10

15

20

25

30

35

WO 2012/110536 PCT/EP2012/052548

PROCEDE DE PREPARATION DE PEPTIDES PAR ASSEMBLAGE DE MULTIPLES
FRAGMENTS PEPTIDIQUES

DOMAINE DE L'INVENTION

La présente invention concerne un procédé de préparation de peptides ou de
polypeptides par assemblage de multiples fragments peptidiques, utilisant la ligation native
de polypeptides. L'invention concerne également la préparation d’intermédiaires utilisés dans
ce procédé et lesdits intermédiaires préparés par le procédé.

ARRIERE-PLAN TECHNOLOGIQUE

La synthése de polypeptides par des méthodes conventionnelles en phase solide,
acide aminé par acide aminé, est limitée par des rendements faibles lorsque les polypeptides
synthétisés sont de grande taille. Afin de surmonter cette limitation, il est connu d’assembler
deux polypeptides par ligation chimique afin de produire un polypeptide plus long.

La synthése totale de polypeptides est de plus en plus utile pour la préparation de
protéines de structures bien définies. Les méthodes de ligation chimique apportent une
réponse a ce besoin, cependant elles s’avérent limitées dans leur emploi et leur application
industrielle.

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

La principale méthode de ligation native existant a ce jour est celle de Kent et
Dawson, décrite par exemple dans les demandes internationales WO 96/34878 et WO
98/28434. Cette méthode est fondée sur une réaction chimiosélective entre un peptide
thioester (en C terminal) et un cystéinyl-peptide. Néanmoins, le principal inconvénient de
cette méthode est la fabrication des peptides thioesters qui nécessite des procédés
chimiques complexes. Notamment, selon un mode dassemblage décrit par S. Kent
(Kinetically Controled Ligation (KCL)), il est nécessaire de synthétiser les fragments A-SAr,
H-Cys-B-SAlk, et H-Cys-C. Cependant des fragments de type A-SAr sont difficiles & produire
et s’avérent étre sensibles a I'hydrolyse. De plus, ce procédé ne permet pas d'aller au-dela
de l'assemblage de 3 fragments.

Une méthode alternative est la ligation dite de Staudinger, décrite dans les demandes
internationales WO 01/68565 et WO 01/87920. Celle-ci comprend la réaction d’un
phosphinothioester avec un azide et I'hydrolyse des réactifs combinés pour former une
liaison amide. Cependant cette méthode est difficilement applicable a I'échelle industrielle.

Une autre méthode, décrite dans la demande internationale WO 2007/037812,
repose sur la réaction d'un a-cétoacide avec une alkoxyamine dans une réaction de
condensation décarboxylative. Toutefois, les cétoacides sont des molécules qui sont difficiles
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a fabriquer et a incorporer dans des peptides. Aussi, cette troisieme méthode est
difficilement applicable dans les laboratoires de synthése peptidique ne disposant pas des
moyens de réaliser des synthéses organiques complexes.

La publication de D. Bang, B.L. Pentelute and S.B.H. Kent, Angew. Chem. Int. Ed.
2006, 45, 3985-3988 propose une voie de synthése faisant intervenir des peptide-
(thiophénylesters) avec des Cys-peptide-thioesters, et la publication de W. Hou et coll., Org
Lett., (2010), 22 décembre 2010, propose la formation de peptides thioesters pour la
synthése de protéines. Cependant ces méthodes ne peuvent pas empécher la compétition
entre les réactions des différents thioesters, conduisant inévitablement a des mélanges
pouvant étre difficilement séparables, donc affectant la pureté du produit final obtenu, et a
des pertes inévitables de rendement.

Enfin, la publication de O. Melnyk et coll., Org. Lett., 12(22), 5238-41 (2010) décrit la
ligation native de peptides au moyen de fragments peptide-bis(sulfanyléthylyamino.
Cependant cette méthode n’a jamais été utilisée, a ce jour, pour la synthése de peptides a
multiples fragments.

La transposition a I'échelle industrielle de procédés permettant de mettre en ceuvre
des synthéses peptidiques par synthése totale est un besoin qui requiert de trouver des
procédés simples, peu colteux, produisant des produits de qualité de pureté élevée et
raisonnables en matiére d’hygiéne industrielle.

Pour les raisons énoncées ci-dessus, il est devenu indispensable de trouver un
procédé de synthése totale, convergente et industrialisable, permettant de synthétiser un
enchainement peptidique de la longueur et de la nature souhaitée. Particulierement un
procédé mettena en jeu un assemblage du N-terminal vers le C-terminal, qui offre des
qualités de simplicité de réalisation et de pureté des peptides ou polypeptides obtenus.

DESCRIPTION DE L'INVENTION

Il a été trouvé, ce qui fait I'objet de la présente invention, que l'assemblage de
multiples fragments peptidiques dans une méthode one-pot mettant en jeu des méthodes
simples comme la formation de peptides-thioesters et la ligation native, pouvait conduire a
un procédé de synthése totale, convergente, industrialisable et répondant aux critéres de
pureté requis.

Selon linvention, le procédé d’assemblage fait intervenir la synthése de peptide-
thioesters, leur réaction de condensation sur un peptide (ou polypeptide) portant une fonction
bis(2-sulfanyléthyl)amino a I'état de disulfure cyclique, répondant a la formule générale :

H-C i1—Ai—N |
(1
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dans laquelle

A; représente un fragment peptidique dont le C-terminal porte un groupement

bis(2-sulfanyléthyl)amino cyclique 7Nh8‘ , Ci-apres appelé SEAoff, et
S

Ci.1 représente un résidu d’acide aminé portant une fonction thiol,

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

[l est entendu que le terme SEAoff signifie le disulfure cyclique non réactif, par opposition au
disulfure réactif de structure —N[(CH,),-SH], ci-aprés appelé SEAon.

Il est entendu que l'acide aminé portant une fonction thiol représenté par Ci.q peut étre
notamment choisi parmi la cystéine, 'homocystéine, et que ces acides aminés portent un
reste disulfure (SR’) sur le thiol de 'amino-acide, dans la mise en ceuvre de la réaction avec
le peptide-thioester.

Selon linvention, le procédé conduit a la préparation d’'un assemblage peptidique
multiple comportant des restes d’acides aminés portant une fonction thiol, c’est a dire un
assemblage peptidique de n fragments et de n-1 acides aminés portant une fonction thiol,
représenté par la formule :

Aq-CrAz-Cz-Ag- —Ci.q-Ai-.... -C,—m-An (l)

dans laquelle A1, Az, As, ... A ..., Ay sont des fragments peptidiques,

Cq, Ca, Cs ... Ciq ... Cry sont des restes d’acides aminés portant une fonction thiol,
n est compris entre 3 et 50,

de préférence entre 3 et 20,

ou de maniére encore préférée entre 3 et 10, et

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

[l est entendu que, lorsque n = 3, C,.-A, représente C-A; et C;.4-A; représente Ci-A,.
Dans ce cas I'assemblage peptidique de formule (1) est de structure : A;-C4-Ax-Co-As,

Le procédé selon l'invention consiste dans la préparation d’un peptide-thioester de
formule :

A-SR (1
dans laquelle A; est un fragment peptidique et SR est le reste d’'un thioester alkylé, R
pouvant étre un radical alkyle éventuellement substitué,
a partir d’'un bis(2-sulfanylethyl)amino peptide A.-SEAoff dans laquelle SEAoff est défini
comme précédemment,
par action d’un thiol R-SH, en présence d'un agent réducteur de disulfures cycliques,

suivie de la condensation sur un fragment peptidique de structure :

