déjà eleve. 

Selon la presente invention les fragments SEA permettent la synthese de proteines 

35 	en partant du N-terminal vers le C-terminal par ligation successive de fragments peptidiques. 

L'assemblage du N-terminal vers le C-terminal offre un avantage considerable, 

compare a la strategie inverse d'assemblage du C-terminal vers le N-terminal, en effet, dans 

ce cas le procede induit une auto-purification des fragments peptidiques ce qui est 

considerablement important en synthese industrielle. 

WO 2012/110536 
11 

PCT/EP2012/052548 

La presente invention concerne egalement la preparation des peptide-thioesters de 
formule (II) a partir de bis(2-sulfanylethyl)amino peptide : ArSEAoff selon le procede decrit 
ci-dessus, par action d'un thiol R-SH, en presence d'un agent reducteur de disulfures 
cycliques. L'invention concerne egalement les peptides thioesters ainsi obtenus. 

5 Les polypeptides de formule (I) obtenus selon I'invention peuvent etre utilises pour 
produire une banque de polypeptides, par exemple a des fins de criblage. 

lis peuvent egalement etre utilises pour la fabrication de compositions 
pharmaceutiques, en combinaison avec un ou plusieurs adjuvants ou vehicules compatibles 
et pharmaceutiquement acceptables. A titre d'exemple de compositions pharmaceutiques 

10 pouvant etre obtenues selon I'invention, on peut citer les medicaments utilisables chez 
I'homme ou chez I'animal et les preparations vaccinales. 

lis peuvent egalement etre utilises pour la realisation de kits de diagnostic. 

Selon un autre objet de la presente invention, I'invention concerne egalement un 
procede de fabrication d'une composition pharmaceutique comprenant: 

15 - la fabrication d'un polypeptide ou peptide selon le procede de fabrication d'un 
polypeptide de formule (I) decrit precedemment, et 

- les compositions pharmaceutiques comprenant un polypeptide ou peptide ainsi 
prepare, a I'etat pur ou en association avec un ou plusieurs adjuvants 
compatibles et pharmaceutiquement acceptables. 

20 L'invention concerne egalement un procede de fabrication d'un dispositif de 
diagnostic comprenant: 

- la fabrication d'un polypeptide ou peptide selon le procede de fabrication d'un 
polypeptide de formule (I) decrit precedemment, et 

- la formulation ou la mise en forme de ce polypeptide sous une forme adaptee a 
25 une utilisation pour un dispositif de diagnostic. 

Le procede selon la presente invention est particulierement interessant du fait qu'il 
permet de synthetiser, en synthese totale, un enchainement peptidique de la longueur et de 
la nature souhaitee, et comportant des motifs amino acides a substitution thiol du type 
cysteine (Cys) ou homocysteine, repartis dans la chaine. 

30 II presente I'avantage d'etre industrialisable, du fait de la synthese convergente dont il 
s'agit, et ce type de synthese est particulierement recherche en matiere d'industrialisation de 
procedes puisqu'il procure des rendements avantageux, et notamment peu de perte de 
rendement en produits deja elabores dont le cout de synthese est deja eleve. 

Selon la presente invention les fragments SEA permettent la synthese de proteines 
35 en partant du N-terminal vers le C-terminal par ligation successive de fragments peptidiques. 

L'assemblage du N-terminal vers le C-terminal offre un avantage considerable, 
compare a la strategie inverse d'assemblage du C-terminal vers le N-terminal, en effet, dans 
ce cas le procede induit une auto-purification des fragments peptidiques ce qui est 
considerablement important en synthese industrielle. 
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Selon un autre avantage le procede de ('invention permet d'utiliser des acides amines 

proteinogeniques pour la synthese des fragments peptidiques. De ce fait, it est inutile de 

recourir a la fabrication de derives d'acides amines (tels que des cetoacides par exemple), 

ce qui alourdirait considerablement la synthese. 

5 Les exemples qui suivent illustrent la presente invention. 

Exem • le 1 

Assemblage one-pot de 3 fragments  

1- Synthese du peptide 1 (H-ILKEPVHGA-S(CH2)2COOH), equivalent de Al-SR avec 

R = alkyle, par transformation de A1-SEAoff en presence d'un alkyithiol R-SH, 	R 

10 -(CH2)2COOH et d'un reducteur de disulfures cycliques. 

Le peptide precurseur H-ILKEPVHGA-SEAoff a ete prepare comme decrit par 011ivier 

N., Dheur J., Mhidia R., Blanpain A., and Melnyk 0. Bis(2-sulfanylethyl)amino native peptide 

ligation., Org. Lett. 12(22), 5238-41 (2010). 

Le chlorhydrate de tris(2-carboxyethyl)phosphine TCEP,HCI (921,2 mg) est dissous 

15 dans 0,2 M tampon phosphate pH=7,3 (40 mL). L'acide 3-mercaptopropionique (MPA) (2 

mL) est ajoute a cette solution. Le pH de la solution est reajuste a 4 avec de la soude 5 N 

(environ 3 mL). 

Le 	peptide 	H-ILKEPVHGA-SEAoff 	(40,31 	mg) 	est 	dissous 	dans 	la 	solution 

precedente (40 mL). Le milieu reactionnel est place sous atmosphere inerte par 3 cycles 

20 vide/argon, et place dans un bain a 37°C. 

Apres 22 heures, le milieu reactionnel est transfers dans une ampoule a decanter. 

Une solution aqueuse d'acide trifluoroacetique (TFA) a 7% (20 gouttes) est additionnee. 4 

extractions a ('ether diethylique sont realisees. Une solution aqueuse de TFA a 7% (10 mL) 

est additionnee et 3 nouvelles extractions a ('ether diethylique sont realisees. 

25 La phase aqueuse est degazee pendant 13 minutes en faisant buller de ('argon, avant 

d'8tre purifiee en RP-HPLC (colonne C18 nucleosil 120A, 5pm, tampon A 100% eau 

contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, gradient : 0 a 10% 

de tampon B en 5 mn puis 10 a 100% de tampon B en 150 mn, debit 6 mL/mn, 215 nm). On 

obtient 	18,7 	mg 	de 	peptide 	1 	(H-ILKEPVHGA-S(CH2)2COOH) 	pur 	(R=47,4%) 

30 C47H78N12013S1 MALDI-TOF [M+Hr calcule (masse mono isotopique) 1051,56; observe 

1051,70. 

2- Synthese peptide 2 H-C(StBu)HHLEPGG-SEAoff, equivalent de H-C1(SR)-A2-SEAoff, 

avec R = tBu 

Synthese classique d'un peptide-SEAoff a une echelle de 0,25 mmole, selon : 

35 011ivier N., Dheur J., Mhidia R., Blanpain A., and Melnyk 0., Bis(2-sulfanylethyl)amino 

native peptide ligation., Org. Lett. 12(22), 5238-41 (2010). 

Le reste disulfure —S-t.Bu est couple au moyen de Fmoc-Cys(St.Bu)-OH, de maniere 

analogue a la methode decrite dans l'exemple 2 ci-apres. 
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Selon un autre avantage le procede de l'invention permet d'utiliser des acides amines 
proteinogeniques pour la synthese des fragments peptidiques. De ce fait, il est inutile de 
recourir a la fabrication de derives d'acides amines (tels que des cetoacides par exemple), 
ce qui alourdirait considerablement la synthese. 

5 Les exemples qui suivent illustrent la presente invention. 

Exemple 1 

Assemblage one-pot de 3 fragments 

1- Synthese du peptide 1 (H-lLKEPVHGA-S(CH2)2COOH), equivalent de A-pSR avec 
R = alkyle, par transformation de Ai-SEAoff en presence d'un alkylthiol R-SH, R = 

10 -(CH2)2COOH et d'un reducteur de disulfures cycliques. 

Le peptide precurseur H-ILKEPVHGA-SEAoff a ete prepare comme decrit par Ollivier 
N., Dheur J., Mhidia R., Blanpain A., and Melnyk O., Bis(2-sulfanylethyl)amino native peptide 
ligation., Org. Lett. 12(22), 5238-41 (2010). 

Le chlorhydrate de tris(2-carboxyethyl)phosphine TCEP.HCI (921,2 mg) est dissous 
15 dans 0,2 M tampon phosphate pH=7,3 (40 mL). L'acide 3-mercaptopropionique (MPA) (2 

mL) est ajoute a cette solution. Le pH de la solution est reajuste a 4 avec de la soude 5 N 
(environ 3 mL). 

Le peptide H-ILKEPVHGA-SEAoff (40,31 mg) est dissous dans la solution 
precedente (40 mL). Le milieu reactionnel est place sous atmosphere inerte par 3 cycles 

20 vide/argon, et place dans un bain a 37°C. 

Apres 22 heures, le milieu reactionnel est transfere dans une ampoule a decanter. 
Une solution aqueuse d'acide trifluoroacetique (TFA) a 7% (20 gouttes) est additionnee. 4 
extractions a Tether diethylique sont realisees. Une solution aqueuse de TFA a 7% (10 mL) 
est additionnee et 3 nouvelles extractions a Tether diethylique sont realisees. 

25 La phase aqueuse est degazee pendant 13 minutes en faisant buller de Targon, avant 
d'etre purifiee en RP-HPLC (colonne C18 nucleosil 120A, 5pm, tampon A 100% eau 
contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, gradient; 0 a 10% 
de tampon B en 5 mn puis 10 a 100% de tampon B en 150 mn, debit 6 mL/mn, 215 nm). On 
obtient 18,7 mg de peptide 1 (H-ILKEPVHGA-S(CH2)2COOH) pur (R=47,4%) 

30 C47H78N12013SI MALDI-TOF [M+Hf calcule (masse mono isotopique) 1051,56; observe 
1051,70 

2- Synthese peptide 2 H-C(StBu)HHLEPGG-SEAoff, equivalent de H-Ci(SR)-A2-SEAoff, 
avec R = tBu 

Synthese classique d'un peptide-SEAoff a une echelle de 0,25 mmole, selon : 

35 Ollivier N., Dheur J., Mhidia R , Blanpain A., and Melnyk O., Bis(2-sulfanylethyl)amino 
native peptide ligation., Org. Lett. 12(22), 5238-41 (2010). 

Le reste disulfure -S-t.Bu est couple au moyen de Fmoc-Cys(St.Bu)-OH, de maniere 
analogue a la methode decrite dans Texemple 2 ci-apres. 
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La deprotection finale et la coupure du peptide de la resine sont realises avec 

TFA/TIS/DMS/H20 (90/2,5/2,5/5/2,5 en volume, 25 mL) pendant 1h30. 	Le peptide est 

precipite dans un mélange froid ether diethylique/heptane (1/1 en volume), dissous dans un 

minimum 	d'eau 	et 	lyophilise. 	132,6 	mg 	de 	peptide 	brut 	sont 	obtenus 	(R=38%). 

