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INTRODUCTION GENERALE

Les structures tridimensionnelles des protéined darnées par I'enchainement des
acides aminés qui les composent. Elles sont corepodé plusieurs unités remarquables
comme les coudes, les feuillets et les hélicesogumistituent la structure secondaire des
protéines. Elles sont généralement reliées enlies phr des interactions non covalentes qui

permettent aux protéines de conserver leur cohésion

Dans ce travail, nous avons axé notre recherchelesustructures en hélice en
cherchant & synthétiser des hélices artificiellegnstruites a partir de motifs
conformationnellement contraints décrits dansttariture. Plusieurs équipes ont synthétisé
des hélices artificielles constituées par I'encaiant d’unités répétitives pseudo-peptidiques

comme leg-peptidesy-peptides ed-peptides qui sont appelés des « Foldamers ».

Dans un premier temps, notre but était de séleatiodans la littérature des mimes
contraints de di- et de tri-peptides pouvant corayiar oligomérisation a des structures
secondaires organisées en hélice. Cette sélecétimraalisée au moyen de calculs théoriques

de modélisation moléculaire.

Dans un deuxiéme temps, nous avons souhaité reempl&élice naturelle d’'une
protéine dont le réle est structurant et non imtErgar différentes hélices sélectionnées en
modélisation moléculaire. Nous avons choisi comappert le hCRF (human Corticoptropin
Releasing Factor) qui est une hormone peptidiquielé@mconstituée de 41 résidus d’amino
acides et qui est responsable de la libération TACAdrenoCorticoTropic Hormone). Elle
posséde une héliaecentrale (6-36) qui est décrite pour espacerientar les extrémités de
la protéine vers les sites actifs du récepteurteCebrmone répondait donc aux criteres de

sélection.

Nous avons ensuite synthétisé les monoméres s#leés et les oligoméres
correspondants. Nous avons réalisé d’'une part dalyses structurales de certains de ces
oligoméres et nous avons introduit tout les oligmeeésélectionnés dans la séquence du
hCRF.
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Ces travaux de thése sont présentés en quatiespart

* La premiére partie regroupe les données bibliogeagls concernant les structures
secondaires des peptides et plus particuliérenasritélices, les hélices artificielles et
le hCRF.

» La deuxieme est consacrée a I'étude de modélisatmaculaire, qui permet de trier
les motifs non peptidiques susceptibles de donesihélices artificielles.

* La troisieme partie décrit la synthése des monospétes oligomeéres et des hybrides
du hCRF.

» La quatriéme est consacrée a I'analyse structetadex résultats biologiques.
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PARTIE | : BIBLIOGRAPHIE Chapitre 1 : Structurecsmdaire des peptides

Chapitre 1 : Structure secondaire des peptides

| : Introduction

La premiére organisation structurale des proténéte mise en évidence en 1957 par
Kendrew qui proposa une représentation tridimensionnedlelad myoglobine. Cependant
c'est en 1951 que Pauling et Careynt proposé les premiéres conformations des stegen
hélice.

En 1959, Linderstrom-Lafiga établi la hiérarchie des structures des proséere
quatre niveaux (primaire, secondaire, tertiairgueiternaire) que Berndt a étayé en ajoutant
deux niveaux (super secondaire et de domaines)péptdes possédent donc six niveaux
d’organisation qui découlent les uns des autres.

» La structure primaire est la séquence linéaire du peptide dont la nalese
acides aminés qui le compose est en grande pasfi@msable de la super structure
finale.

» La structure secondaire (hélices, feuillets et coudes) que pourra adopger
peptide est dictée par la longueur du peptide etnddure des résidus.
L’environnement de la molécule au moment de sacttration, joue un role
majeur ; ainsi de nombreux peptides possédent destiges secondaires
différentes en fonction de la nature du milieu.stle cas de peptides amphiphiles
qui se structurent en hélice au niveau des membigidiques et qui n'ont pas de
structures ordonnées dans le cytoplasme ou dangiéel extracellulaire.

» La structure super secondaire associe les divers éléments de structures
secondaires par les interactions entre les ch&itésles.

* Les domainesreprésentent les différentes régions ordonnéedadstructure
tertiaire.

» La structure tertiaire est composée par I'arrangement tridimensionngbds les
atomes de la chaine polypeptidique. Cet arrangerepnésente chez les petites et
moyennes protéines, I'état natif et chez les gopsetéines, une des sous-unités.