H-C1(SR’)-A,-SEAoff (1)
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dans laquelle C,, A, et SEAoff sont définis comme ci-dessus et (SR’) représente un reste
disulfure sur le thiol de 'amino-acide C,, en présence d'un thiol aromatique ArSH,
puis transformation du nouveau fragment peptidique obtenu, de structure :

A4-C4-A-SEAOff (V)

dans laquelle A, C4, A, et SEAoff sont définis comme précédemment, en un
peptide-thioester de formule :

A-Ci-A-SR @
dans laquelle A,, C4, A, et R sont définis comme précédemment, par action d’'un thiol R-SH,
en présence d'un agent réducteur de disulfures cycliques,

suivie de la condensation sur un fragment peptidique de structure :
H-C,(SR’)-A;-SEAoff nry

dans laquelle SEAoff et R’ et C, et Az sont définis comme ci-dessus, en présence d'un thiol
aromatique ArSH, pour donner un fragment peptidique, de structure :

A1-C1-A2-C2-A3-SEAOff (lV,)
dans laquelle A4, C4, A,, C,, Az et SEAOff sont définis comme précédemment,

puis réitération de ces 2 opérations jusqu’a n-2 fois, pour obtenir un fragment peptidique de
structure :

A-Ci-AxCo-As- ... -Cii-Ar-.... -Cp.-An1-SEAOff (Iv™
dans laquelle A4, Az, As, ..o AL, Ang, G, Gy, Ca ol Gy ... Chp et SEAOST sont définis comme
précédemment, et
mise en ceuvre d’une réaction de ligation native de ce fragment peptidique (IV™) obtenu,
avec un peptide de formule :
H"Cn.']'An (Vn)

dans laquelle C,.; et A, sont définis comme précédemment, par réduction en présence d’'un
agent réducteur de disulfures cycliques, pour donner I'assemblage peptidique multiple de
formule générale (1).

DESCRIPTION DE MODES DE REALISATION DE L’INVENTION

L’invention est maintenant décrite plus en détails et de fagon non limitative dans la
description qui suit.

Par « peptides ou polypeptide » on entend, dans le cadre de la présente demande,
une chaine linéaire de résidus d’acides aminés (en nombre supérieur ou égal a deux) reliés
par des liaisons peptidiques. Les « peptides ou polypeptides » au sens de la présente
demande peuvent donc par exemple étre des oligopeptides, peptides ou protéines selon
'acception conventionnelle de ces termes. Les résidus d’acides aminés présents dans les
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polypeptides selon linvention peuvent étre choisis parmi les résidus d’acides aminés
protéinogéniques ou non. De préférence, ils sont choisis parmi les vingt résidus d’acides
aminés protéinogéniques.

La notation des polypeptides s’effectue de I'extrémité N-terminale vers I'extrémité C-
terminale. Les résidus d’acides aminés présents le long de la chaine polypeptidique sont
notés selon le code usuel a une lettre ou a trois lettres. Un résidu d’acide aminé est un
fragment de polypeptide de formule -NH-(CH-R)-(C=0)-, dans laquelle R représente une
chaine latérale, différente d’'un acide aminé a un autre.

Par « fragment peptidique » on entend, dans le cadre de la présente demande, une
portion de polypeptide comprenant au moins un résidu d’acide aminé. Un fragment
peptidique, au sens de la présente demande, peut donc étre par exemple : une séquence de
résidus d’acides aminés (telle que -AHG- ou -Ala-His-Gly-) si le fragment peptidique ne
comprend ni I'extrémité N-terminale ni I'extrémité C-terminale du polypeptide ; ou bien une
séquence de résidus d’acides aminés présentant un groupement a son extrémité N-
terminale (telle que H-AHG- ou H-Ala-His-Gly-) si le fragment peptidique comprend
I'extrémité N-terminale du polypeptide ; ou bien une séquence de résidus d’acides aminés
présentant un groupement a son extrémité C-terminale (telle que -AHG-OH ou -Ala-His-Gly-
OH) si le fragment peptidique comprend I'extrémité C-terminale du polypeptide.

Il est entendu que chacun des fragments peptidiques comprend de préférence
uniqguement des résidus d'acides choisis parmi les 20 résidus d'acides aminés
protéinogéniques. Toutefois, selon un mode de réalisation particulier, les fragments
peptidiques A; en position interne de la séquence peuvent aussi comprendre un ou plusieurs
résidus d'acides aminés non-protéinogéniques, I'un ou plusieurs des fragments peptidiques
Ao ... Ai ... A, pouvant porter un ou plusieurs amino acides modifiés, la modification étant
mise en place préalablement a la mise en ceuvre du procédé. A titre d’exemple, non limitatif,
la modification des amino acides peut étre notamment choisie parmi des radicaux choisis
parmi des résidus d’acides carboxyliques (biotine, groupement acétyle, résidu
aminooxyacétique, un fluorophore comme la tetraméthylrhodamine, un agent de chélation
des métaux comme l'acide 1,4,7,10-tétraazacyclododecane-1,4,7,10-tétraacétique (DOTA),
un lipide comme l'acide palmitique, un polymére comme par exemple l'alpha-méthoxy-
omega-carboxy poly(éthyléne glycol) ou d’autres. Ou encore parmi des modifications post-
traductionnelles d’acides aminés protéinogéniques connues de ’homme de 'art (méthylation,
phosphorylation, acétylation, glycosylation, sulfatation, hydroxylation, carboxyméthylation,
portant les protections appropriées pour lincorporation en phase solide, etc...), ou
éventuellement un médicament (la protéine servant alors de vecteur).

Selon une maniére simple, lintroduction d’'une modification peut étre effectuée en
utilisant un acide aminé non-protéinogénique, notamment un dérivé d'acide aminé
protéinogénique, pour introduire la modification lors de la synthése en phase solide du
fragment considéré. 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 latérale une biotine, pour effectuer la synthése
d'un fragment. Ce fragment est ensuite engagé dans I'assemblage de maniére identique a
celle qui emploie les fragments d'acides aminés protéinogéniques.

Selon un mode de réalisation de linvention, un fragment peptidique A; comprend
entre 2 et 300 résidus d’'acides aminés, de préférence entre 5 et 100 résidus d’acides
aminés, de maniére plus particuliérement préférée entre 8 et 50 résidus d’acides aminés.

Le radical alkyle représenté par R est un radical alkyle de 1 a 12 atomes de carbone,
linéaire ou ramifié, éventuellement substitué par un ou plusieurs groupements choisis parmi
les atomes d’halogéne (F par exemple), ou les radicaux CO.H, SO;H, CONH,, OH, SH,
alkyloxy, alkylthio, mercaptoalkylthio, le reste d’un ester ou un reste polyéthyléne glycol, ou
par un phényle éventuellement substitué, ou d’autres groupements organiques qui
n’interférent pas avec les réactions mises en oeuvre. Le thiol de formule générale R-SH peut
étre par exemple HSCH,CH,CO2H, HSCH,CH,SOS3H, HSCH,CH,SH,
HSCH,CH,SCH,CH,SH ou HSCH,Ph.

Le thiol aromatique est avantageusement choisi parmi des composés réducteurs des
liaisons disulfure, de préférence choisi parmi le thiophenol et ou les dérivés obtenus par
substitution du noyau aromatique, par exemple le 4-carboxymethylthiophénol, l'acide
4-mercaptophénylacétique, le dithiothréitol, le benzylmercaptan et les mélanges de ceux-ci.

Le réducteur de SEAoff peut étre choisi parmi les réducteurs de disulfures cycliques.
i peut étre notamment choisi parmi les phosphines (par exemple la tris
(2-carboxyéthyl)phosphine), ou tout autre réducteur des disulfures cycligues comme les
thiols (par exemple le dithiothreitol (DTT)).