5 C43H69N13010S4  MALDI-TOF [M+H]+ 	calcule (masse monoisotopique) 	1056,42; 	observe 

1056.10. 

Une partie du peptide 2 est ensuite oxydee avant purification. Pour cela, le fragment 2 

(122,6 mg) et 12  (222,52 mg, 10 eq.) sont dissous dans AcOH/eau 4/1 (12,5 ml). Apres 10 

minutes d'agitation. le milieu reactionnel dilue (Volume total =37 mL) est transfers dans une 

lo ampoule a decanter contenant de 	('ether diethylique 	(75 	mL). 	3 extractions a 	('ether 

diethylique sont realisees (3 x 75 mL). La phase aqueuse est congelee et lyophilisee pour 

donner 94,3 mg de peptide brut. 

Apres purification RP-HPLC (colonne C18 nucleosil 120A, 5pm. 215 nm. tampon A 

100% eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, gradient: 

15 0 a 10% de tampon B en 5 mn, puis 10 a 100% de tampon B en 150 mn. debit 6 mL/min) on 

obtient 40,52 mg de peptide pur (R=33%) C43H67N13010S4 MALDI-TOF [M+H]+ calcule 1054,4 

(masse monoisotopique); observe 1054,4. 

3) Al-SR (peptide 1) (R = CH2CH2CO2H) + H-C1(StBu)-A2-SEAoff (peptide 2) 

Al-C1-A2-SEAoff 

2(►  L'acide 4-mercaptophenylacetique (MPAA, 33.64 mg, 0,2 mmol. thiol aromatique) est 

dissous dans du tampon phosphate pH=7,3 0,1 M (1 mL). Une solution de soude 5 N (80 pL) 

est ajoutee pour ajuster le pH de la solution a 7,64. Le peptide 1 (10,40 mg, 7.5 pmol) et le 

peptide 2 (10,42 mg, 7,5 pmol) sont dissous ensemble dans la solution precedente (533pL). 

Le milieu reactionnel est place dans un bain thermostats a 37C sous atmosphere inerte. 

25 La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 300 A, 

5pm) (215 nm, 1 mL/mn, 30°C, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 

4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 30 mn). Pour cela, un aliquot (5 pL) de milieu 

reactionnel est acidifie avec une solution de TFA a 10% dans l'eau. extrait avec de ('ether 

diethylique pour eliminer le MPAA et le MPA avant ('analyse. 

3(1 4- Synthese peptide 3 H-CILKEPVHGV-NH2, equivalent de H-C2-A3  

La preparation du peptide H-C2-A3  est decrite dans la publication de : 011ivier N., 

Dheur J., Mhidia R., Blanpain A., and Melnyk 0., Bis(2-sulfanylethyl)amino native peptide 

ligation., Org. Lett. 12(22), 5238-41 (2010). 

5- Protocole de ligation one-pot de trois fragments. 

35 Synthese peptide 4 H-ILKEPVHGACHHLEPGGCILKEPVHGV-NH2, equivalent de 

A1-C1-A2-C2-A3  

Preparation du peptide 4 a partir de Al-C1-A2-SEAoff et de peptide 3 (H-C2-A3) 
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La deprotection finale et la coupure du peptide de la resine sont realises avec 
TFA/TIS/DMS/H20 (90/2,5/2,5/5/2,5 en volume, 25 mL) pendant 1h30. Le peptide est 
precipite dans un melange froid ether diethylique/heptane (1/1 en volume), dissous dans un 
minimum d'eau et lyophilise. 132,6 mg de peptide brut sont obtenus (R=38%). 

5 C43H69N130,oS4 MALDI-TOF [M+H]+ calcule (masse monoisotopique) 1056,42; observe 
1056,10 

Une partie du peptide 2 est ensuite oxydee avant purification. Pour cela, le fragment 2 
(122,6 mg) et l2 (222,52 mg, 10 eq.) sont dissous dans AcOH/eau 4/1 (12,5 ml). Apres 10 
minutes d'agitation, le milieu reactionnel dilue (Volume total =37 mL) est transfere dans une 

10 ampoule a decanter contenant de I'ether diethylique (75 mL). 3 extractions a I'ether 
diethylique sont realisees (3 x 75 mL). La phase aqueuse est congelee et lyophilisee pour 
donner 94,3 mg de peptide brut. 

Apres purification RP-HPLC (colonne C18 nucleosil 120A, 5|jm, 215 nm, tampon A 
100% eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, gradient: 

15 0 a 10% de tampon B en 5 mn, puis 10 a 100% de tampon B en 150 mn, debit 6 mL/min) on 
obtient 40,52 mg de peptide pur (R=33%) C43H67N13010S4 MALDI-TOF [M+H]+ calcule 1054,4 
(masse monoisotopique); observe 1054,4. 

3) Ai-SR (peptide 1) (R = CH2CH2C02H) + H-Ct(StBu)-A2-SEAoff (peptide 2) 

• ArC-pAz-SEAoff 

20 L'acide 4-mercaptophenylacetique (MPAA, 33,64 mg, 0,2 mmoi, thiol aromatique) est 
dissous dans du tampon phosphate pH=7,3 0,1 M (1 mL). Une solution de soude 5 N (80 (JL) 
est ajoutee pour ajuster le pH de la solution a 7,64. Le peptide 1 (10,40 mg, 7,5 pmol) et le 
peptide 2 (10,42 mg, 7,5 pmol) sont dissous ensemble dans la solution precedente (533|jL). 
Le milieu reactionnel est place dans un bain thermostate a 37 C sous atmosphere inerte. 

25 La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 300 A, 
5|jm) (215 nm, 1 mL/mn, 30 C, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 
4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 30 mn). Pour cela, un aliquot (5 pL) de milieu 
reactionnel est acidifie avec une solution de TFA a 10% dans I'eau, extrait avec de I'ether 
diethylique pour eliminer le MPAA et le MPA avant I'analyse. 

30 4 Synthese peptide 3 H-CILKEPVHGV-NH2, equivalent de H-C2-A3 

La preparation du peptide H-C2-A3 est decrite dans la publication de : Ollivier N., 
Dheur J., Mhidia R., Blanpain A., and Melnyk O., Bis(2-sulfanylethyl)amino native peptide 
ligation., Org. Lett. 12(22), 5238-41 (2010). 

5- Protocole de ligation one-pot de trois fragments. 

35 Synthese peptide 4 H-ILKEPVHGACHHLEPGGCILKEPVHGV-NH2, equivalent de 
A-i -C-i-A2-C2-A3 

Preparation du peptide 4 a partir de A-pCrAz-SEAoff et de peptide 3 (H-C2-A3) 
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5 	solution 

10 

15 

	

20 	TFA, 

Ai-C,-A -SEAoff transforms en A -C -A2-SEAon par reduction en presence de 

TCEP 

(57,34 

(tris(2-carboxvethyl)phosphine) 

Apres 5h30 de reaction, la TCEP,HCI (chlorhydrate de tris(2-carboxyethyl)phosphine) 

mg, 0,2 mmol) est dissoute dans un tampon phosphate pH=7,3 0,1 M (1 mL). une 

de soude 5 N (140 pL) est ajoutee pour ajuster le pH de la solution a 7,33. 

Al-C1-A2-SEAon ± (peptide 3) H-Ca-A3 	—i. A1-C1-A2-C2-A3 (peptide 4),  

puis 

inerte. 

300 

CH3CN/eau 

milieu 

diethylique 

contenant 

additionnee. 

degazde 

colonne 

mn, 

Exem 

Le peptide 3 (16,17 mg, 11,2 pmol) est dissous dans la solution precedente (533 pL) 

ajoute au milieu reactionnel precedent qui est place a nouveau a 37°C sous atmosphere 

La ligation est suivie par RP-H PLC sur une colonne CI8 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 

A, 5 pm) (215 nm, 1 mL/mn, 30°C, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B 

4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 30 mn). Pour cela, un aliquot (5 pL) de 

reactionnel est acidifie avec une solution de TFA a 10% dans l'eau, extrait avec ('ether 

pour eliminer le MPAA (acide 4-mercaptophenylacetique) avant ('analyse. 

Lorsque la reaction est complete, le milieu reactionnel est dilue avec de l'eau 

0,05% de TFA (3 mL) et une solution de TFA a 10% dans l'eau (15 gouttes) est 

Apres 5 extractions avec ('ether diethylique (5 x 8 mL), la phase aqueuse est 

pendant 10 minutes par bullage d'argon. Apres purification par RP-HPLC sur une 

C18 Nucleosil 120A, 5 pm (215 nm, debit 6 mUmn, tampon A : eau contenant 0,05% 

tampon B : CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, gradient : 0-10% de tampon B en 5 

puis 10-100% de tampon B en 150 mn) on obtient 16,2 mg de peptide 4 pur (59,2%). 

• le 2 

25 

La 

30 	resine. 

1-Synthese de K1(fragment 1)-MPA 

a-Synthese de K1(fragment 1)-SEAoff 

NH2-1 

Fmoc-Lys(Boc)-OH 

dimethylformamide 

resine. 

resine 

minutes 

min) 

o 
R N- 	I 	I GKGRSYKGTVS 	I 	TKSG 	I- 	 S 

N 
\_______S 

Sy  

N 

resine SEA (0,5 mmol, 0,175 mmol/g) est conditionnee dans le dichloromethane (DCM). 

(2,342 g, 5 mmol) est dissous dans du DCM et quelques gouttes de 

(DMF) pour aider a la solubilisation puis la solution est ajoutee sur la 

PyBrop (2,331 g, 5 mmol) est dissous dans le minimum de DCM puis ajoute sur la 

La diisopropylethylamine (DIEA) (2,613 mL, 15 mmol) est ensuite additionnee sur la 

et le couplage dure 2 heures (volume total <5 mL). La resine est ensuite lavee 3 x 2 

avec du DCM. La resine est ensuite traitee par 10% Ac20/5% DIEA/DCM (10 mL, 2 

puis (10 mL, 20 min). La resine est ensuite lavee 5 x 2 minutes au DCM. 
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Ai-Ci-A?-SEAoff transforms en Ai-Ci-A?-SEAon par reduction en presence de 
TCEP (iris(2-carboxyethyl)phosphine) 

Apres 5h30 de reaction, la TCEP.HCI (chlorhydrate de tris(2-carboxyethyl)phosphine) 
(57,34 mg, 0,2 mmol) est dissoute dans un tampon phosphate pH=7,3 0,1 M (1 mL). une 

5 solution de soude 5 N (140 pL) est ajoutee pour ajuster le pH de la solution a 7,33. 