= La structure quaternaire est I'association des plusieurs structures tegsaglont
la cohésion est parfois assurée par une molécutepaptidique ou un ion

(hémoglobine).

! Kendrew, J.C.; Bodo, G. ; Dintzis, H.M. ; ParrishG. ; Wyckoff, H. ; Phillips, D.C. A three-dimsional
model of the myoglobin molecule obtained by x-raglgsis.Nature1958 161, 662-666.

2 Pauling, L.; Corey, R.B.; Branson, H.R. Two HydeagBonded Helical Configurations of the Polypeptide
Chain Proc. Natl. Acad. Scil951, 37, 205-211.

% Linderstrem-Lang, K.U.; Schellman, J.A. (1959) e Structure and Enzyme Activity in “The Enzymass|

1 Second Ed1959 443-510 Boyer, Lardy, Myrbak Eds. Academic Pré&sy York.

16



PARTIE | : BIBLIOGRAPHIE Chapitre 1 : Structurecsmdaire des peptides

Pour définir les différents types de structurerdaires, Ramachandfaa étudié la
conformation des acides aminés en fonction deluvaes angles dieédres Phi et Psi etil en a
déduit que toutes les valeurs d’angles diedregiggt pas possibles pour les acides aminés.

a donc établi un diagramme qui porte son nom etngppidse des valeurs d’angles pour chaque

type de structur€igure 1.

Légende
[[] Rigiors pemees
[] Helice o droite

[E] Hélice o gaache

n résidus par

@ whilice (4.415)
(5) frmen i 5 résius

@Rﬁ:bmaplaﬁ

=180 -120 +G0 #1120 +18%

Figure 1 : Diagramme de Ramachandran

Dans ce chapitre, nous verrons les conformatiafedqptent les différentes structures

secondaires. Et nous nous attarderons plus spéeaatesur les structures en hélice.

# Ramachandran, G.N.; Sasisekharan, V. Conformafidtolypeptides and Proteinsdv. Prot Chem1968,23,
283-437.
17



PARTIE | : BIBLIOGRAPHIE Chapitre 1 : Structurecsmdaire des peptides

Il : Les coudes (turns)

II'1: Les coudesp

Les coude$- ont été découverts par Venkatachalam en 1988sont composés de
motifs tétrapeptidiques caractérisés par la présdhme liaison hydrogene entre le carbonyle
i et le proton amidiquét3. lls ont comme particularité d’inverser la difen de la chaine
peptidique. Plus de huit sous-types différentséétcaractérisés en fonction des valeurs des
angles diédré<. La nomenclature de ces angles est celle desdespties angles diédres sont
caractérisés papl, V1, ®2, ¥2 Tableau 1

Type de turns | @1 (°)| V1 (°)| @2 (°)| Y2 (°)
I -60 | -3C | -9C 0
Il -60 | 120 80 0
Il -60 -30 -60 -30
I 60 30 90 0
r 60 | -120| -80 0
11K 60 30 60 30

Vial -60 | 12C | -9C 0
Via2 -12C | 12C | -9C 0
Vib -12C | 12C | -6C | 16C
VIl -60 -3C | -12C | 12C
v -60 10 -5C 20

Tableau 1 : Valeurs des angles caractéristiques dpgurns

Les plus communs possédent une liaison amide degaaation trans dont la distance
entre les carbonas des résidus eti+3 est inférieure a 7 A (coud@sde type I, Il et leurs
opposé I et II'f. Les deux structures les plus courantes (I eolif représentés dans la figure

qui suitFigure 2.

® Venkatachalam, C. M. Stereochemical Criteria folyPeptides and Proteins. V Conformation of a Systé
Three Linked Peptide Unit8iopolymersl968 6, 1425-1436.
® Venkatachalam, C.M. ; Ramachandran, G.M. Confdonaof polypeptide chainsAnn. Rev. Biochemistry
1969 38, 45-82.
"Rose, G.D. ; Gierasch, L.M. ; Smith, J.A. Turngéptides and proteinddvances in Protein Chemistt®85
37, 1-109.
8 Kabsch, W. ; Sander, C. Dictionary of protein setary structure: Pattern recognition of hydrogendsal and
geometrical feature®iopolymersl983 22, 2577-2637.
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Figure 2 : Exemples de coudep-

Le type | est trés fréquent et le type I est plaie, il est néanmoins présent dans les
B-hairpins courts Le type | peut tolérer tous les acides aminéspisitions i a i+3 sauf la
proline en position i+2. Cette derniere est plgi@sente en i+1 et la glycine en i+3 dans les
coudes de type | et Il. Les acides aminés compborts chaines polaires comme
'asparagine, I'acide aspartique, la sérine etylst@ne sont souvent présents en position i et
peuvent faire des liaisons hydrogenes avec le NHédidu i+2. Les coudes de type I’
adoptent préférentiellement deux glycines en posit1 et i+2.