Un exemple de peptide A-SEA0ff peut étre représenté par la formule :

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

Il est entendu que le fragment peptidique A, peut avoir été préparé préalablement par
une suite d’'opérations telles que décrites ci-dessus, selon le procédé de linvention.

Selon linvention, on peut représenter le procédé d’assemblage de multiples
fragments peptidiques selon le schéma 1 suivant :
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7
Schéma 1
A,-SEAOff
Préparation du thioester
Ai-SR + H-C4(SR)-A,-SEAoff
Condensation

Aj-CrAz-SEAOﬁ

Préparation du thioester

A+-C-Az-SR + H-C»(SR)-As-SEAoSf

Condensation

A1 'C1 —Az-Cz-As-SEAOf’f

A-Ci-A-Co-Aa~ ... -Cig-Ar-.... ~Cho-An.1-SEAOSf + H-Cr.1-Aq

Ligation

A1'C1-A2~CZ-A3~ .—C;.rA;—.... -Cn.q-An



10

15

20

25

30

35

WO 2012/110536 o PCT/EP2012/052548

L'ensemble des réactions de préparation de l'assemblage peptidique multiple
présente le grand avantage de pouvoir étre mis en ceuvre in situ, en une réaction « one
pot », particuliérement lorsque le nombre de fragments peptidiques n est égal a 3, sans qu'il
soit nécessaire d’isoler les intermédiaires formés.

La réalisation du procédé selon l'invention peut étre effectuée comme décrit ci-apres,
et comme illustré dans les exemples qui suivent.

La préparation des peptides thioesters de formule (ll) est avantageusement mise en
ceuvre par action d’'un alkylthiol dont la partie alkyle est éventuellement substituée sur un
bis(2-sulfanyléthyl)amino peptide : A,-SEAoff, en présence d'un réducteur de disulfures
cycligues comme notamment une phosphine, par exemple la tris(2-carboxyethyhphosphine.
La reaction s’effectue avantageusement sous atmosphére inerte (sous argon par exemple),
a un pH compris entre 1 et 8 de préférence a pH 4 et a une température comprise entre 20
et 50°C. On utilise avantageusement l'acide 3-mercaptopropionique.

La condensation du thicester de formule (II) sur le fragment peptidique de formule
générale (lll) . H-C4(SR’)-A,-SEAoff, s’effectue avantageusement en présence d’un thiol
aromatique (notamment l'acide 4-mercaptophénylacétique), en opérant sous atmosphére
inerte (sous argon par exemple), a une température comprise entre 20 et 60°C. |l n’est pas
nécessaire d’isoler le fragment peptidique obtenu, pour le mettre en ceuvre dans la réaction
suivante.

La réaction de ligation native du fragment peptidique (IV™) (A-Cy-Az-Co-As-..-Ciq-A-
..-Cn.2-An1-SEAOff) avec le peptide (V") (H-C,.1-A,) est mise en ceuvre par action d’'un agent
réducteur de disulfures cycliques, qui peut étre de préférence une phosphine (par exemple la
tris(2-carboxyéthyl)phosphine (TCEP)) un composé thiol tel que [Iacide 4-
mercaptophénylacétique (MPAA), le dithiothréitol (DTT), le thiophénol (et ses dérivés), un
alkylthiol (notamment le benzylmercaptan) ou encore des mélanges de plusieurs de ces
composeés, par exemple MPAA et TCEP, en opérant sous atmosphére inerte (sous argon par
exemple), a une température comprise entre 20 et 60°C, de préférence a une température
de 37°C. La réaction s’effectue notamment en milieu aqueux, par exemple dans un tampon
phosphate., Elle est effectuée, de préférence, a un pH compris entre 5,5 et 8,5, de maniére
plus particuliérement préférée a un pH compris entre 6 et 8 et idéalement a un pH voisin de
7. La durée de la réaction est fonction des réactifs employés, elle est suivie et ajustée selon
les résultats d’'une analyse de chromatographie liquide. 1l n'est pas nécessaire d'isoler le
fragment peptidique obtenu (IV™), pour le mettre en ceuvre dans la réaction de ligation
native. Il est entendu que la réaction du réducteur de disulfures cycliques peut étre mise en
ceuvre sur le fragment peptidique de formule (IV™) avant ou simultanément a la réaction avec
le peptide de formule (V").

Selon un mode de réalisation particulier, les fragments peptidiques de formule (IV" )
et (V") comprennent un ou plusieurs résidus d’acides aminés non-protéinogéniques.
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Les résidus d’acides aminés des polypeptides de formule (IV™" ) et (V") peuvent
éventuellement étre protégés par des groupements protecteurs des chaines latérales. La
protection et I'élimination des radicaux protecteurs peut étre effectuée selon les méthodes
connues qui naltérent pas le reste de la molécule. Plus particuliérement selon les méthodes
décrites par T. Greene et P. Wuts, Protective groups in organic synthesis, 2éme édition,
John Wiley & Sons, Inc.

La préparation du bis(2-sulfanyléthyl)amino peptide : A;-SEAoff peut étre effectuée
selon la méthode décrite par Melnyk, O. et coll., Bis(2-sulfanyléthyl)amino native peptide
ligation., Org. Lett., 12(22), 5238-41(2010). Selon la réalisation de ce procédé, le couplage
d’'un acide aminé a un support de résine polymére comprend la mise en présence du support
de résine polymére avec un halogénure d’acide aminé ou avec un acide aminé et un agent
d’activation, choisi de  préférence parmi le PyBOP® (benzotriazol-1-yl-
oxytripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate), le BOP, le PyBroP® (bromo-tris-
pyrrolidino-phosphonium hexafluorophosphate), ou encore 'HATU (2-(1H-7-azabenzotriazol-
1-yD)-1,1,3,3-tetramethyl uronium hexafluorophosphate methanaminium) et de maniére plus
part iculierement préférée le PyBroP. Cette réalisation est décrite plus en détails ci-apres
dans les exemples de préparation des fragments peptidiques de départ.

Notamment, les peptides-N(CH,CH,SH), (peptides SEAon) correspondants sont
oxydés par lair, sous agitation, dans une solution de bicarbonate d'ammonium 0,1M, a
température ambiante. Avantageusement, ils peuvent étre aussi obtenus par oxydation en
présence d’iode ou de diamide (CH;),NCON=NCON(CHa),.

Le polypeptide de formule (V") peut étre par exemple obtenu par une méthode de
synthése peptidique usuelle, notamment une méthode de synthése en phase solide. Il peut
également étre obtenu au moyen d’une ligation native telle que décrite dans Org. Lett.,
12(22), 5238-41(2010).

Selon des modes préférés de la présente invention, on prépare un assemblage
peptidique de 3 ou 4 fragments, de structures A;-C4-Ax-C2-A; ou A-C-A-C-As-Cs-As.

Selon un autre mode préféré de l'invention, les amino acides C; portant une fonction
thiol sont des restes cystéine Cys.

Dans ce cas, selon un mode préféré de réalisation de linvention, on prépare un
assemblage peptidique de structure A;-Cys-A,-Cys-A; ou A4-Cys-A,-Cys-As-Cys-Ag.