Ai-Ci-A?~SEAon + (peptide 3) H-C?-A3 • Ai-Ci-A?-C?-Aa (peptide 41 

Le peptide 3 (16,17 mg, 11,2 pmol) est dissous dans la solution precedente (533 pL) 
puis ajoute au milieu reactionnel precedent qui est place a nouveau a 37 C sous atmosphere 
inerte. 

10 La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne CI8 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 
300 A, 5 pm) (215 nm, 1 mL/mn, 30 C, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B 
CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 30 mn). Pour cela, un aliquot (5 pL) de 
milieu reactionnel est acidifie avec une solution de TFA a 10% dans I'eau, extrait avec I'ether 
diethylique pour eliminer le MPAA (acide 4-mercaptophenylacetique) avant I'analyse, 

15 Lorsque la reaction est complete, le milieu reactionnel est dilue avec de I'eau 
contenant 0.05% de TFA (3 mL) et une solution de TFA a 10% dans I'eau (15 gouttes) est 
additionnee. Apres 5 extractions avec I'ether diethylique (5x8 mL), la phase aqueuse est 
degazee pendant 10 minutes par bullage d'argon. Apres purification par RP-HPLC sur une 
colonne C18 Nucleosil 120A, 5 jjm (215 nm, debit 6 mL/mn, tampon A : eau contenant 0,05% 

20 TFA, tampon B : CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, gradient: 0-10% de tampon B en 5 
mn, puis 10-100% de tampon B en 150 mn) on obtient 16.2 mg de peptide 4 pur (59,2%). 

Exemple 2 

1-Synthese de K1 (fragment 1)-MPA 

a-Svnthese de K1 (fragment 1)-SEAoff 

o 
NH2—| R N—N. J— I I GKGRSYKGTVS I TKSG I-

S 

V 25 ' N 

La resine SEA (0,5 mmol, 0,175 mmol/g) est conditionnee dans le dichloromethane (DCM). 
Fmoc-Lys(Boc)-OH (2,342 g, 5 mmol) est dissous dans du DCM et quelques gouttes de 
dimethylformamide (DMF) pour aider a la solubilisation puis la solution est ajoutee sur la 
resine. PyBrop (2,331 g, 5 mmol) est dissous dans le minimum de DCM puis ajoute sur la 

30 resine. La diisopropylethylamine (DIEA) (2,613 mL, 15 mmol) est ensuite additionnee sur la 
resine et le couplage dure 2 heures (volume total <5 mL). La resine est ensuite lavee 3x2 
minutes avec du DCM. La resine est ensuite traitee par 10% Ac20/5% DIEA/DCM (10 mL, 2 
min) puis (10 mL, 20 min). La resine est ensuite lavee 5x2 minutes au DCM. 
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Le fragment 1 est assemble sur une partie de la resine precedente (0,25 mmol, 0,175 

mmol/g) avec un synthetiseur de peptides (CEM pWaves, Saclay, France) sans utiliser les 

micro-ondes, en utilisant la strategie Fmoc/tert-butyle. Le couplage est effectue avec les 

acides amines (0,2 M, 4 eq), l'activateur HBTU (0,5 M, 3,6 eq.) et la base DIEA (2 M, 8 eq). 

5 La 	deprotection 	finale 	et 	le 	clivage 	du 	peptide 	de 	la 	resine 	sont 	realises 	avec 

TFA/TIS/DMS/thioanisole/H20 (90/2,5/2,5/2,5/2,5 en volume, 25 mL) pendant 2 heures 30. 

Le peptide est precipite dans un mélange froid ether diethylique/heptane (1/1 en volume), 

dissout dans un minimum d'eau et lyophilise. 288 mg de peptide brut sont obtenus (R=32%). 

C120H216N36031S4  LC-MS [M+H]+  calcule (masse moyenne) 2788,5; observe 2788,1. 

10 Une partie du fragment 1 est ensuite oxydee avant purification. Pour cela, le fragment 

1 (95,7 mg) est dissous dans AcOH/eau 1/4 (47,9 mL). 197 mM 12  dans DMSO (270 pL, 50 

pmol, 20.) sont additionnees a Ia solution precedente. Apres 30 secondes d'agitation, 64,8 

mM dithiothreitol (DTT, 823 pL, 50 pmol, 2 eq) est additionne pour consommer 12  restant et 

injecte directement en RP-HPLC. 

15 Apres purification RP-HPLC (colonne C18 nucleosil 120A, 5pm, tampon A 100% eau 

contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, gradient : 0 a 20% 

de tampon B en 5 min, puis 20 a 40% en 40 min, debit 6 mL/min, 215 nm) on obtient 25,8 

mg 	de 	peptide 	pur (R=27%) 	C120H214N36031S4 	MALDI-TOF 	[M+H]+ 	calcule 	(masse 

monoisotopique) 2784,52 ; observe 2784,6. 

20 b-Synthese de K1(fragment 1)-MPA 

o 	 0 	o 
NH2 — I 	R N-Nj1 	I 	I 	GKGRSYKGTVS 	I 	T K SG 	I-N 0 H 

\ SH 

N 

Le 	Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochlorure (TCEP,HCI, 	229,63 mg, 	0,8 mmol) 	est 

solubilise 	dans 	le 	tampon 	0,2 	M 	phosphate 	de 	sodium 	pH=7,3 	(10 	mL). 	L'acide 

mercaptopropionique (MPA, 0,5 mL) est additionne. NaOH 5M (340 pL) est ajoute pour 

25 ajuster le pH a 3,98. 

Le fragment 1 	K1-SEAoff (24,67 	mg, 	6,9 pmol) est dissous dans 	Ia solution 

precedente (10,3 mL). Le milieu reactionnel est chauffe a 37°C sous atmosphere d'argon. 

L'avancement de Ia reaction est suivi par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (215 

nm, 1 mL/min, 30°C, eluant A eau contenant 0,05% d'acide trifluoracetique (TFA), eluant B 

30 CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 30 min). Pour cela, des aliquots sont 

acidifies avec 10 % de TFA aqueux, extraits avec Et20 afin d'eliminer le MPA en exces avant 

analyse. 

Apres Ia fin de Ia reaction, le milieu reactionnel est dilue par de l'eau (10 mL) et 10 % 

de TFA aqueux (5 mL) sont additionnes. Apres 3 extractions avec Et20 (3 x 15 mL) et 
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Le fragment 1 est assemble sur une partie de la resine precedente (0,25 mmol, 0,175 
mmol/g) avec un synthetiseur de peptides (CEM |jWaves, Saclay, France) sans utiliser les 
micro-ondes, en utilisant la strategie Fmoc/te/f-butyle. Le couplage est effectue avec les 
acides amines (0,2 M, 4 eq), Tactivateur HBTU (0,5 M, 3,6 eq.) et la base DIEA (2 M, 8 eq). 

5 La deprotection finale et le clivage du peptide de la resine sont realises avec 
TFA/TIS/DMS/thioanisole/H20 (90/2,5/2,5/2,5/2,5 en volume, 25 mL) pendant 2 heures 30. 
Le peptide est precipite dans un melange froid ether diethylique/heptane (1/1 en volume), 
dissout dans un minimum d'eau et lyophilise. 288 mg de peptide brut sont obtenus (R=32%). 
C120H216N36O31S4 LC-MS [M+H]+ calcule (masse moyenne) 2788,5; observe 2788,1. 

10 Une partie du fragment 1 est ensuite oxydee avant purification. Pour cela, le fragment 
1 (95,7 mg) est dissous dans AcOH/eau 1/4 (47,9 mL). 197 mM l2 dans DMSO (270 |JL, 50 
|jmol, 2eq.) sont additionnees a la solution precedente. Apres 30 secondes d'agitation, 64,8 
mM dithiothreitol (DTT, 823 |JL, 50 |jmol, 2 eq) est additionne pour consommer l2 restant et 
injecte directement en RP-HPLC. 

15 Apres purification RP-HPLC (colonne C18 nucleosil 120A, 5|jm, tampon A 100% eau 
contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, gradient: 0 a 20% 
de tampon B en 5 min, puis 20 a 40% en 40 min, debit 6 mL/min, 215 nm) on obtient 25,8 
mg de peptide pur (R=27%) C120H214N36O31S4 MALDI-TOF [M+H]+ calcule (masse 
monoisotopique) 2784,52 ; observe 2784,6. 

20 b-Synthese de K1 (fragment 1)-MPA 
0 ° o 

NH2—I R N-N^^U—I I GKGRSYKGTVS I TKSG l_ 

N 

Le Tr/'s(2-carboxyethyl)phosphine hydrochlorure (TCEP,HCI, 229,63 mg, 0,8 mmol) est 
solubilise dans le tampon 0,2 M phosphate de sodium pH=7,3 (10 mL). L'acide 
mercaptopropionique (MPA, 0,5 mL) est additionne. NaOH 5M (340 |JL) est ajoute pour 

25 ajuster le pH a 3,98. 

Le fragment 1 K1-SEAoff (24,67 mg, 6,9 |jmol) est dissous dans la solution 
precedente (10,3 mL). Le milieu reactionnel est chauffe a 37°C sous atmosphere d'argon. 
L'avancement de la reaction est suivi par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (215 
nm, 1 mL/min, 30°C, eluant A eau contenant 0,05% d'acide trifluoracetique (TFA), eluant B 

30 CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 30 min). Pour cela, des aliquots sont 
acidifies avec 10 % de TFA aqueux, extraits avec Et20 afin d'eliminer le MPA en exces avant 
analyse. 

Apres la fin de la reaction, le milieu reactionnel est dilue par de I'eau (10 mL) et 10 % 
de TFA aqueux (5 mL) sont additionnes. Apres 3 extractions avec Et20 (3 x 15 mL) et 
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bullage d'argon pendant 15 min, la purification par RP-HPLC sur une colonne C18 Nucleosil 

120 A, 5 pm (215 nm, 6 mL/min, temperature ambiante, eluant A eau contenant 0,05% TFA, 

eluant B CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, 0-10% B en 5 min, puis 10-100% B en 150 

min) fournit 9,7 mg de K1(fragment 1)-MPA pur (41%). 

5 2-Synthese de StBu-K1(fragment 2)-SEAoff 

o 

4s- 	 ill \s 
N 	QPWSSM 	I 	PHEHSFLPSSYRGKDLQEN— N 	

s
/ 

0 

La resine SEA (0,5 mmol, 0,175 mmol/g) est conditionnee dans du DCM. Fmoc-Tyr-OH 

(2,298 g, 5 mmol) est dissous dans du DCM (<5 mL) et quelques gouttes de DMF pour aider 

a la solubilisation puis ajoute sur la resine. PyBrop (2,331 g, 5 mmol) est dissous dans le 

10 minimum de DCM 	puis ajoute sur la resine. 	DIEA (2,614 mL, 	15 mmol) est ensuite 

additionne sur la resine et le couplage dure 2 heures. La resine est ensuite levee 4 x 2 

minutes au DCM. La resine est ensuite traitee par 10% Ac20/5% DiEA/DCM (10 mL, 2 min) 

puis (10 mL, 20 min). La resine est ensuite levee 5 x 2 minutes au DCM. 