Les coudes de type Il nont pas de résidus préfiétsrpour la position'?. La proline
est favorisée en position i+1, la glycine en i+2latcystéine, la lysine et la sérine sont
prédominantes en i+3.

Comme les I, les II’ sont surtout présents dasgiairpins. Il y a une préférence en
position i pour la tyrosine ; pour i+1 la glycinelacide aspartique ; pour i+2 I'asparagine et
la sérine et pour la position i+3 la thréoninesegllycine.

Les coudes de type Il possédent les mémes vatkamgles diedres que I'hélicae3
Cette structure fat aussi mise en évidence par &ackalam. Elle sera abordée dans le
chapitre concernant les héliceg. 3

Les coudes qui ne correspondaient pas au critirelsewis ont été placés dans la
classe IV IIs représentent 35% des coudes existant damsdésines.

Il existe d’autres coudes peu rencontrés dangrt@gines (Vlal, Vla2 et Vib).

Les coudes de type VIII sont les plus communstdes non-classiques. Les valeurs
des angles Phil et Psil sont les méme que poypéelt La premiere position montre une

préférence pour la proline et la glycine.

° Sibanda, B.L. ; Thornton, J.M. Beta-hairpin faielin globular proteindNature1985 316 170-174.
9 Hutchinson, E.G. ; Thornton, J.M. A revised setpofentials for beta-turn formation in proteii&ot. Sci
1994 3, 2207-2216.
M Lewis, P.N. ; Momany, F.A. ; Scheraga, H.A. Chaénersals in proteindiochim. Biopys. Actd973 303
211-229.
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Les coude$ ont le role de connecteur entre des structuresliggégs comme les
hélices ou les feuilletf. lls sont souvent présents a la surface des pestgicontiennent
souvent des résidus chargés et jouent un role bodans les interactions ligand-récepteur.
C’est par exemple le cas dans les récepteurs adesphines trans-membranaires ou les
boucles extra-cellulaires possedent des structlgeype coud@- et sont responsables de la
reconnaissance entre le peptide et le réceptswsolit aussi impliqués dans la reconnaissance

des anticorps, la phosphorylation, la glycosylatidtydroxylation et I'épissage des exons.

I 2 : Les coudesy

Les coudes- sont des motifs tripeptidiques dont la structusé €tabilisée par une
liaison hydrogéne entre le carbonylet le proton amidiqui+2 Figure 3. Il existe deux types
de structures en fonction de l'orientation de deangles diédre®1 etW¥1 qui sont donnés

dans le tableau suivamableau 2

Coudesy| @1 (°) | Y1 (°)
classique| 70 2 85| -60a 70
inversé |-70 a -85 60 a 70

Tableau 2 : Valeurs des angles caractéristiques desudesy

Dans les coudeg-classiques, la glycine est souvent présente eitiquos et i+1.
L’histidine, la lysine et la sérine préférent lasgimn i+2 qui peuvent former une liaison
hydrogene supplémentaire par leur chaine latéxae ke squelette. La proline est toujours en
position i+1 en raison de la valeur de I'angle phi4 ont été classés en quatre familles en

fonction des liaisons hydrogénes rencortrés

Dans les coudes inversés, prés dun quart destigposii+2 est occupée par
I'asparagine qui fait une autre liaison hydrogeae $a chaine latérale avec I'oxygéne i du

squelette. La proline peut étre dans les deuxiposit

2 Milner-White, E.J. ; Ross, B.M. ; Ismail, R. ; Beldj-Mostefa, K.; Poet, R. One type of gamma-tuather
than the other gives rise to chain-reversal ingnstJ. Mol. Biol.1988 204, 777-782.
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Figure 3 : Conformation d’'un coude+ classique