Selon ces modes préférés, le schéma de préparation de I'assemblage peptidique
peut étre représenté selon le schéma 2 suivant :
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A+-SEAOff

Préparation du thioester

10 PCT/EP2012/052548

Schéma 2

A-SR +  H-Cys(SR)-A-SEAoff

Condensation

A4-Cys-A,-SEAOff

\:’fparation du thioester

A1 -CyS-Az'SR

+ H-Cys(SR)-As-SEAoff

Condensation

A4-Cys-A,-Cys-As-SEAoff + H-Cys-A4

ligation

Ay -CyS-Az'CyS'A3~CyS-A4
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La présente invention concerne également la préparation des peptide-thioesters de
formule (ll) a partir de bis(2-sulfanylethylyamino peptide : A,-SEAoff selon le procéde décrit
ci-dessus, par action d'un thiol R-SH, en présence d'un agent réducteur de disulfures
cycliques. L’invention concerne également les peptides thioesters ainsi obtenus.

Les polypeptides de formule () obtenus selon linvention peuvent étre utilisés pour
produire une banque de polypeptides, par exemple a des fins de criblage.

lls peuvent également étre utilisés pour la fabrication de compositions
pharmaceutiques, en combinaison avec un ou plusieurs adjuvants ou véhicules compatibles
et pharmaceutiquement acceptables. A titre d'exemple de compositions pharmaceutiques
pouvant étre obtenues selon linvention, on peut citer les médicaments utilisables chez
’lhomme ou chez 'animal et les préparations vaccinales.

lls peuvent également étre utilisés pour la réalisation de kits de diagnostic.

Selon un autre objet de la présente invention, I'invention concerne également un
procédé de fabrication d’'une composition pharmaceutique comprenant :
— la fabrication d’'un polypeptide ou peptide selon le procédé de fabrication d’'un
polypeptide de formule (I) décrit précédemment, et
— les compositions pharmaceutiques comprenant un polypeptide ou peptide ainsi
préparé, a létat pur ou en association avec un ou plusieurs adjuvants
compatibles et pharmaceutiquement acceptables.

L’invention concerne également un procédé de fabrication d'un dispositif de
diagnostic comprenant :
— la fabrication d’un polypeptide ou peptide selon le procédé de fabrication d’un
polypeptide de formule (I) décrit précédemment, et
— la formulation ou la mise en forme de ce polypeptide sous une forme adaptée a
une utilisation pour un dispositif de diagnostic.

Le procédé selon la présente invention est particuliérement intéressant du fait qu'il
permet de synthétiser, en synthése totale, un enchainement peptidique de la longueur et de
la nature souhaitée, et comportant des motifs amino acides a substitution thiol du type
cystéine (Cys) ou homocystéine, répartis dans la chaine.

Il présente 'avantage d’étre industrialisable, du fait de la synthése convergente dont il
s’agit, et ce type de synthése est particulierement recherché en matiére d’'industrialisation de
procédés puisqu’il procure des rendements avantageux, et notamment peu de perte de
rendement en produits déja élaborés dont le colt de synthése est déja élevé.

Selon la présente invention les fragments SEA permettent la synthése de protéines
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 considérable,
comparé a la strategie inverse d'assemblage du C-terminal vers le N-terminal, en effet, dans
ce cas le procédé induit une auto-purification des fragments peptidiques ce qui est
considérablement important en synthése industrielle.
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Selon un autre avantage le procédé de I'invention permet d'utiliser des acides aminés
protéinogéniques pour la synthése des fragments peptidiques. De ce fait, il est inutile de
recourir a la fabrication de dérivés d’acides aminés (tels que des cétoacides par exemple),
ce qui alourdirait considérablement la synthése.

Les exemples qui suivent illustrent la présente invention.
Exemple 1
Assemblage one-pot de 3 fragments

1- Synthése du peptide 1 (H-ILKEPVHGA-S(CH,),COOH), équivalent de A;-SR avec
R = alkyle, par transformation de A-SEAoff en présence d'un alkylthiol R-SH, R =
~(CH2),COOH et d'un réducteur de disulfures cycliques.

Le peptide précurseur H-ILKEPVHGA-SEAoff a été préparé comme deécrit 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
dans 0,2 M tampon phosphate pH=7,3 (40 mL). L'acide 3-mercaptopropionique (MPA) (2
mL) est ajouté a cette solution. Le pH de la solution est réajusté a 4 avec de la soude 5 N
(environ 3 mL).

Le peptide H-ILKEPVHGA-SEAoff (40,31 mg) est dissous dans la solution
précédente (40 mL). Le milieu réactionnel est placé sous atmosphére inerte par 3 cycles
vide/argon, et placé dans un bain a 37°C.

Aprés 22 heures, le milieu réactionnel est transféré dans une ampoule a décanter.
Une solution aqueuse d’acide trifluoroacétique (TFA) a 7% (20 gouttes) est additionnée. 4
extractions a I'éther diéthylique sont réalisees. Une solution aqueuse de TFA a 7% (10 mL)
est additionnée et 3 nouvelles extractions a I'éther diéthylique sont réalisées.

La phase agueuse est dégazée pendant 13 minutes en faisant buller de l'argon, avant
d'étre purifiée en RP-HPLC (colonne C18 nucléosil 120A, 5um, tampon A 100% eau
contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, gradient: 0 4 10%
de tampon B en 5 mn puis 10 8 100% de tampon B en 150 mn, débit 6 mL/mn, 215 nm). On
obtient 18,7 mg de peptide 1 (H-ILKEPVHGA-S(CH2)2COOH) pur (R=47,4%)
C47H7N12043S; MALDI-TOF [M+H]" calculé (masse mono isotopique) 1051,56; observé
1051,70.

2- Synthese peptide 2 H-C(StBUu)HHLEPGG-SEAoff, équivalent de H-C(SR)-A,-SEAOT,
avec R ={Bu
Synthése classique d'un peptide-SEAoff a une échelle de 0,25 mmole, 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).

Le reste disulfure —S-1.Bu est couplé au moyen de Fmoc-Cys(St.Bu)-OH, de maniere
analogue a la méthode décrite dans 'exemple 2 ci-aprés.
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La déprotection finale et la coupure du peptide de la résine sont réalisés avec
TFA/TIS/DMS/H20 (90/2,5/2,5/5/2,5 en volume, 25 mL) pendant 1h30. Le peptide est
précipité dans un mélange froid éther diéthyligue/heptane (1/1 en volume), dissous dans un
minimum d'eau et lyophilisé. 1326 mg de peplide brut sont obtenus (R=38%).
CuasHesN1301084 MALDI-TOF [M+H]+ calculé (masse monoisotopique) 1056,42; observé
1056,10.

Une partie du peptide 2 est ensuite oxydée avant purification. Pour cela, le fragment 2
(122,6 mg) et I (222,52 mg, 10 éq.) sont dissous dans AcOH/eau 4/1 (12,5 ml). Apres 10
minutes d'agitation, le milieu réactionnel dilué (Volume total =37 mL.) est transféré dans une
ampoule a décanter contenant de ['éther diéthyligue (75 ml). 3 extractions a l'éther
diéthylique sont réalisées (3 x 75 mL). La phase aqueuse est congelée et lyophilisée pour
donner 94,3 mg de peptide brut.

Aprés purification RP-HPLC (colonne C18 nucléosil 1204, 5um, 215 nm, tampon A
100% eau contenant 0,05% 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, débit 6 mL/min) on
obtient 40,52 mg de peptide pur (R=33%) Cs3He7N1301:S54 MALDI-TOF [M+H]+ calculé 1054,4
(masse monoisotopique); observé 1054,4.

3) A:+-SR (peptide 1) (R = CH,CH,CO,H) + H-C+(StBu)-A,-SEAoff (peptide 2)
—> A1-C1-A2-SEAOff

L'acide 4-mercaptophénylacétique (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 ajoutée pour ajuster le pH de la solution a 7,64. Le peptide 1 (10,40 mg, 7,5 ymol) et le
peptide 2 (10,42 mg, 7,5 umol) sont dissous ensemble dans la solution précédente (533ul.).
Le milieu réactionnel est placé dans un bain thermostaté a 37°C sous atmosphere inerte.