Le fragment 2 est assemble sur la resine precedente (0,5 mmol, 0,175 mmol/g) avec 

15 un synthetiseur de peptides (CEM pWaves, Saclay, France) sans utiliser les micro-ondes, en 

utilisant la strategie Fmoc/tert-butyle. Le couplage est effectue avec les acides amines (0,2 

M, 4 eq.), l'activateur HBTU (0,5 M, 3,6 eq.) et la base DIEA (2 M, 8 eq.). Le solvant de 

lavage (DMF) ainsi que le solvant de Fmoc-Met-OH contiennent 1% de thioanisole afin 

d'eviter au maximum l'oxydation de la methionine de la sequence. 

20 La resine est separee en 2 apres la glutamine en position 2 (0,25 mmol) afin de 

coupler la Fmoc-Cys(StBu)-OH manuellement. Pour ce faire, la resine est levee 4 x 2 

minutes au DMF, pesee en DMF et divisee en 2. HBTU (379,3 mg, 1 mmol) est dissous dans 

DMF (1100 pL). HOBt (135 mg, 1 mmol) est dissous dans DMF (500 pL) et additionne sur 

HBTU. 	Fmoc-Cys(StBu)-OH (431,6 mg, 	1 	mmol) est dissous dans DMF (500 pL) et 

25 additionne au mélange HBTU/HOBt. DIEA (522,7 pL, 3 mmol) est ensuite ajoute sur le 

mélange. On agite pendant 1 minute puis le mélange est additionne sur la resine et le 

couplage dure 45 minutes. La resine est ensuite levee 4 x 2 minutes au DMF. On realise la 

deprotection du Fmoc N-terminal par traitement a la piperidine 20% dans le DMF (15 mn 

puis 5 mn). La resine est ensuite levee 4 x 2 minutes au DCM puis 3 x 2 minutes a Et20 et 

30 sechee. 

La deprotection finale et le clivage du peptide de la resine sont realises avec 

TFA/TIS/DMS/Thioanisole/H20 (90/2,5/2,5/2,5/2,5 en volume, 25 mL) pendant 2 heures 30. 

Le peptide est precipite dans un mélange froid ether diethylique/heptane (1/1 en volume), 

dissous dans un minimum d'eau et lyophilise. 366,14 mg de peptide brut sont obtenus 

35 (R=35,6%). 	C156H231N4104455 	MALDI-TOF [M+H]+ 	calcule (resolution monoisotopique) 

3543,6; observe 3542,2. 
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bullage d'argon pendant 15 min, la purification par RP-HPLC sur une colonne C18 Nucleosil 
120 A, 5 |jm (215 nm, 6 mL/min, temperature ambiante, eluant A eau contenant 0,05% TFA, 
eluant B CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, 0-10% B en 5 min, puis 10-100% B en 150 
min) fournit 9,7 mg de K1 (fragment 1)-MPA pur (41%). 

5 2-Svnthese de StBu-K1 (fragment 2)-SEAoff 

(2,298 g, 5 mmol) est dissous dans du DCM (<5 mL) et quelques gouttes de DMF pour aider 
a la solubilisation puis ajoute sur la resine. PyBrop (2,331 g, 5 mmol) est dissous dans le 

10 minimum de DCM puis ajoute sur la resine. DIEA (2,614 mL, 15 mmol) est ensuite 
additionne sur la resine et le couplage dure 2 heures. La resine est ensuite lavee 4x2 
minutes au DCM. La resine est ensuite traitee par 10% Ac20/5% DiEA/DCM (10 mL, 2 min) 
puis (10 mL, 20 min). La resine est ensuite lavee 5x2 minutes au DCM. 

Le fragment 2 est assemble sur la resine precedente (0,5 mmol, 0,175 mmol/g) avec 
15 un synthetiseur de peptides (CEM |jWaves, Saclay, France) sans utiliser les micro-ondes, en 

utilisant la strategie Fmoc/te/f-butyle. Le couplage est effectue avec les acides amines (0,2 
M, 4 eq.), Tactivateur HBTU (0,5 M, 3,6 eq.) et la base DIEA (2 M, 8 eq.). Le solvant de 
lavage (DMF) ainsi que le solvant de Fmoc-Met-OH contiennent 1% de thioanisole afin 
d'eviter au maximum Toxydation de la methionine de la sequence. 

20 La resine est separee en 2 apres la glutamine en position 2 (0,25 mmol) afin de 
coupler la Fmoc-Cys(StBu)-OH manuellement. Pour ce faire, la resine est lavee 4x2 
minutes au DMF, pesee en DMF et divisee en 2. HBTU (379,3 mg, 1 mmol) est dissous dans 
DMF (1100 |JL). HOBt (135 mg, 1 mmol) est dissous dans DMF (500 |JL) et additionne sur 
HBTU. Fmoc-Cys(StBu)-OH (431,6 mg, 1 mmol) est dissous dans DMF (500 |JL) et 

25 additionne au melange HBTU/HOBt. DIEA (522,7 |JL, 3 mmol) est ensuite ajoute sur le 
melange. On agite pendant 1 minute puis le melange est additionne sur la resine et le 
couplage dure 45 minutes. La resine est ensuite lavee 4x2 minutes au DMF. On realise la 
deprotection du Fmoc N-terminal par traitement a la piperidine 20% dans le DMF (15 mn 
puis 5 mn). La resine est ensuite lavee 4x2 minutes au DCM puis 3x2 minutes a Et20 et 

30 sechee. 

La deprotection finale et le clivage du peptide de la resine sont realises avec 
TFA/TIS/DMS/Thioanisole/H20 (90/2,5/2,5/2,5/2,5 en volume, 25 mL) pendant 2 heures 30. 
Le peptide est precipite dans un melange froid ether diethylique/heptane (1/1 en volume), 
dissous dans un minimum d'eau et lyophilise. 366,14 mg de peptide brut sont obtenus 

35 (R=35,6%). CI56H23IN41O44S5 MALDI-TOF [M+H]+ calcule (resolution monoisotopique) 
3543,6; observe 3542,2. 
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Une partie du fragment 2 est ensuite oxydee avant purification. Pour cela, le fragment 

2 (67 mg) est dissous dans AcOH/eau 1/4 (35 mL) puis 144 mM 12  dans DMSO (223 pL) sont 

ajoutes. Apres 30 secondes d'agitation, 64,8 mM DTT dans AcOH/eau 1/4 (503 pL) sont 

additionnes pour consommer 1'12  en exces. Apres decoloration de Ia solution, le milieu est 

5 injects en RP-HPLC (colonne C18 nucleosil, 120 A, 5 pm, 2 x 28 cm, 215 nm, tampon A 

100% eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, gradient : 

0 a 10% de tampon B en 5 min, puis 10 a 100% B en 150 min, debit 6 mL/min) on obtient 

11,5 mg de peptide pur (R=17,2 %) C156H229N41044S5 	LC-MS [M+H]+  calcule (resolution 

monoisotopique) 3541,6 ; observe 3541,9. 

10 3-Synthese de K1(fragment 3) 

SH 	 SH 	 SH 	 SH 
I 

NH2  - CRNPRGEEGGPWCF 	TSNPEVRYEVCDIPQCSE—N 	
NH2 

 

0 

Le fragment 3 est assemble sur Ia resine Novasyn TGR (0,5 mmol, 0,25 mmol/g) avec un 

synthetiseur de peptides (CEM pWaves, Saclay, France) sans utiliser les micro-ondes, en 

utilisant Ia strategie Fmoc/tert-butyle. Le couplage est effectue avec les acides amines (0,2 

15 M, 4 eq.), l'activateur HBTU (0.5 M, 3.6 eq.) et Ia base DIEA (2 M, 8 eq.). 

La deprotection finale et le clivage du peptide de Ia resine sont realises avec 

20 

TFA/EDT/H20/TIS (94/2,5/2,5/1 en volume, 30mL) pendant 2 heures 30. Le peptide est 

precipite dans un mélange froid ether diethylique/heptane (1/1 en volume), dissous dans un 

minimum d'eau et lyophilise. Apres purification RP-HPLC (colonne C18 vydac 50 cm x 2 cm, 

280 nm, tampon A 100% eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 

0.05% TFA, gradient : 0 a 20% de tampon B en 10 min puis 20 a 50% de tampon B en 60 

mn, debit 30 mL/mn) on obtient 272 mg de peptide pur (R=13%) C158H239N47052S4  MALDI- 

TOF [M+H]+  calcule (resolution monoisotopique) 3755,6; observe 3755,7. 

4-Protocole de ligation one-pot : 

25 Synthese d'un peptide 4 K1(125-209) 

La guanidine HCI (573,24 mg, 6 mmol) est dissoute dans 0,1 M tampon phosphate 

pH=7,3 (1 mL). L'acide 4-mercaptophenylacetique (MPAA, 33,68 mg, 0,2 mmol) est dissous 

dans cette derniere solution (1 mL). NaOH 5M (150 pL) est ajoute pour ajuster le pH de Ia 

solution a 7,53. 

30 Le K1(fragment 1)-MPA (9,71mg, 2,8 pmol) et le StBu-K1(fragment 2)-SEA(10,65 mg, 

2,6 pmol) sont dissous ensemble dans Ia solution precedente (185 pL). Le milieu reactionnel 

est place dans un bain thermostats a 37°C dans la boite a gants. 

La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 

300 A, 5 pm) (215 nm, 1 mL/min, 30°C, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B 

35 CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 30 min). Pour cela, un aliquot (1 pL) de 
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Une partie du fragment 2 est ensuite oxydee avant purification. Pour cela, le fragment 
2 (67 mg) est dissous dans AcOH/eau 1/4 (35 mL) puis 144 mM l2 dans DMSO (223 |JL) sont 
ajoutes. Apres 30 secondes d'agitation, 64,8 mM DTT dans AcOH/eau 1/4 (503 |JL) sont 
additionnes pour consommer l'l2 en exces. Apres decoloration de la solution, le milieu est 

5 injecte en RP-HPLC (colonne C18 nucleosil, 120 A, 5 |jm, 2 x 28 cm, 215 nm, tampon A 
100% eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, gradient: 
0 a 10% de tampon B en 5 min, puis 10 a 100% B en 150 min, debit 6 mL/min) on obtient 
11,5 mg de peptide pur (R=17,2 %) Ci56H229N41044S5 LC-MS [M+H]+ calcule (resolution 
monoisotopique) 3541,6 ; observe 3541,9. 