Les coudes- ont pour propriété d’inverser le sens de progogssie la chaine
peptidique et on les retrouve souvent dans lesles@t a la fin deB-hairpins. Les coudeg-

inversés sont souvent présents a la fin des héietsaux extrémités des feuilldis

[l ; Les feulillets

Les feuilletsp représentent une structure majeure dans les pestdjlobulaires, ils
représentent un quart des structures réguliéresmenéed L'unité de base du feuill@ est le
brin qui posséde des valeurs d’angles diédres geesiopposés. Le feuillet peut étre
considéré comme une hélice aplatie composée de résidus par tour. Les caractéristiques

conformationelles sont données dans le tableaastiableau 3

. o o | Nombre de résidus .
Feuilletp |® (°)| ¥ (°) oar tour Rayon (A)| Pitch (A)
antiparallele | -139| 135 2 3.4 6.8
parallele |-119| 113 2 3.2 6.4

Tableau 3 : Valeurs caractéristiques des feuillet®

Les feuilletsf sont présents sous deux formes, antiparallelaretiple basées sur la
direction relative des deux brins. La longueur nmee des feuillets est constituée de six
résidus par brin et ils sont généralement forméwadi@s de six brins. Les chaines latérales de
deux résidus adjacents sont de part et d’autreediliét et comme les hélices ils peuvent
avoir un potentiel amphiphile (une face hydropleieine hydrophobe). La cohésion entre les
brins est possible grace a de nombreuses liaisgth®denes. Les feuillefd sont formés a
partir de la combinaison de différentes régiondadehaine polypeptidique qui sont souvent

éloignés les unes des autres.
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Il existe des différences entre les feuillets [peles et antiparalléles.

Les feuillets antiparalléles sont généralemenplas fréquents car ils sont induits par
la présence de boucles ou coudes a leurs extrérhiégsfeuillets antiparalléles sont plus
stables que les paralléles, cela est du & unetatiem des liaisons hydrogénes entre les

chaines qui est plus favorabkegure 4.

11

Figure 4 : Représentations des feuillet antiparalléles

Les feuillets paralléles n'ont pas de liaisonsrbgéne perpendiculaires a I'axe du

brin, cela a pour effet la formation d’une plusfaiinteraction dipolair&igure 5.

)\

Figure 5 : Représentations des feuillet paralléles
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IV : Les hélices

Les hélices constituent le type de structure sdmiom le plus abondant dans les
protéines globulaires avec 32 a 38 % des résidgsemijeu. Les hélices sont construites a
partir d'un enchainement de conformations élémesgadont les valeurs respectives des
angles diedres Phi et Psi sont répétés. Pour ddesrhélices le long de I'axe de propagation,
deux parameétres sont pris en compte, « n » le noadmrésidus par tour d’hélice et «r» la
translation par résidu. Le signe positif de la ualge n décrit par convention une hélice avec
un pas a droite.

Dans les protéines, il existe plusieurs types latgg, dont la plus abondante est
I'hélice a. On rencontre aussi de courts segments d’héliget3des hélices- sont treés rares.
D’autres structures hélices sont possibles maistrjamais été mises en évidence dans les
protéines, c'est le cas des héligesD’autres structures homooligomériques de type
polyprolines existent dans les peptides.

Dans le tableau suivant les paramétres physigesdifférentes hélices sont donnés

dans le tableau suivanTableau 4

. Atomes
Llalsop dans la
Structure | ¢° | w° | ©® |[rA |pA|dA| n |Hydrogéne linison | Nomenclature
(CO, HN) |, o]
ydrogeéne
a -57|-471180| 1.5| 5.4/ 4.6| 3.6 i, i+4 13 36
310 -49| -26|180| 2 6 | 3.8 3 i, i+3 10 ?
1 -57|-70|180| 1.2| 5| 5.6| 4.4 i, i+5 16 4,4
PolyProl | -83|158| 0 | 1.9| 6.4 3.38 - -
PolyPro Il | -78 | 149| 180|3.12| 9.3 -3 - -
PolyGly 1l | -80| 150| 180| 3.1 | 9.3 3 i, i+2

Tableau 4 : Parametre des caractéristiques des hédis protéiniques. r : translation par résidu, p : jich,
d : diametre du squelette, n : nombre de résidus pdour.