La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 300 A,
5um) (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 ul) de milieu
réactionnel est acidifié avec une solution de TFA a 10% dans l'eau, exirait avec de I'éther
diéthylique pour éliminer le MPAA et le MPA avant 'analyse.

4- Synthese peptide 3 H-CILKEPVHGV-NH2, équivalent de H-C,-A;

La préparation du peptide H-C,-A; est décrite 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.

Synthése peptide 4 H-ILKEPVHGACHHLEPGGCILKEPVHGV-NH2, équivalent de
A1 -C1-A2-Cz-A3

Préparation du peptide 4 a partir de A;-C-A,-SEAoff et de peptide 3 (H-C;-A;)
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A-Ci-A,-SEAOff transforme en A;-Ci-A,-SEAon par réduction en presence de
TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphine)

Apres 5h30 de réaction, 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
solution de soude 5 N (140 L) est ajoutée pour ajuster le pH de la solution & 7,33.

A-Ci-A-SEAON + (peptide 3) H-Co-A; ——p A-C4-A,5-C,-A; (peptide 4)

Le peptide 3 (16,17 mg, 11,2 umol) est dissous dans la solution précédente (533 uL)
puis ajouté au milieu réactionnel précédent qui est placé & nouveau a 37°C sous atmosphere
inerte.

La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne CI8 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm,
300 A, 5 ym) (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 réactionnel est acidifié avec une solution de TFA & 10% dans I'eau, extrait avec l'éther
diéthyligue pour éliminer le MPAA (acide 4-mercaptophénylacétique) avant 'analyse.

Lorsque la réaction est complete, le milieu réactionnel est dilué avec de l'eau
contenant 0,05% de TFA (3 mlL) et une solution de TFA a 10% dans 'eau (15 gouttes) est
additionnée. Aprés 5 extractions avec l'éther diéthylique (5 x 8 mL), la phase aqueuse est
dégazee pendant 10 minutes par bullage d'argon. Apres purification par RP-HPLC sur une
colonne C18 Nucléosil 1204, 5 um (215 nm, débit 6 mL/mn, tampon A : eau contenant 0,05%
TFA, tampon B : CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, gradient : 0-10% de tampon Ben 5
mn, puis 10-100% de tampon B en 150 mn) on obtient 16,2 mg de peptide 4 pur (58,2%).

Exemple 2
1-Synthése de K1(fragment 1)-MPA

a-Synthése de K1(fragment 1)-SEAoff

o] o]
NH2_|RN—N\)|*||GKGRSYKGTVS|TKSG|_N\)J\NK\S|

X S

? |

S

T N
La résine SEA (0,5 mmol, 0,175 mmol/g) est conditionnée dans le dichlorométhane (DCM).
Fmoc-Lys(Boc)-OH (2,342 g, 5 mmol) est dissous dans du DCM et quelques gouttes de
diméthylformamide (DMF) pour aider a la solubilisation puis la solution est ajoutée sur la
résine. PyBrop (2,331 g, 5 mmol) est dissous dans le minimum de DCM puis ajouté sur la
résine. La diisopropyléthylamine (DIEA) (2,613 mL, 15 mmol) est ensuite additionnée sur la
résine et le couplage dure 2 heures (volume total <5 mL). La résine est ensuite lavée 3 x 2
minutes avec du DCM. La résine est ensuite traitée par 10% Ac,0/5% DIEA/DCM (10 mL, 2
min) puis (10 mL, 20 min). La résine est ensuite lavée 5 x 2 minutes au DCM.
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Le fragment 1 est assemblé sur une partie de la résine précédente (0,25 mmol, 0,175
mmol/g) avec un synthétiseur de peptides (CEM yWaves, Saclay, France) sans utiliser les
micro-ondes, en utilisant la stratégie Fmoc/tert-butyle. Le couplage est effectué avec les
acides aminés (0,2 M, 4 éq), 'activateur HBTU (0,5 M, 3,6 €q.) et la base DIEA (2 M, 8 éq).
La déprotection finale et le clivage du peptide de la résine sont réalisés avec
TFA/TIS/DMS/thioanisole/H,O (90/2,5/2,5/2,5/2,5 en volume, 25 mL) pendant 2 heures 30.
Le peptide est précipité dans un mélange froid éther diéthylique/heptane (1/1 en volume),
dissout dans un minimum d’eau et lyophilisé. 288 mg de peptide brut sont obtenus (R=32%).
C120H216N36031S4 LC-MS [M+H]" calculé (masse moyenne) 2788,5; observé 2788,1.

Une partie du fragment 1 est ensuite oxydée avant purification. Pour cela, le fragment
1 (95,7 mg) est dissous dans AcOH/eau 1/4 (47,9 mL). 197 mM |, dans DMSO (270 pL, 50
HMmol, 2éq.) sont additionnées a la solution précédente. Aprés 30 secondes d’agitation, 64,8
mM dithiothréitol (DTT, 823 pL, 50 umol, 2 éq) est additionné pour consommer |, restant et
injecté directement en RP-HPLC.

Aprés purification RP-HPLC (colonne C18 nucléosil 120A, 5um, tampon A 100% eau
contenant 0,05% TFA, tampon B CH;CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, gradient: 0 a 20%
de tampon B en 5 min, puis 20 a4 40% en 40 min, débit 6 mL/min, 215 nm) on obtient 25,8
mg de peptide pur (R=27%) CixH214N3s03:Ss MALDI-TOF [M+H]" calculé (masse
monoisotopique) 2784,52 ; observé 2784 6.

b-Synthése de K1(fragment 1)-MPA

o) o) O
NHz—IRN—NQJ—I IGKGRSYKGTVSITKSGI—N\)J\S/\)J\OH

SsH \H

N
Le Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochlorure (TCEP,HCI, 229,63 mg, 0,8 mmol) est
solubilisé dans le tampon 0,2 M phosphate de sodium pH=7,3 (10 mL). L’acide
mercaptopropionique (MPA, 0,5 mL) est additionné. NaOH 5M (340 uL) est ajouté pour
ajuster le pH a 3,98.

Le fragment 1 K1-SEAoff (24,67 mg, 6,9 umol) est dissous dans la solution
précédente (10,3 mL). Le milieu réactionnel est chauffé a 37°C sous atmosphére d’argon.
L’avancement de la réaction est suivi par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (215
nm, 1 mL/min, 30°C, éluant A eau contenant 0,05% d’acide trifluoracétique (TFA), éluant B
CH5;CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 30 min). Pour cela, des aliquots sont
acidifiés avec 10 % de TFA aqueux, extraits avec Et,O afin d’éliminer le MPA en excés avant
analyse.

Aprés la fin de la réaction, le milieu réactionnel est dilué par de I'eau (10 mL) et 10 %
de TFA aqueux (5 mL) sont additionnés. Apres 3 extractions avec Et,O (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 ym (215 nm, 6 mL/min, température ambiante, éluant A eau contenant 0,05% TFA,
€luant 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%).

2-Synthése de StBu-K1(fragment 2)-SEAoff

/%S/S
o] o]

La résine SEA (0,5 mmol, 0,175 mmol/g) est conditionnée 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 ajouté sur la résine. PyBrop (2,331 g, 5 mmol) est dissous dans le
minimum de DCM puis ajouté sur la résine. DIEA (2,614 mL, 15 mmol) est ensuite
additionné sur la résine et le couplage dure 2 heures. La résine est ensuite lavée 4 x 2
minutes au DCM. La résine est ensuite traitée par 10% Ac,O/5% DIEA/DCM (10 mL, 2 min)
puis (10 mL, 20 min). La résine est ensuite lavée 5 x 2 minutes au DCM.