10 3-Svnthese de K1 (fragment 3) 

Y SH SH SH SH I 
I I II /V ̂NH2 

NH2 C RNPRGEEGGPWCF TSNPEVRYEVCD I PQCS E —N 

o 
Le fragment 3 est assemble sur la resine Novasyn TGR (0,5 mmol, 0,25 mmol/g) avec un 
synthetiseur de peptides (CEM |jWaves, Saclay, France) sans utiliser les micro-ondes, en 
utilisant la strategie Fmoc/te/f-butyle. Le couplage est effectue avec les acides amines (0,2 

15 M, 4 eq.), Tactivateur HBTU (0.5 M, 3.6 eq.) et la base DIEA (2 M, 8 eq.). 

La deprotection finale et le clivage du peptide de la resine sont realises avec 
TFA/EDT/H20/TIS (94/2,5/2,5/1 en volume, 30mL) pendant 2 heures 30. Le peptide est 
precipite dans un melange froid ether diethylique/heptane (1/1 en volume), dissous dans un 
minimum d'eau et lyophilise. Apres purification RP-HPLC (colonne C18 vydac 50 cm * 2 cm, 

20 280 nm, tampon A 100% eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 
0.05% TFA, gradient: 0 a 20% de tampon B en 10 min puis 20 a 50% de tampon B en 60 
mn, debit 30 mL/mn) on obtient 272 mg de peptide pur (R=13%) CissH^glSUyOs^ MALDI-
TOF [M+H]+ calcule (resolution monoisotopique) 3755,6; observe 3755,7. 

4-Protocole de ligation one-pot: 

25 Synthese d'un peptide 4 K1 (125-209) 

La guanidine HCI (573,24 mg, 6 mmol) est dissoute dans 0,1 M tampon phosphate 
pH=7,3 (1 mL). L'acide 4-mercaptophenylacetique (MPAA, 33,68 mg, 0,2 mmol) est dissous 
dans cette derniere solution (1 mL). NaOH 5M (150 |JL) est ajoute pour ajuster le pH de la 
solution a 7,53. 

30 Le K1(fragment 1)-MPA (9,71mg, 2,8 |jmol) et le StBu-K1 (fragment 2)-SEA(10,65 mg, 
2,6 |jmol) sont dissous ensemble dans la solution precedente (185 |JL). Le milieu reactionnel 
est place dans un bain thermostate a 37°C dans la boTte a gants. 

La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 
300 A, 5 |jm) (215 nm, 1 mL/min, 30°C, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B 

35 CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 30 min). Pour cela, un aliquot (1 |JL) de 
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milieu reactionnel est acidifie avec 10% TFA aqueux, extrait avec l'Et20 pour eliminer le 

MPAA et MPA avant l'analyse. 

Apres 20 heures de reaction, de la guanidine HCI (573,15 mg, 6 mmol) est dissoute 

dans 	du 	tampon 	phosphate 	0,1 	M, 	pH=7,3 	(1 mL). 	Le Tris(2-carboxyethyl) 

5 phosphine hydrochlorure (TCEP,HCI, 57,59 mg, 0,2 mmol) est dissous dans cette derniere 

solution (1 mL). 5M NaOH est ajoute pour ajuster le pH de la solution a 7,27. 

Le K1(fragment 3) (16,46 mg, 3,9 pmol) est dissous dans la solution precedente (185 

pL) puis ajoute au milieu reactionnel precedent qui est place a nouveau a 37°C sous 

atmosphere inerte. 

10 La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 

300 A, 5 pm) (215 nm, 1 mL/min, 30°C, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B 

CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 60 min). Pour cela, un aliquot (1 pL) de 

milieu reactionnel est acidifie avec 10% TFA aqueux, extrait avec Et20 pour eliminer le 

MPAA et MPA avant l'analyse. 

15 C418H648N1220127S7  MALDI-TOF [M+H]+  (masse moyenne) calcule 9640.01, trouve 9639. 

Lorsque la reaction est complete, le milieu reactionnel est dilue avec de l'eau (4 mL) 

et TFA 10% aqueux (1 mL) est additionne. Apres 4 extractions avec Et20 (4 x 8 mL), la 

phase aqueuse est degazee pendant 10 minutes par bullage d'argon, diluee avec de l'eau 

(36 mL), filtree. Le fritte est rince par AcOH (1 mL) et rince par de l'eau (20 mL). L'ensemble 

20 est purifie par RP-HPLC sur une colonne C18 vydac 300 A, 5 pm (215 nm, 20 mL/min, 

tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, 0- 

20% B en 5 min, puis 20-60% B in 80 min) on obtient 11,46 mg de K1 (125-209) pur (R = 

39,4%). 

5-Folding de K1(125-209) 

25 K1(125-209) (3,99 mg, 0,355 pmol) est dissous dans le tampon 10 mM PBS, 138 mM 

NaCI, 2,7 mM KCI pH=7,4 contenant 10% en volume de glycerol, 1 mM glutathion reduit, 0,2 

mM glutathion oxyde (10 mL). 

Le milieu reactionnel est place a 4°C. 

Le folding est suivi par LC-MS sur une colonne C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 300 

30 A, 5 pm) (215 nm, 1 mL/min, 30°C, tampon A eau contenant 0,1 % TFA, tampon B 

CH3CN/eau 4/1 contenant 0,1 % TFA, 0-100% B en 60 min). 

Apres 65 heures, le milieu reactionnel est ultracentrifuge a 8000 rcf, a 4°C pendant 

15 minutes puis a 9000 rcf, a 4°C pendant 15 minutes afin d'eliminer quelques agregats. 

Le milieu reactionnel (7,6 mL) est ensuite transfere en plusieurs fois dans un systeme 

35 d'ultrafiltration vivaspin 2mL avec un cut-off de 3000 MWCO et ultrafiltre a 12000 rcf, a 12°C 

pendant 3 heures 20. Une fois concentre, le milieu reactionnel est de 800 pL environ. 
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milieu reactionnel est acidifie avec 10% TFA aqueux, extrait avec l'Et20 pour eliminer le 
MPAA et MPA avant Tanalyse. 

Apres 20 heures de reaction, de la guanidine HCI (573,15 mg, 6 mmol) est dissoute 
dans du tampon phosphate 0,1 M, pH=7,3 (1 mL). Le Tris(2-carboxyethyl) 

5 phosphine hydrochlorure (TCEP,HCI, 57,59 mg, 0,2 mmol) est dissous dans cette derniere 
solution (1 mL). 5M NaOH est ajoute pour ajuster le pH de la solution a 7,27. 

Le K1 (fragment 3) (16,46 mg, 3,9 |jmol) est dissous dans la solution precedente (185 
|jL) puis ajoute au milieu reactionnel precedent qui est place a nouveau a 37°C sous 
atmosphere inerte. 

10 La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 
300 A, 5 |jm) (215 nm, 1 mL/min, 30°C, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B 
CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 60 min). Pour cela, un aliquot (1 |JL) de 
milieu reactionnel est acidifie avec 10% TFA aqueux, extrait avec Et20 pour eliminer le 
MPAA et MPA avant Tanalyse. 

15 C4I8H648N122OI27S7 MALDI-TOF [M+H]+ (masse moyenne) calcule 9640.01, trouve 9639. 

Lorsque la reaction est complete, le milieu reactionnel est dilue avec de I'eau (4 mL) 
et TFA 10% aqueux (1 mL) est additionne. Apres 4 extractions avec Et20 (4x8 mL), la 
phase aqueuse est degazee pendant 10 minutes par bullage d'argon, diluee avec de I'eau 
(36 mL), filtree. Le fritte est rince par AcOH (1 mL) et rince par de I'eau (20 mL). L'ensemble 

20 est purifie par RP-HPLC sur une colonne C18 vydac 300 A, 5 |jm (215 nm, 20 mL/min, 
tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, 0-
20% B en 5 min, puis 20-60% B in 80 min) on obtient 11,46 mg de K1 (125-209) pur (R = 
39,4%). 

5-Foldinq de K1 (125-209) 

25 K1(125-209) (3,99 mg, 0,355 |_imol) est dissous dans le tampon 10 mM PBS, 138 mM 
NaCI, 2,7 mM KCI pH=7,4 contenant 10% en volume de glycerol, 1 mM glutathion reduit, 0,2 
mM glutathion oxyde (10 mL). 

Le milieu reactionnel est place a 4°C. 

Le folding est suivi par LC-MS sur une colonne C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 300 
30 A, 5 |jm) (215 nm, 1 mL/min, 30°C, tampon A eau contenant 0,1 % TFA, tampon B 

CH3CN/eau 4/1 contenant 0,1 % TFA, 0-100% B en 60 min). 

Apres 65 heures, le milieu reactionnel est ultracentrifuge a 8000 rcf, a 4°C pendant 
15 minutes puis a 9000 rcf, a 4°C pendant 15 minutes afin d'eliminer quelques agregats. 

Le milieu reactionnel (7,6 mL) est ensuite transfere en plusieurs fois dans un systeme 
35 d'ultrafiltration vivaspin 2mL avec un cut-off de 3000 MWCO et ultrafiltre a 12000 rcf, a 12°C 

pendant 3 heures 20. Une fois concentre, le milieu reactionnel est de 800 |JL environ. 
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II est ensuite dialyse a 4°C dans une cassette de dialyse de cut-off 3500 MWCO avec 

un tampon 10 mM PBS, 138 mM NaCI, 2,7 mM KCI pH=7,4 contenant 10% en volume de 

glycerol (1L) pendant 1 nuit. Le milieu reactionnel est de 1 mL environ apres dialyse. 

K1 (125-209) folde est dose a 562 nm par le kit BCA Protein Assay (Pierce) en 

realisant une gamme etalon de BSA. La concentration estimee de K1 (125-209) est de 137 

pM. 

Exem • le 3 

1-Synthese de K1 (fragment 3)-biotine 

r 	 r 	 r 	r  
NH2 —C  R N P R G E E G G PWC F T S N P E V R Y E V C D I PQCSEV-N 

HN 

O 

Fmoc-Lys(Biotine)-OH (2 x 89 mg, 2 x 0,15 mmol) est couple 2 fois sur la resine PAL 

chemmatrix (0,1 mmol, 0,43 mmol/g) en utilisant TBTU (2 x 30,5 mg, 2 x 0,15 mmol) et DIEA 

(2 x 50 pL, 2 x 0,45 mmol) pendant 2 heures dans le NMP. Apres des lavages au NMP (3 x 

2 min) et DM F (3 x 2 mn), le fragment 3-biotine est assemble sur une 2 colonnes de 50 pmol 

avec un synthetiseur de peptides (INTAVIS) en utilisant la strategie Fmoc/tert-butyle. 