IV 1: L’hélice a

L’hélice a fut décrite par Paulirfgen 1951 qui prédit que cette structure devait &tre
stable et énergétiqguement favorable dans les peséi

Elle posséde 3,6 résidus par tour d’hélice soé tmanslation de 5,4 A. Elle est
stabilisée par des liaisons hydrogénes de 2.86tvk ém carbonyle en position i et le proton
amidique en position i+&igure 6. Tous les CO et NH sont impliqués dans des lig@son
hydrogenes a I'exception des trois premier NH et teis derniers CO de I'hélice. Comme
toutes les liaisons hydrogénes sont parallelesettées dans le méme sens, I'hélicest tres

polarisée (formation d’un macrodipdle). Son momaipblaire correspond a une charge de
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0.5-0.7 Debye a chaque extrémité. Le compactageateses est favorable aux interactions
de Van Der Waals. Le diamétre de I'hélice est @efdest ne permet pas de laisser passer une
molécule ou un ion. Les chaines latérales sorgébs vers I'extérieur. Les valeurs d’angles
diedres idéaux théoriques données dans le tabtedudans les protéines compris entre -57°
et -71° pourg et -34° et -48° poury. Cela est fonction de la nature des résidus dade

solvatation.

Figure 6 : Représentation de I'hélican.

La stabilité des hélices est fonction de plusigammetres :

» La nature des acides aminés est grandement impligai@si Ala, Arg, Lys, Glu, Leu
et Met sont trés favorables a la formation d’héllear contre Gly est tres défavorable
(souvent rencontré en fin d’hélice) et Pro est tiselir d’hélice mais qui est souvent
présent avant le premier tour de I'hélice du coté@inal.

» La longueur de I'hélicex est importante. La plupart des hélices présertes des
protéines contiennent entre 10 et 15 résidus ;emsals de cette longueur c’est la
forme 3o qui prédomine. Dans les solvants protiques conamadthanol ou 'eau, 15
résidus sont nécessaires pour obtenir une struetungélicen™.

= La répartition des résidus dans I'hélice est prorade. La nature hydrophile et
hydrophobe des chaines latérales est responsaktdestteicturation de I'hélice. Ainsi
de nombreuses hélices globulaires ont un caracémphiphile avec une face
hydrophobe (dirigée vers l'intérieur) et une fagelfophile (dirigée vers I'extérieur).
L’'organisation de la séquence du peptide est despansable de I'amphiphilie de
I'hélice.

13 Quinkert, G.; Egert, E.; Griesinger, C. Peptidsgnthesis, structure and applicatioGutte, B., Ed.;
Academic Press: San Diegt995
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= L’environnement de [I'hélice est souvent responsabe sa formation. Ainsi
'augmentation de la concentration en peptidevitro) favorise la forme structurée au
dépend de la pelote statistique. Les autres nmudiisidiques adjacents jouent le méme
réle que la concentration et les interactions hydabes jouent probablement un role
important dans la formation des structures secoesiai

IV 2 : L’hélice 34

L’hélice 3 n'est pas un élément structural fréquent danspleséines. Elle fut
proposé par Huggins en 1943Selon la base de données de Kabsch et Sirsteiement
3.4 % des résidus sont dans cette conformation.

Elle posséde 3 résidus par tour d’hélice avectrameslation de 6 A. Elle est stabilisée
par des liaisons hydrogénes entre le carbonyleositign i et le proton amidique en position

i+3. Elle est donc plus longue que I'hélizepour le méme nombre de résidrigure 7.

Figure 7 : Représentation de I'hélice J.

L'orientation des liaisons hydrogénes forme undiip mais ces derniéres ont un
décalage de 30° par rapport a I'axe de I'hélice.

Les hélices @ sont souvent rencontrées dans les protéines amwéngies C et N
terminales des hélices'’ et comportent entre 4 et 6 résitfusour les petites séquences, la
forme 3, est prédominante sur la fornee®. Il existe des différences entre les résidus qui

composent I'hélice 3 et I'hélicea, cela a été observé dans des structures crisflin

4 De Grado, W.F. Desing of peptides and protefus. Prot. Chem1988 39, 51-124.

15 Huggins, M.L. The structure of fibrous protei@hem. Rey1943 32, 195-218.

6 Kabsch, W.; Sander, C. Dictionary of protein stmme: Pattern recognition of hydrogen-bonded and
geometrical feature®iopolymers1983 22, 2577-2637.

' Némethy, G.; Phillips, D.C.; Leach, S.J.; ScheragaA. A second right-handed helical structure with
parameters of the Pauling-Corey alpha-hdiature 1967, 214, 363-365.