Le fragment 2 est assemblé sur la résine précédente (0,5 mmol, 0,175 mmol/g) avec
un synthétiseur de peptides (CEM yWaves, Saclay, France) sans utiliser les micro-ondes, en
utilisant la stratégie Fmoc/tert-butyle. Le couplage est effectué avec les acides aminés (0,2
M, 4 éq.), l'activateur HBTU (0,5 M, 3,6 €q.) et la base DIEA (2 M, 8 éq.). Le solvant de
lavage (DMF) ainsi que le solvant de Fmoc-Met-OH contiennent 1% de thioanisole afin
d’éviter au maximum I'oxydation de la méthionine de la séquence.

La résine est séparée en 2 aprés la glutamine en position 2 (0,25 mmol) afin de
coupler la Fmoc-Cys(StBu)-OH manuellement. Pour ce faire, la résine est lavée 4 x 2
minutes au DMF, pesée en DMF et divisée 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 additionné sur
HBTU. Fmoc-Cys(StBu)-OH (431,6 mg, 1 mmol) est dissous dans DMF (500 pL) et
additionné au mélange HBTU/HOBt. DIEA (522,7 uL, 3 mmol) est ensuite ajouté sur le
mélange. On agite pendant 1 minute puis le mélange est additionné sur la résine et le
couplage dure 45 minutes. La résine est ensuite lavée 4 x 2 minutes au DMF. On réalise la
déprotection du Fmoc N-terminal par traitement a la pipéridine 20% dans le DMF (15 mn
puis 5 mn). La résine est ensuite lavée 4 x 2 minutes au DCM puis 3 x 2 minutes a Et,O et
séchée.

La déprotection finale et le clivage du peptide de la résine sont réalisés avec
TFA/TIS/DMS/Thioanisole/H,O (90/2,5/2,5/2,5/2,5 en volume, 25 mL) pendant 2 heures 30.
Le peptide est précipité dans un mélange froid éther diéthylique/heptane (1/1 en volume),
dissous dans un minimum d’eau et lyophilisé. 366,14 mg de peptide brut sont obtenus
(R=35,6%). Cis6H231N41O44Ss MALDI-TOF [M+H]® calculé (résolution monoisotopique)
3543,6; observé 3542,2.
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Une partie du fragment 2 est ensuite oxydée avant purification. Pour cela, le fragment
2 (67 mg) est dissous dans AcOH/eau 1/4 (35 mL) puis 144 mM I, dans DMSO (223 uL) sont
ajoutés. Aprés 30 secondes d’agitation, 64,8 mM DTT dans AcOH/eau 1/4 (503 pL) sont
additionnés pour consommer I'l, en excés. Aprés décoloration de la solution, le milieu est
injecté en RP-HPLC (colonne C18 nucléosil, 120 A, 5 um, 2 x 28 cm, 215 nm, tampon A
100% eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH;CN/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, débit 6 mL/min) on obtient
11,5 mg de peptide pur (R=17,2 %) Cis6H20N41044Ss LC-MS [M+H]* calculé (résolution
monoisotopique) 3541,6 ; observé 3541,9.

3-Synthése de K1(fragment 3)

SH SH SH SH

| | | | NH
NH,—C R NP RGEEGGPWCFTSNPEVRYEVCDI P QC S E—N

o}
Le fragment 3 est assemblé sur la résine Novasyn TGR (0,5 mmol, 0,25 mmol/g) avec un
synthétiseur de peptides (CEM pWaves, Saclay, France) sans utiliser les micro-ondes, en
utilisant la stratégie Fmoc/tert-butyle. Le couplage est effectué avec les acides aminés (0,2
M, 4 éq.), l'activateur HBTU (0.5 M, 3.6 éq.) et la base DIEA (2 M, 8 éq.).

La déprotection finale et le clivage du peptide de la résine sont réalisés avec
TFA/EDT/HO/TIS (94/2,5/2,5/1 en volume, 30mL) pendant 2 heures 30. Le peptide est
précipité dans un mélange froid éther diéthylique/heptane (1/1 en volume), dissous dans un
minimum d’eau et lyophilisé. Aprés purification RP-HPLC (colonne C18 vydac 50 cm x 2 cm,
280 nm, tampon A 100% eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3;CN/eau 4/1 contenant
0.05% TFA, gradient: 0 & 20% de tampon B en 10 min puis 20 & 50% de tampon B en 60
mn, débit 30 mL/mn) on obtient 272 mg de peptide pur (R=13%) CissH239N47052S4 MALDI-
TOF [M+H]" calculé (résolution monoisotopique) 3755,6; observé 3755,7.

4-Protocole de ligation one-pot :

Synthése 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-mercaptophenylacétique (MPAA, 33,68 mg, 0,2 mmol) est dissous
dans cette derniére solution (1 mL). NaOH 5M (150 pL) est ajouté pour ajuster le pH de la
solution a 7,53.

Le K1(fragment 1)-MPA (9,71mg, 2,8 umol) et le StBu-K1(fragment 2)-SEA(10,65 mg,
2,6 pymol) sont dissous ensemble dans la solution précédente (185 uL). Le milieu réactionnel
est placé dans un bain thermostaté & 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 um) (215 nm, 1 mL/min, 30°C, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B
CH3;CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 30 min). Pour cela, un aliquot (1 yL) de
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milieu réactionnel est acidifi¢ avec 10% TFA aqueux, extrait avec I'Et,O pour éliminer le
MPAA et MPA avant I'analyse.

Apres 20 heures de réaction, de la guanidine HCI (573,15 mg, 6 mmol) est dissoute
dans du tampon phosphate 0,1 M, pH=7,3 (1mL). Le Tris(2-carboxyéthyl)
phosphine hydrochlorure (TCEP,HCI, 57,59 mg, 0,2 mmol) est dissous dans cette derniére
solution (1 mL). 5M NaOH est ajouté pour ajuster le pH de la solution a 7,27.

Le K1(fragment 3) (16,46 mg, 3,9 umol) est dissous dans la solution précédente (185
ML) puis ajouté au milieu réactionnel précédent qui est placé a nouveau a 37°C sous
atmosphére inerte.

La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm,
300 A, 5 um) (215 nm, 1 mL/min, 30°C, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B
CH3;CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 60 min). Pour cela, un aliquot (1 pL) de
milieu réactionnel est acidifi¢ avec 10% TFA aqueux, extrait avec Et,O pour éliminer le
MPAA et MPA avant I'analyse.

Ca18Hs4sN 122012787 MALDI-TOF [M+H]* (masse moyenne) calculé 9640.01, trouvé 9639.

Lorsque la réaction est compléte, le milieu réactionnel est dilué avec de I'eau (4 mL)
et TFA 10% aqueux (1 mL) est additionné. Apres 4 extractions avec Et,O (4 x 8 mL), la
phase aqueuse est dégazée pendant 10 minutes par bullage d’argon, diluée avec de I'eau
(36 mL), filtrée. Le fritté est rincé par AcOH (1 mL) et rincé par de I'eau (20 mL). L’ensemble
est purifié par RP-HPLC sur une colonne C18 vydac 300 A, 5 um (215 nm, 20 mL/min,
tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3CN/eau 4/1 contenant 0,05% TFA, O-
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)

K1(125-209) (3,99 mg, 0,355 umol) est dissous dans le tampon 10 mM PBS, 138 mM
NaCl, 2,7 mM KCI pH=7,4 contenant 10% en volume de glycérol, 1 mM glutathion réduit, 0,2
mM glutathion oxydé (10 mL).