Les couplages sont effectues en utilisant 4 eq. de chaque acide amine, 3,6 eq. HBTU, et 8 

eq. DIEA. Une etape de capping est realisee apres chaque couplage avec Ac20/DIEA. A la 

fin de la synthese, la resine est levee avec CH2Cl2, diethyl ether (2 x 2 min) et sechee sous 

vide. 

La 	deprotection 	finale 	et 	le 	clivage 	du 	peptide 	de 	la 	resine 	sont 	realises 	avec 

TFA/EDT/H20/TIS (94/2,5/2,5/1 en volume, 2 x 5mL) pendant 2h. Le peptide est precipite 

dans un mélange froid ether diethylique/heptane (1/1 en volume), dissout dans un minimum 

d'eau et lyophilise. Apres purification RP-HPLC (colonne C18 nucleosil 50 cm x 2 cm, 215 

nm, tampon A 100% eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% 

TFA, gradient : 0 a 15% de tampon B en 5 min puis 15 a 35% de tampon B en 60 min, debit 

6 mL/min) on obtient 36,75 mg de peptide pur (Rdt=8 %) 

C174H265N5105555 MALDI-TOF [M+H]+  calcule (masse moyenne) 4112,68; observe 4114,3. 

2-Protocole de ligation one-pot : 

synthese d'un peptide 4 K1(125-209) K-biotine 

La guanidine HCI (573,28 mg, 6 mmol) est dissoute dans 0,1 M tampon phosphate pH=7,3 

(1 mL). L'acide 4-mercaptophenylacetique (MPAA, 33,59 mg, 0,2 mmol) est dissous dans 

cette derniere solution (1 mL). NaOH 5M (80 pL) est ajoute pour ajuster le pH de la solution 

a 7,40. 
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II est ensuite dialyse a 4°C dans une cassette de dialyse de cut-off 3500 MWCO avec 
un tampon 10 mM PBS, 138 mM NaCI, 2,7 mM KCI pH=7,4 contenant 10% en volume de 
glycerol (1L) pendant 1 nuit. Le milieu reactionnel est de 1 mL environ apres dialyse. 

K1 (125-209) folde est dose a 562 nm par le kit BCA Protein Assay (Pierce) en 
5 realisant une gamme etalon de BSA. La concentration estimee de K1 (125-209) est de 137 

MM. 

Exemple 3 

1-Synthese de K1 (fragment 3)-biotine 

10 Fmoc-Lys(Biotine)-OH (2 x 89 mg, 2 x 0,15 mmol) est couple 2 fois sur la resine PAL 
chemmatrix (0,1 mmol, 0,43 mmol/g) en utilisant TBTU (2 x 30,5 mg, 2 x 0,15 mmol) et DIEA 
(2 x 50 |JL, 2 x 0,45 mmol) pendant 2 heures dans le NMP. Apres des lavages au NMP (3 x 
2 min) et DMF (3x2 mn), le fragment 3-biotine est assemble sur une 2 colonnes de 50 |jmol 
avec un synthetiseur de peptides (INTAVIS) en utilisant la strategie Fmoc/fe/f-butyle. 

15 Les couplages sont effectues en utilisant 4 eq. de chaque acide amine, 3,6 eq. HBTU, et 8 
eq. DIEA. Une etape de capping est realisee apres chaque couplage avec Ac20/DIEA. A la 
fin de la synthese, la resine est lavee avec CH2CI2, diethyl ether (2x2 min) et sechee sous 
vide. 

La deprotection finale et le clivage du peptide de la resine sont realises avec 
20 TFA/EDT/H20/TIS (94/2,5/2,5/1 en volume, 2 x 5mL) pendant 2h. Le peptide est precipite 

dans un melange froid ether diethylique/heptane (1/1 en volume), dissout dans un minimum 
d'eau et lyophilise. Apres purification RP-HPLC (colonne C18 nucleosil 50 cm * 2 cm, 215 
nm, tampon A 100% eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% 
TFA, gradient: 0 a 15% de tampon B en 5 min puis 15 a 35% de tampon B en 60 min, debit 

25 6 mL/min) on obtient 36,75 mg de peptide pur (Rdt=8 %) 

C174H205N51055S5 MALDI-TOF [M+H]+ calcule (masse moyenne) 4112,68; observe 4114,3. 

2-Protocole de ligation one-pot: 

synthese d'un peptide 4 K1 (125-209) K-biotine 

La guanidine HCI (573,28 mg, 6 mmol) est dissoute dans 0,1 M tampon phosphate pH=7,3 
30 (1 mL). L'acide 4-mercaptophenylacetique (MPAA, 33,59 mg, 0,2 mmol) est dissous dans 

cette derniere solution (1 mL). NaOH 5M (80 |JL) est ajoute pour ajuster le pH de la solution 
a 7,40. 

o 
NH2—C RNPRGEEGGPWCFTSNPEVRYEVCD I PQCSEV-N 

o 
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Le K1(fragment 1)-MPA (2,76 mg, 0,8 pmol) et le StBu-K1(fragment 2)-SEA (3,30 mg, 0,8 

pmol) sont dissous ensemble dans la solution precedente (57 pL). Le milieu reactionnel est 

place dans un bain thermostats a 37°C dans la boite a gants. 

5 

La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 300 A, 

5 pm) (215 nm, 1 mL/min, 30°C, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 

4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 30 min). Pour cela, un aliquot (1 pL) de milieu 

reactionnel est acidifie avec 10% TFA aqueux, extrait avec Et20 pour eliminer MPAA et MPA 

avant l'analyse. 

Apres 24h40 de reaction, de la guanidine,HCI (573,18 mg, 6 mmol) est dissoute dans 	du 

10 tampon phosphate 0,1 M, pH=7,3 (1 mL). Le Ttis(2-carboxyethyl)phosphine hydrochlorure 

(TCEP,HCI, 57,80 mg, 0,2 mmol) est dissous dans cette derniere solution (1 mL). NaOH 5M 

est ajoute pour ajuster le pH de la solution a 7,40. 

Le K1(fragment 3) (5,50 mg, 1,2 pmol) est dissous dans la solution precedente (57 pL) puis 

ajoute au milieu reactionnel precedent qui est place a nouveau a 37°C sous atmosphere 

15 inerte. 

La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 300 A, 

5 pm) (215 nm, 1 mL/min, 30°C, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 

4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 60 min). Pour cela, un aliquot (1 pL) de milieu 

reactionnel est acidifie avec 10% TFA aqueux, extrait avec Et20 pour eliminer MPAA et MPA 

20 avant l'analyse. 

C434H674N1260130S8 [M+H]+  attendu (masse moyenne) 9994,49, observe 9994,41. 

A la fin de la reaction, le milieu reactionnel a ete dilue avec de l'eau et du TFA 10% aqueux. 

Apres extractions avec Et20, la phase aqueuse a ete degazee par bullage d'argon, diluee 

avec de l'eau, filtree et purifiee par RP-HPLC sur une colonne C18 vydac 300 A, 5 pm (215 

25 nm, 20 mL/min, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 

0,05% TFA). 

Les fragment 1 et fragment 2: K1(fragment 1)-MPA et StBu-K1(fragment 2)-SEA sont 

prepares comme decrit precedemment a l'exemple 2. 

Exemples de preparation des fragments peptidiques de depart 

30 A) 	La synthese des fragments peptidiques SEAon est effectuee selon 011ivier N., 

Dheur J., Mhidia R., Blanpain A., and Melnyk 0., Bis(2-sulfanylethyl)amino native peptide 

ligation., Org. Lett. 12(22), 5238-41 (2010). 

A titre d'illustration la preparation des fragments peptidiques 

35 

(1a) : H-I LKEPVHGG-N(CH2CH2SH)2, 

(1b) : H-ILKEPVHGA-N(CH2CH2SH)2, 

(1c) :H-1 LKEPVHGV-N(CH2CH2SH)2  et 

(1d) :H-1 LKEPVHGY-N(CH2CH2SH)2 
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Le K1(fragment 1)-MPA (2,76 mg, 0,8 |jmol) et le StBu-K1 (fragment 2)-SEA (3,30 mg, 0,8 
|jmol) sont dissous ensemble dans la solution precedente (57 |JL). Le milieu reactionnel est 
place dans un bain thermostate a 37°C dans la boTte a gants. 

La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 300 A, 
5 5 |jm) (215 nm, 1 mL/min, 30°C, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 

4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 30 min). Pour cela, un aliquot (1 |JL) de milieu 
reactionnel est acidifie avec 10% TFA aqueux, extrait avec Et20 pour eliminer MPAA et MPA 
avant Tanalyse. 

Apres 24h40 de reaction, de la guanidine,HCI (573,18 mg, 6 mmol) est dissoute dans du 
10 tampon phosphate 0,1 M, pH=7,3 (1 mL). Le Tn's(2-carboxyethyl)phosphine hydrochlorure 

(TCEP,HCI, 57,80 mg, 0,2 mmol) est dissous dans cette derniere solution (1 mL). NaOH 5M 
est ajoute pour ajuster le pH de la solution a 7,40. 

Le K1 (fragment 3) (5,50 mg, 1,2 |jmol) est dissous dans la solution precedente (57 |JL) puis 
ajoute au milieu reactionnel precedent qui est place a nouveau a 37°C sous atmosphere 

15 inerte. 

La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 300 A, 
5 |jm) (215 nm, 1 mL/min, 30°C, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 
4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 60 min). Pour cela, un aliquot (1 |JL) de milieu 
reactionnel est acidifie avec 10% TFA aqueux, extrait avec Et20 pour eliminer MPAA et MPA 

20 avant Tanalyse. 

C434H074N12©0130S8 [M+H]+ attendu (masse moyenne) 9994,49, observe 9994,41. 

A la fin de la reaction, le milieu reactionnel a ete dilue avec de I'eau et du TFA 10% aqueux. 
Apres extractions avec Et20, la phase aqueuse a ete degazee par bullage d'argon, diluee 
avec de I'eau, filtree et purifiee par RP-HPLC sur une colonne C18 vydac 300 A, 5 |jm (215 

25 nm, 20 mL/min, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 
0,05% TFA). 

Les fragment 1 et fragment 2: K1(fragment 1)-MPA et StBu-K1 (fragment 2)-SEA sont 
prepares comme decrit precedemment a Texemple 2. 