18 Bolin, K.A. ; Millhauser, G.La and 3, The Split Personality of Polypeptide HelicAsc. Chem. Commum.
1999 32, 1027-1033.

9 Barlow, D.J.; Thornton, J.M. Helix geometry in fims.J. Mol. Biol, 1988 201, 601-619.

2 Karpen, M.E.; De Haset, P.L.; Neet, K.E. Differeaén the amino acid distributions afy3elices and alpha-
helices.Protein Sci1992 1, 1333-1342.

25



PARTIE | : BIBLIOGRAPHIE Chapitre 1 : Structurecsmdaire des peptides

IV 3 : L'hélice n

L’hélice = ou hélice 4.4 est une structure secondaire extrémement rare léans
protéines. Elle a été prédite par Donohue en 2a&3découverte dans une catafase dans
guelques enzymes tres recemment.

Elle posséde 4,4 résidus par tour d’hélice avec waeslation de 5 A. Elle est
stabilisée par des liaisons hydrogenes entre ogte en position i et le proton amidique en
position i+5. Elle est donc plus courte que I'hélic pour le méme nombre de résidrigure
8.

Figure 8 : Représentation de lar-hélice.

L’hélice n est tres défavorable pour trois raisons : La vatls angles diédres est
énergétiguement défavorable par rapport a I'héliéele trou central de 1 A de diamétre est
trop petit pour accepter une molécule d’eau et ethigeune perte des interactions de Van Der
Waals, et quatre résidus doivent étre correcterakgmés pour permettre la création de la

liaison hydrogéne i, i+5.

21 Donohue, J. Hydrogen donded helical configutatibthe polypeptide chairProc. Natl. Acad. Scil953 39,
470-478.
?2 Vainshtein, B.K.; Melik-Adammyan, W.R.; Baryniry.V.; Grebenko, A.l.; Borisov, V.V. three-
dimentional structure of catalase from penicillivitale at 2.0A resolution.J. Mol. Biom.1986 188, 49-61.
% Low, B.W.; Greenville-Wells, H.J. Generalized metfatical relationships for polypeptide chain helicéhe
coordinates of the pi-heliroc. Natl. Acad. Sgi1953 39, 785-801.
2 Rohl, C.A.; Doig, A.J. Models for the;ghelix/coil, pi-helix/coil, and alpha-helix{g-helix/coli transitions
isolated in peptidedrotein Sci1996,5, 1687-1696.
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IV 4 : L’hélice polyPro |

La structure polyproline’?*® a la particularité de ne posséder que des liaianrides
cis dont la valeur des angles diédres est de 4883382 pourp ety. La forme | est une hélice
avec un pas a droite et possede 3,3 résidus paFigure 9. Cette forme est prédominante

dans le propanol et le butanol. Cette structurganteais été observée dans les protéines.

Figure 9 : Représentations de I'hélice polyproliné

IV 5 : L’hélice polyPro Il

La structure polyproline il ne posséde que des liaisons amides trans domidarv
des angles diedres est de -78° et 149° poetry. C'est une hélice avec un pas a gauche et
posséde 3 résidus par tobrgure 10. Cette forme est prédominante dans l'eau, I'acide

acétique et I'alcool benzylique.

Figure 10 : Représentations de I’hélice polyprolinél

5 Traub, W., Schmueli, U. Aspect of protein struefiRamachandran, G.Mgademic Press, Londph963 81
% Ramachandran, G.N.; Sasisekharan, V. Conformatfopolypeptides and proteinddvan. Protein Chem.
1968 23, 283-438.
2 Cowan, P.M. ; Mc Gavin, S. Structure of poly-I-lme. Nature 1955 176, 470-478.
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Cette structure est présente dans un grand nodebpeotéine® mais ne représente
que 2 % des résidus. La longueur des segments deMRBy/Proline 1) est généralement
courte (4 & 8 résiduS) La PPII est plus flexible que I'hélizedu fait de I'absence de liaisons
hydrogenes. Les PPII sont surtout présentes arfaceudes protéines et ont une préférence
pour les résidus hydrophiles (GIn, Ser et Arg) @irdes prolines. Les PPIl sont souvent des
connecteurs entre d’autres structures secondaires.