Le milieu réactionnel est placé a 4°C.

Le folding est suivi par LC-MS sur une colonne C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 300
A, 5 uym) (215 nm, 1 mbL/min, 30°C, tampon A eau contenant 0,1 % TFA, tampon B
CH5;CN/eau 4/1 contenant 0,1 % TFA, 0-100% B en 60 min).

Aprés 65 heures, le milieu réactionnel est ultracentrifugé a 8000 rcf, a 4°C pendant
15 minutes puis a 9000 rcf, & 4°C pendant 15 minutes afin d’éliminer quelques agrégats.

Le milieu réactionnel (7,6 mL) est ensuite transféré en plusieurs fois dans un systéme
d'ultrafiltration vivaspin 2mL avec un cut-off de 3000 MWCO et ultrafiltré a 12000 rcf, a 12°C
pendant 3 heures 20. Une fois concentré, le milieu réactionnel est de 800 pL environ.
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[l est ensuite dialysé a 4°C dans une cassette de dialyse de cut-off 3500 MWCO avec
un tampon 10 mM PBS, 138 mM NaCl, 2,7 mM KCI pH=7,4 contenant 10% en volume de
glycérol (1L) pendant 1 nuit. Le milieu réactionnel est de 1 mL environ aprés dialyse.

K1 (125-209) foldé est dosé a 562 nm par le kit BCA Protein Assay (Pierce) en
réalisant une gamme étalon de BSA. La concentration estimée de K1 (125-209) est de 137
MM,

Exemple 3
1-Synthése de K1 (fragment 3)-biotine

SH SH SH SH o

1 1 1 1
w,—CRNPRGEEGGPWCFTSNPEVRYEVCD I F@CSEV—NQLN_‘2
: 0

P

Fmoc-Lys(Biotine)-OH (2 x 89 mg, 2 x 0,15 mmol) est couplé 2 fois sur la résine 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 uL, 2 x 0,45 mmol) pendant 2 heures dans le NMP. Aprés des lavages au NMP (3 x
2 min) et DMF (3 x 2 mn), le fragment 3-biotine est assemblé sur une 2 colonnes de 50 umol
avec un synthétiseur de peptides (INTAVIS) en utilisant |la stratégie Fmoc/fert-butyle.

Les couplages sont effectués en utilisant 4 €q. de chaque acide aminé, 3,6 €éq. HBTU, et 8
€qg. DIEA. Une étape de capping est réalisée aprés chaque couplage avec Ac,O/DIEA. A la
fin de la synthése, la résine est lavée avec CH,Cl,, diéthyl éther (2 x 2 min) et séchée sous
vide.

La déprotection finale et le clivage du peptide de la résine sont réalisés avec
TFA/EDT/HO/TIS (94/2,5/2,5/1 en volume, 2 x 5mL) pendant 2h. Le peptide est précipité
dans un mélange froid éther diéthylique/heptane (1/1 en volume), dissout dans un minimum
d’eau et lyophilisé. Aprés purification RP-HPLC (colonne C18 nucléosil 50 cm x 2 cm, 215
nm, tampon A 100% eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH;CN/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, débit
6 mL/min) on obtient 36,75 mg de peptide pur (Rdt=8 %)

C174H265N51055S5 MALDI-TOF [M+H]" calculé (masse moyenne) 4112,68; observé 4114,3.

2-Protocole de ligation one-pot :

synthése 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-mercaptophenylacétique (MPAA, 33,59 mg, 0,2 mmol) est dissous dans
cette derniere solution (1 mL). NaOH 5M (80 uL) est ajouté pour ajuster le pH de la solution
a 7,40.
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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 précédente (57 pL). Le milieu réactionnel est
placé dans un bain thermostaté & 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 CH;CN/eau
4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 30 min). Pour cela, un aliquot (1 pL) de milieu
réactionnel est acidifié avec 10% TFA aqueux, extrait avec Et,O pour éliminer MPAA et MPA
avant I'analyse.

Aprés 24h40 de réaction, de la guanidine,HCI (573,18 mg, 6 mmol) est dissoute dans du
tampon phosphate 0,1 M, pH=7,3 (1 mL). Le Tris(2-carboxyéthyl)phosphine hydrochlorure
(TCEP,HCI, 57,80 mg, 0,2 mmol) est dissous dans cette derniére solution (1 mL). NaOH 5M
est ajouté pour ajuster le pH de la solution a 7,40.

Le K1(fragment 3) (5,50 mg, 1,2 umol) est dissous dans la solution précédente (57 L) puis
ajouté au milieu réactionnel précédent qui est placé a nouveau a 37°C sous atmosphére
inerte.

La ligation est suivie par RP-HPLC sur une colonne C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 300 A,
5 um) (215 nm, 1 mL/min, 30°C, tampon A eau contenant 0,05% TFA, tampon B CH3;CN/eau
4/1 contenant 0,05% TFA, 0-100% B en 60 min). Pour cela, un aliquot (1 pL) de milieu
réactionnel est acidifié avec 10% TFA aqueux, extrait avec Et,O pour éliminer MPAA et MPA
avant 'analyse.

Cu34Hs74N1260130Ss [M+H]" attendu (masse moyenne) 9994 ,49, observé 9994,41.

A la fin de la réaction, le milieu réactionnel a été dilué avec de I'eau et du TFA 10% aqueux.
Aprés extractions avec Et,0, la phase aqueuse a été dégazée par bullage d’argon, diluée
avec de l'eau, filtrée et purifiée par RP-HPLC sur une colonne C18 vydac 300 A, 5 um (215
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
préparés comme décrit précédemment a 'exemple 2.

Exemples de préparation des fragments peptidiques de départ

A) La synthése des fragments peptidigues SEAon est effectuée 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 préparation des fragments peptidiques
(1a) : H-ILKEPVHGG-N(CH,CH,SH),,

(1b) : H-ILKEPVHGA-N(CH,CH,SH),,

(1¢) :H-ILKEPVHGV-N(CH,CH,SH), et

(1d) :H-ILKEPVHGY-N(CH,CH,SH),
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est effectuée en phase solide

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

La synthése des polypeptides peut étre résumée comme suit:

S\'m Synthése en phase solide S\Tn

J/ D Stratégie Fmoc/tert-butyle J/
H.N - peptide protégé—N
’ K/S/Tn K/S’Tn

Support solide prét pour la
synthése des peptides en
phase solide

SH
TFA

» peptide—N
SH

Les fragments peptidiques ainsi obtenus ont la formule générale suivante :

SH
(@]
H-ILKEPVH G-NH\)J\N J/
B k/SH

R=H1c
R= CH, 1d

R= CH(CH,), 1e
R= p-OHPhCH, 1f

La synthése des différents polypeptides est effectuée en phase solide en utilisant la
stratégie Fmoc/tert-butyle sur résines (échelle de 0,1 mmol) sur un synthétiseur de peptide a
micro-ondes (CEM y WAVES, Saclay, France). Le couplage est effectué en utilisant un
exces 5 fois molaire de chaque acide aminé, I'activateur HBTU est utilisé avec un exces de
4.5 fois molaire et la base DIiEA est utilisée avec un exces 10 fois molaire.

La déprotection finale et le clivage du polypeptide de la résine sont réalisés avec 10
mL d’'un mélange TFA/TIS/IDMS/H,O (92,5/2,5/2,5/2,5 en volume) pendant 1 heure. Le
polypeptide est ensuite obtenu par précipitation dans 100 mL d'un mélange éther
diethylique/heptane (1/1 en volume), dissout dans H,O puis lyophilisé.