Exemples de preparation des fragments peptidiques de depart 

30 A) La synthese des fragments peptidiques SEAon est effectuee selon Ollivier N., 
Dheur J., Mhidia R., Blanpain A., and Melnyk O., Bis(2-sulfanylethyl)amino native peptide 
ligation., Org. Lett. 12(22), 5238-41 (2010). 

A titre d'illustration la preparation des fragments peptidiques 
(1a) : H-ILKEPVHGG-N(CH2CH2SH)2, 

35 (1b) : H-ILKEPVHGA-N(CH2CH2SH)2, 
(1c) :H-ILKEPVHGV-N(CH2CH2SH)2 et 
(1d) :H-ILKEPVHGY-N(CH2CH2SH)2 



WO 2012/110536 
	

PCT/EP2012/052548 
21 

est effectuee en phase solide 

Le fragment peptidique (la) est obtenu a partir du support amorce prepare avec la glycine. 

Le fragment peptidique (1b) est obtenu a partir du support amorce prepare avec l'alanine. 

Le fragment peptidique (1c) est obtenu a partir du support amorce prepare avec la valine. 

5 Le fragment peptidique (1d) est obtenu a partir du support amorce prepare avec la tyrosine. 

La synthese des polypeptides peut etre resumee comme suit: 

Synthese en phase solide 	 S---Trt 
I

S,Trt 
Strategie Fmoc/tert-butyle 20 

N
f 

H2N 	 N.. 	peptide protégé— 
S ------rrt 	 S ------rrt 

Support solide pret pour la 
synthese des peptides en 
phase solide 

SH 

TFA 	 Jr 

i. peptide— N 
SH 

Les fragments peptidiques ainsi obtenus ont la formule generale suivante : 

o 	
SH 

H-ILKEPVHG-NHN7-
N
> 

14 	LSH 

R= H lc 
R= CH3  I d 
R= CH(CH3)2  le 

R= p-OHPhCH2  if 

10 

La synthese des differents polypeptides est effectuee en phase solide en utilisant la 

strategie Fmoc/tert-butyle sur resines (echelle de 0,1 mmol) sur un synthetiseur de peptide a 

micro-ondes (CEM p WAVES, Saclay, France). Le couplage est effectue en utilisant un 

exces 5 fois molaire de chaque acide amine, l'activateur HBTU est utilise avec un exces de 

15 4,5 fois molaire et la base DiEA est utilisee avec un exces 10 fois molaire. 

La deprotection finale et le clivage du polypeptide de la resine sont realises avec 10 

mL d'un mélange TFA/TIS/DMS/H20 (92,5/2,5/2,5/2,5 en volume) pendant 1 heure. Le 

polypeptide 	est 	ensuite 	obtenu 	par 	precipitation 	dans 	100 	mL 	d'un 	mélange 	ether 

diethylique/heptane (1/1 en volume), dissout dans H2O puis lyophilise. 

20 La purete de chaque fragment peptidique est determinee par HPLC (91% pour le 

fragment peptidique (la) avec une glycine, 83% pour le fragment peptidique (1b), 80% pour 

(1c), et 88% pour (1d)). L'analyse MALDI-Tof des fragments peptidiques concorde avec la 
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est effectuee en phase solide 

Le fragment peptidique (1a) est obtenu a partir du support amorce prepare avec la glycine. 
Le fragment peptidique (1b) est obtenu a partir du support amorce prepare avec Talanine. 
Le fragment peptidique (1c) est obtenu a partir du support amorce prepare avec la valine. 
Le fragment peptidique (1d) est obtenu a partir du support amorce prepare avec la tyrosine. 

La synthese des polypeptides peut etre resumee comme suit: 

—Trt Synthese en phase solide Trt 
I Y Strategie Fmoc/tert-butyle 

1 J »- peptide protege 
I .s-Trt 

Support solide pret pour la 
synthese des peptides en 
Dhase solide 

TFA 
»• peptide-N 

,SH 

SH 

Les fragments peptidiques ainsi obtenus ont la formule generale suivante 

SH ° r 
R k/SH 

R= H 1c 
R= CH3 1d 
R= CH(CH3)2 1e 
R= p-OHPhCH2 1f 

La synthese des differents polypeptides est effectuee en phase solide en utilisant la 
strategie Fmoc/te/f-butyle sur resines (echelle de 0,1 mmol) sur un synthetiseur de peptide a 
micro-ondes (CEM |j WAVES, Saclay, France). Le couplage est effectue en utilisant un 
exces 5 fois molaire de chaque acide amine, Tactivateur HBTU est utilise avec un exces de 
4,5 fois molaire et la base DiEA est utilisee avec un exces 10 fois molaire. 

La deprotection finale et le clivage du polypeptide de la resine sont realises avec 10 
mL d'un melange TFA/TIS/DMS/H20 (92,5/2,5/2,5/2,5 en volume) pendant 1 heure. Le 
polypeptide est ensuite obtenu par precipitation dans 100 mL d'un melange ether 
diethylique/heptane (1/1 en volume), dissoutdans H20 puis lyophilise. 

La purete de chaque fragment peptidique est determinee par HPLC (91% pour le 
fragment peptidique (1a) avec une glycine, 83% pour le fragment peptidique (1b), 80% pour 
(1c), et 88% pour (1d)). L'analyse MALDI-Tof des fragments peptidiques concorde avec la 
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structure du fragment peptidique attendu (Fragment peptidique (la) C47H81N13011S2  [M+H]+  

calcule 1068,6 Da, observe 1068,5. Fragment peptidique (lb) C48H83N13011S2  [M+H]+  calcule 

1082,6 Da, observe 1082,4. Fragment peptidique (1c) C50H87N13011S2  [M+H]+  calcule 1110,6 

Da, observe 1110,5). Fragment peptidique 1(d) C54H87N13012S2  [M+H]+  calcule 1174,6 Da, 

observe 1174,6). 

La purification des polypeptides est realisee sur colonne C18 nucleosil en acetonitrile- 

H20 (80-20) en TFA, avec un gradient de 0 a 30 % en 30 mn pour le fragment peptidique 

(la), et un gradient de 0 a 10 % en 5 mn puis 10 a 25% en 25 mn pour les fragment 

peptidique (lb) et (1c). 

La purete determinee par HPLC est de 96% pour le fragment peptidique (la) avec un 

rendement global de 35%, 97% pour le fragment peptidique (lb) avec un rendement de 

31%, et de 99% pour le fragment peptidique (1c) avec un rendement de 27%. 

B) 	oxydation des fragments peptidiques (la), (1 b), (1c) et (1d) en dithiazepanes 

Les fragments peptidiques (la), (lb), (1c) et (1d) sont tels qu'obtenus precedemment 

sont oxydes selon le schema general suivant : 
O 

O 
,,-------,, 

peptide 	N 	
SH 	

NH4HCO3  aq. 0,1M 	
------\ peptide 	N 

02 ;t.a. 	 s 

—S/  
SH 

= peptide-dithiazepane 

Chaque fragment peptidique est dive du support solide par ('action d'une solution 

TFA/DMS/TiS/H20 (92,5/2,5/2,5/2,5 ; v/v). Le fragment peptidique est alors precipite dans un 

large volume d'un mélange ether diethylique/heptane (1/1 ; v/v) et lave deux fois a l'aide de 

cette solution. Le fragment peptidique brut lyophilise apres l'etape de coupure est ensuite 

dissous dans une solution de bicarbonate d'ammonium a 0,1M prealablement degazee 

pendant 10 min par bullage d'azote (1 mg/mL). 

Le mélange est alors laisse a temperature ambiante sous agitation forte. L'evolution 

de la reaction est suivie par spectrometrie de masse MALDI-TOF jusqu'a disparition totale de 

la forme reduite du polypeptide consider& Le polypeptide est enfin purifie par RP-HPLC 

(gradient eluant A (H20/0,05% TFA)/eluant B (80% Acetonitrile/20% H20/0,05% TFA) : 0 a 

10% en 10 min puis 10% a 25 % en 25 min) puis congele et lyophilise. 

Le tableau ci-dessous resume les resultats obtenus (analyse MALDI-TOF). 

35 
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structure du fragment peptidique attendu (Fragment peptidique (1a) C47H8iN130iiS2 [M+H]+ 

calcule 1068,6 Da, observe 1068,5. Fragment peptidique (1b) C48H83N13OIIS2 [M+H]+ calcule 
1082,6 Da, observe 1082,4. Fragment peptidique (1c) C5OH87N13OIIS2 [M+H]+ calcule 1110,6 
Da, observe 1110,5). Fragment peptidique 1(d) C54H87N13Oi2S2 [M+H]+ calcule 1174,6 Da, 

5 observe 1174,6). 

La purification des polypeptides est realisee sur colonne C18 nucleosil en acetonitrile-
H20 (80-20) en TFA, avec un gradient de 0 a 30 % en 30 mn pour le fragment peptidique 
(1a), et un gradient de 0 a 10 % en 5 mn puis 10 a 25% en 25 mn pour les fragment 
peptidique (1b) et (1c). 

10 La purete determinee par HPLC est de 96% pour le fragment peptidique (1a) avec un 
rendement global de 35%, 97% pour le fragment peptidique (1b) avec un rendement de 
31%, et de 99% pour le fragment peptidique (1c) avec un rendement de 27%. 

20 TFA/DMS/TiS/H20 (92,5/2,5/2,5/2,5 ; v/v). Le fragment peptidique est alors precipite dans un 
large volume d'un melange ether diethylique/heptane (1/1 ; v/v) et lave deux fois a I'aide de 
cette solution. Le fragment peptidique brut lyophilise apres I'etape de coupure est ensuite 
dissous dans une solution de bicarbonate d'ammonium a 0,1M prealablement degazee 
pendant 10 min par bullage d'azote (1 mg/mL). 

25 Le melange est alors laisse a temperature ambiante sous agitation forte. L'evolution 
de la reaction est suivie par spectrometrie de masse MALDI-TOF jusqu'a disparition totale de 
la forme reduite du polypeptide considere. Le polypeptide est enfin purifie par RP-HPLC 
(gradient eluant A (H20/0,05% TFA)/eluant B (80% Acetonitrile/20% H20/0,05% TFA): 0 a 
10% en 10 min puis 10% a 25 % en 25 min) puis congele et lyophilise. 

30 Le tableau ci-dessous resume les resultats obtenus (analyse MALDI-TOF). 

15 

SH 
= peptide-dithiazepane 

Chaque fragment peptidique est clive du support solide par Taction d'une solution 

35 
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fragment 	m/z [M+H]+calc. M/z [M+H]+obs. Rendement final(%) 
peptidique 

(1 a) 	 1066,6 1066,6 17 

(1b) 1080,6 1080,6 13 

(1c) 1108,6 1108,6 23 

(1d) 1172,6 1172,6 20 

WO 2012/110536 
23 
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fragment m/z [M+H] Caic. M/z [M+H] 0bs. Rendement final(%) 
peptidique 

(1a) 1066,6 1066,6 17 
(1b) 1080,6 1080,6 13 
(1c) 1108,6 1108,6 23 
(1d) 1172,6 1172,6 20 
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REVENDICATIONS 

1. 	Un procede de preparation d'un assemblage peptidique de n fragments et de n-1 

acides amines portant une fonction thiol, represents par la formule : 

A1-CrA2-C2-A3- ... -Ci_rAi- 	. 	-Cn-1-An 	 (I) 

5 dans laquelle A1, A2, A3, ... Ai  — , A,, sont des fragments peptidiques, 

C,, 02, 03  ... 01-1 ... 0n_1  sont des restes d'acides amines portant une fonction thiol, 

n est compris entre 3 et 50, de preference entre 3 et 20, ou entre 3 et 10, et 

i est un nombre entier quelconque compris entre 2 et n, 

caracterise en ce que l'on met en oeuvre la preparation d'un peptide-thioester de formule : 

10 ArSR 	(II) 

dans laquelle A1  est un fragment peptidique et SR est le reste d'un thioester alkyle, R 

pouvant etre un radical alkyle eventuellement substitue, 

a partir d'un bis(2-sulfanylethypamino peptide : Al-SEAoff dans laquelle SEAoff est 

groupement bis(2-sulfanylethyl)amino cyclique 	_Nn 

15 

\--ys 

par action d'un thiol R-SH, en presence d'un agent reducteur de disulfures cycliques, 

suivie de la condensation sur un fragment peptidique de structure : 

H-Ci(SR')-A2-SEAoff 	(III) 

dans laquelle C1, A2  et SEAoff sont Minis comme ci-dessus et (SR') represente un reste 

disulfure sur le thiol de l'amino-acide Ci, en presence d'un thiol aromatique ArSH, 

puis transforme le nouveau fragment peptidique obtenu, de structure : 

20 ArCrA2-SEAoff 	(IV) 

dans 	laquelle 	A1, 	C1, 	A2 	et 	SEAoff 	sont 	Minis 	comme 	precedemment, 	en 	un 

peptide-thioester de formule : 

25 

ArCrA2-SR 	(II') 

dans laquelle A1, Cl, A2  et R sont definis comme precedemment, par action d'un thiol R-SH, 

en presence d'un agent reducteur de disulfures cycliques, 

et condense sur un fragment peptidique de structure : 

H-C2(SR')-A3-SEAoff 	(III') 

dans laquelle SEAoff et R' et C2  et A3  sont Minis comme ci-dessus, en presence d'un thiol 

aromatique ArSH, pour donner un fragment peptidique, de structure : 

30 ArCrA2-C2-A3-SEAoff 	(IV') 

dans laquelle A1, Ci, A2, 02, A3  et SEAoff sont Minis comme precedemment, 
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REVENDICATIONS 

1. Un procede de preparation d'un assemblage peptidique de n fragments et de n-1 
acides amines portant une fonction thiol, represente par la formule : 

A1-C1-A2-C2-A3- ... -Ci-1-Aj-.... -Cn-1-An (I) 

5 dans laquelle Ai. A2, A3, ... A,, An sont des fragments peptidiques, 
Ci, C2, C3... CM ... Cn-i sont des restes d'acides amines portant une fonction thiol, 
n est compris entre 3 et 50, de preference entre 3 et 20, ou entre 3 et 10, et 
i est un nombre entier quelconque compris entre 2 et n, 

caracterise en ce que Ton met en ceuvre la preparation d'un peptide-thioester de formule : 

10 ArSR (II) 

dans laquelle A^ est un fragment peptidique et SR est le reste d'un thioester alkyle, R 
pouvant etre un radical alkyle eventuellement substitue, 

a partir d'un bis(2-sulfanylethyl)amino peptide : A,-SEAoff dans laquelle SEAoff est 
groupement bis(2-sulfanylethyl)amino cyclique 

v^s 

par action d'un thiol R-SH, en presence d'un agent reducteur de disulfures cycliques, 
15 suivie de la condensation sur un fragment peptidique de structure : 

H-C1 (SR')-A2-SEAoff (III) 

dans laquelle Ci, A2 et SEAoff sont definis comme ci-dessus et (SR') represente un reste 
disulfure sur le thiol de I'amino-acide Ci, en presence d'un thiol aromatique ArSH, 

puis transforme le nouveau fragment peptidique obtenu, de structure : 

20 ArCrA2-SEAoff (IV) 

dans laquelle Ai, Ci, A2 et SEAoff sont definis comme precedemment, en un 
peptide-thioester de formule : 

A1-C1-A2-SR (II') 
dans laquelle Ai, Ci, A2 et R sont definis comme precedemment, par action d'un thiol R-SH, 

25 en presence d'un agent reducteur de disulfures cycliques, 

et condense sur un fragment peptidique de structure : 

H-C2(SR')-A3-SEAoff (III') 

dans laquelle SEAoff et R' et C2 et A3 sont definis comme ci-dessus, en presence d'un thiol 
aromatique ArSH, pour donner un fragment peptidique, de structure : 

30 Ai-Ci-A2-C2-A3-SEAoff (IV') 

dans laquelle Ai, Ci, A2, C2, A3 et SEAoff sont definis comme precedemment, 
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et reitere ces 2 operations jusqu'a n-2 fois, pour obtenir un fragment peptidique de structure : 

A1-C1-A2-C2-A3- 	. -Ci. -Ai-.... -Cn-2-An_rs EAoff 	(IVm) 

dans laquelle A1, A2, A3, • • • Ai  • • • , An_1 , C1, C2, C3 • • • Ci-1 ..• Cn-2 et SEAoff sont Minis comme 

precedemment, puis 

5 met en oeuvre une reaction de ligation native de ce fragment peptidique (IVm) obtenu, avec 

un peptide de formule : 

H-Cn.1-An 	
(vn) 

dans laquelle Cn.1  et An  sont Minis comme precedemment, par reduction en presence d'un 

agent reducteur de disulfures cycliques, pour donner ('assemblage peptidique multiple de 

10 formule generale (I). 

2. Un 	procede selon 	Ia 	revendication 	1, 	caracterise en 	ce que 	l'on 	prepare 	un 

assemblage peptidique de 3 ou 4 fragments, de structures A1-C1-A2-C2-A3  ou A1-C1-A2-C2-A3-

C3-A4. 

3. Un 	procede selon 	Ia 	revendication 	2, 	caracterise en 	ce que 	l'on 	prepare 	un 

15 assemblage peptidique de 3 fragments en une reaction « one pot ». 

4. Un procede selon l'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que Ci, C2, C3  ... 

Ci_i ... Cn_i representent des restes Cys. 

5. Un procede selon l'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce que l'un ou 

plusieurs des fragments peptidiques A2 ... A, ... An _1  peuvent porter un ou plusieurs amino 

20 acides modifies. 

6. Un 	procede 	selon 	l'une des 	revendications 	1 	a 	5, 	caracterise en 	ce que 	Ia 

condensation du peptide-thioester sur un fragment peptidique de structure (III) s'effectue en 

presence de l'acide 4-mercaptophenylacetique. 

7. Procede de fabrication d'une composition pharmaceutique caracterise en ce qu'il 

25 comprend : 

— 	Ia fabrication d'un polypeptide ou peptide selon le procede de fabrication d'un 

polypeptide de formule (I) selon l'une des revendications 1 a 5, et 

— 	Ia preparation de compositions pharmaceutiques comprenant un polypeptide ou 

peptide ainsi 	prepare, 	a l'etat pur ou en association avec un ou plusieurs 

30 adjuvants compatibles et pharmaceutiquement acceptables. 

Un 	procede de fabrication 	d'un 	dispositif de 	diagnostic caracterise en 	ce qu'il 

comprend : 

— 	Ia fabrication d'un polypeptide ou peptide selon le procede de fabrication d'un 

polypeptide de formule (I) selon l'une des revendications 1 a 5, et 
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et reitere ces 2 operations jusqu'a n-2 fois, pour obtenir un fragment peptidique de structure : 

A1-C1-A2-C2-A3- ... -Ci-1-Aj-... . -Cn-2-An.i-SEAoff (IVm) 

dans laquelle Ai. A2. A3. ... A,... , A,v1, Ci, C2, C3... CM ... Cn-2 et SEAoff sont definis comme 
precedemment, puis 

5 met en ceuvre une reaction de ligation native de ce fragment peptidique (IVm) obtenu, avec 
un peptide de formule : 

H-Cn-i-An (V") 

dans laquelle Cn-i et An sont definis comme precedemment, par reduction en presence d'un 
agent reducteur de disulfures cycliques, pour donner I'assemblage peptidique multiple de 

10 formule generale (I). 

2. Un procede selon la revendication 1, caracterise en ce que Ton prepare un 
assemblage peptidique de 3 ou 4 fragments, de structures ArCrA2-C2-A3 ou ArCi-A2-C2-A3-

C3-A4. 

3. Un procede selon la revendication 2, caracterise en ce que Ton prepare un 
15 assemblage peptidique de 3 fragments en une reaction « one pot». 

4. Un procede selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que Ci, C2, C3... 
CM ••• Cn.i represented des restes Cys. 

5. Un procede selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que Tun ou 
plusieurs des fragments peptidiques A2 ... Ai ... A„.i peuvent porter un ou plusieurs amino 

20 acides modifies. 

6. Un procede selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que la 
condensation du peptide-thioester sur un fragment peptidique de structure (III) s'effectue en 
presence de l'acide 4-mercaptophenylacetique. 

7. Procede de fabrication d'une composition pharmaceutique caracterise en ce qu'il 
25 comprend: 

- la fabrication d'un polypeptide ou peptide selon le procede de fabrication d'un 
polypeptide de formule (I) selon Tune des revendications 1 a 5, et 

- la preparation de compositions pharmaceutiques comprenant un polypeptide ou 
peptide ainsi prepare, a I'etat pur ou en association avec un ou plusieurs 

30 adjuvants compatibles et pharmaceutiquement acceptables. 

8. Un procede de fabrication d'un dispositif de diagnostic caracterise en ce qu'il 
comprend : 

- la fabrication d'un polypeptide ou peptide selon le procede de fabrication d'un 
polypeptide de formule (I) selon Tune des revendications 1 a 5, et 
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— 	la formulation ou la mise en forme de ce polypeptide sous une forme adaptee a 

une utilisation pour un dispositif de diagnostic. 

WO 2012/110536 
26 

PCT/EP2012/052548 

- la formulation ou la mise en forme de ce polypeptide sous une forme adaptee a 
une utilisation pour un dispositif de diagnostic. 