La pureté de chaque fragment peptidique est déterminée 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 (1a) C47Hg1N13011S; [M+H]"
calculé 1068,6 Da, observé 1068,5. Fragment peptidique (1b) CysHgsN12011S, [M+H]" calculé
1082,6 Da, observé 1082,4. Fragment peptidique (1¢) CsoHg7N13011S, [M+H]" calculé 1110,6
Da, observé 1110,5). Fragment peptidique 1(d) Cs4Hs7N13012S, [M+H]* calculé 1174,6 Da,
observé 1174,6).

La purification des polypeptides est réalisée sur colonne C18 nucléosil en acetonitrile-
H,O (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 (1¢).

La pureté déterminée 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%.

B) oxydation des fragments peptidiques (1a), (1b), (1¢) et (1d) en dithiazépanes

Les fragments peptidiques (1a), (1b), (1c) et (1d) sont tels qu’obtenus précédemment
sont oxydés selon le schéma général suivant :

(@]
PN SH ﬁ
peptide N~ NH,HCO; aqg. 0,1M

peptide” N /\\

0, ta. S
/

S
= peptide-dithiazépane

SH

Chaque fragment peptidique est clivé du support solide par l'action d’une solution
TFA/DMS/TiS/H,O (92,5/2,5/2,5/2,5 ; viv). Le fragment peptidique est alors précipité dans un
large volume d’'un mélange éther diéthylique/heptane (1/1 ; v/v) et lavé deux fois a l'aide de
cette solution. Le fragment peptidique brut lyophilisé aprés I'étape de coupure est ensuite
dissous dans une solution de bicarbonate d’ammonium a 0,1M préalablement dégazée
pendant 10 min par bullage d’azote (1 mg/mL).

Le mélange est alors laissé a température ambiante sous agitation forte. L’évolution
de la réaction est suivie par spectrométrie de masse MALDI-TOF jusqu’a disparition totale de
la forme réduite du polypeptide considéré. Le polypeptide est enfin purifié par RP-HPLC
(gradient éluant A (H,O/0,05% TFA)/éluant B (80% Acétonitrile/20% H,0O/0,05% TFA): 0 a
10% en 10 min puis 10% a 25 % en 25 min) puis congelé et lyophilisé.

Le tableau ci-dessous résume les résultats obtenus (analyse MALDI-TOF).
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23
fragment m/z [M+H] cae.  M/z [M+H] ops. Rendement final(%)
peptidique
(1a) 1066,6 1066,6 17
(1b) 1080,6 1080,6 13
(1¢) 1108,6 1108,6 23
(1d) 1172,6 1172,6 20
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REVENDICATIONS

1. Un procédé de préparation d’'un assemblage peptidique de n fragments et de n-1
acides aminés portant une fonction thiol, représenté par la formule :

Aq-CrAz-Cz-Ag- —Ci.q-Ai-.... -C,—m-An (l)

dans laquelle A1, Az, A, ... A ..., A, sont des fragments peplidiques,

Cy, Cs Cs... Ciq ... Cpy sont des restes d'acides aminés portant une fonction thiol,
n est compris entre 3 et 50, de préférence entre 3 et 20, ou entre 3 et 10, et

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

caractérisé en ce que I'on met en ceuvre la préparation d’un peptide-thioester de formule :
A-SR (n

dans laquelle A; est un fragment peptidique et SR est le reste d’'un thioester alkylé, R
pouvant étre un radical alkyle éventuellement substitué,

a partir d'un bis(2-sulfanyléthyl)amino peptide : A;-SEAoff dans laquelle SEAoff est
groupement bis(2-sulfanyléthylyamino cyclique 7Nhs‘
S

par action d’un thiol R-SH, en présence d'un agent réducteur de disulfures cycliques,
suivie de la condensation sur un fragment peptidique de structure :

H-C1(SR’)-A,-SEAoff (1)

dans laquelle C,, A, et SEAoff sont définis comme ci-dessus et (SR’) représente un reste
disulfure sur le thiol de 'amino-acide C,, en présence d'un thiol aromatique ArSH,

puis transforme le nouveau fragment peptidique obtenu, de structure :
A4-C4-A-SEAOff (V)

dans laquelle A, C4, A, et SEAoff sont définis comme précédemment, en un
peptide-thioester de formule :

A-Ci-A-SR @
dans laquelle A,, C4, A, et R sont définis comme précédemment, par action d’un thiol R-SH,
en présence d'un agent réducteur de disulfures cycliques,

et condense sur un fragment peptidique de structure :
H-C,(SR’)-A;-SEAoff nry

dans laquelle SEAoff et R’ et C, et Az sont définis comme ci-dessus, en présence d'un thiol
aromatigue ArSH, pour donner un fragment peptidique, de structure :

A1 -C1 -Az-Cz-A3-S EAoff (lV,)

dans laquelle A4, C4, A,, C,, Az et SEAOff sont définis comme précédemment,
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et réitére ces 2 opérations jusqu’a n-2 fois, pour obtenir un fragment peptidique de structure :
A-Ci-A-Co-As- ... -Cis-Ar.... -Cpa-An1-SEAOff (Iv™
dans laquelle Ay, Ay, As, ..o AL, Ang, C, Gy, Cs . Gy ... Chz et SEAOST sont définis comme

précédemment, puis

met en ceuvre une réaction de ligation native de ce fragment peptidique (IV"™) obtenu, avec
un peptide de formule :

H-Cot-An (V)

dans laquelle C,.; et A, sont définis comme précédemment, par réduction en présence d’'un
agent réducteur de disulfures cycliques, pour donner I'assemblage peptidique multiple de
formule générale (1).

2. Un procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que l'on prépare un
assemblage peptidique de 3 ou 4 fragments, de structures A-C1-Ax-Cx-Ajs oU A-Ci-Ax-Co-As-
Cs-Ag.

3. Un procédé selon la revendication 2, caractérisé en ce que l'on prépare un
assemblage peptidique de 3 fragments en une réaction « one pot ».

4. Un procédé selon l'une des revendications 1 a 3, caractérisé en ce que C4, Co, Cs ...
Ci1 ... Cy.1 représentent des restes Cys.
5. Un procédé selon l'une des revendications 1 a 4, caractérisé en ce que l'un ou

plusieurs des fragments peptidiques A, ... Ai ... A, peuvent porter un ou plusieurs amino
acides modifiés.

6. Un procédé selon l'une des revendications 1 a 5, caractérisé en ce que la
condensation du peptide-thioester sur un fragment peptidique de structure (lll) s’effectue en
présence de l'acide 4-mercaptophénylacétique.

7. Procédé de fabrication d’'une composition pharmaceutique caractérisé en ce qu'il
comprend :
— la fabrication d’un polypeptide ou peptide selon le procédé de fabrication d’'un
polypeptide de formule (I) selon 'une des revendications 1 a 5, et
— la préparation de compositions pharmaceutiques comprenant un polypeptide ou
peptide ainsi préparé, a l'état pur ou en association avec un ou plusieurs
adjuvants compatibles et pharmaceutiquement acceptables.

8. Un procédé de fabrication d’un dispositif de diagnostic caractérisé en ce quil
comprend :
— la fabrication d’un polypeptide ou peptide selon le procédé de fabrication d’un
polypeptide de formule (I) selon 'une des revendications 1 a 5, et
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— la formulation ou la mise en forme de ce polypeptide sous une forme adaptée a
une utilisation pour un dispositif de diagnostic.