Elles jouent un réle important dans les interaxgtiprotéine-protéine, c’est le cas avec

les domaines SH3 qui interagissent avec les régiohes en prolir&=>%

IV 6 : L’hélice polyGly Il

Comme pour la polyproline, il existe deux formegul@res pour cet homooligomeére,
la forme | qui est en feuillgd et la forme 1l qui est en hélice qui est trés daflk a la
polyproline Il. Cette structure a été prédite panfachandrafi. Elle posséde deux angles

diedres dont la valeup(y) est de -80° et 150° et trois résidus par tour.

28 Williamson, M.P. The structure and function of Ipve-rich regions in protein®Biochem. J 1994 297, 249-
260.
29 Adzhubei, A.A.; Sternberg, M.J.E. Left-handed pobjine Il helices commonly occur in globular priate J.
Mol. Biom.1993 229 472-493.
%0 pawson, T. SH2 and SH3 domains in signal trangstugidv. Cancer Res1994 64, 87-110.
1 pawson, T. Protein modules and signaling netwdiksure 1995 373 573-580.
%2 Ramachandran, G.N. ; Sasisekharan, V. ; Ramakuish®.N. Molecular structure of polyglycine Biochim.
Biophys. Actg 1966 112 168-170.
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V : ldentification des structures secondaires

La détermination de la structure secondaire det®imes est un exercice difficile mais
des outils performants sont a la disposition desatteurs. Il existe plusieurs techniques pour
réaliser des analyses a I'état solide ou en salutio

V 1: La cristallographie

La cristallographie a été une des premieres méghpder identifier les structures des
protéines et reste l'outil le plus performant powonnaitre la structure exacte d'une
molécule®®

La premiére condition pour pouvoir résoudre la cdtire tri-dimensionnelle d’'une
protéine par cristallographie rayon X est d’avoim aristal bien ordonné qui diffracte
correctement? Le probléme rencontré avec les protéines est fliculté d'obtenir des
cristaux réguliers.

Il existe deux techniques qui sont applicablesoaetion de la structure a étudier.

La diffraction de fibres ou la technique consiste a placer une fibre daf@isceau de
rayon-X et un film photographique plus loin. L’eraprte de la diffraction est composée de
points ou de taches alignées qui permettent densérwore la structure de I'hélice.

La diffraction du cristal ou la technique consiste a placer un cristal adiemidu
faisceau de rayon-X et un détecteur électroniquegistre les taches de diffraction recueillies

et un traitement informatique permet d’obtenirttacture tri-dimensionnelle de la protéine.

V2:LaRMN

La spectroscopie RMN (Résonance Magnétigue Nuelgaist un outil alternatif
puissant & la cristallographie pour la détermimaties structures macromoléculaire§ Le
principal avantage de la RMN est l'utilisation dette technique en solutidhmais cette
technique est limitée aux structures de moins deD6ét elle nécessite une grande quantité de

produit.

% wilson, H.R. Diffraction of x-rays by proteins, elaic acids and viruse$966 London: Edward Arnold.
34 Mc Pherson, A. and al. The science of macromodeatrlystallization Structures 1995 3, 835-844.
35 Wagner, G.; Braun, W.; Havel, T.F.; Schaumann, Nobuhiro, G.; Wuthrich, K. Protein structures in
solution by nuclear magnetic resonance and distgeometry. The polypeptide fold of the bovine paatic
trypsin inhibitor determined using two differengatithms, DISGEO and DISMANJ. Mol. Biol. 1987, 196
611-639.
% Clore, G.M. ; Gronenborn, A.M. Detremination oéérdimensional strcutures of proteins and nucleidsan
solution by nuclear magnetic resonance spectros€ity Rev. Biochem1989 24, 479-564.
37 Wuthrich, K. Protein structure determination iusion by nuclear magnetic resonance spectroscgignce,
1989 243 45-50.
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La détermination de structure par RMN est basédasnresure des interactions entre
les noyaux des spins, observés a travers I'espdfses Overhauser nucléaires NGt les
liaisons chimiques (couplage scalaite)

La constante de couplages entre les protons séparégois ou plusieurs liaisons
covalentes peut étre mesurée. Cette valeur dorméntormation sur I'angle de torsion grace
a I'équation de Karplus ou A, B et C sont des camsts empiriques pour chaque type de
constante de couplage.

3J=Acos(T)+Bcos(r)+C
Malheureusement, I'angle de torsion ne peut géedmaht pas étre attribué sans

ambiguité par cette équation car plusieurs anglesspondent & une valeur Yegraphe 1

10 - T . T . T

3INHq
(Hz)

2r beta sheet

antipar ) .
F &par r-helix I-helix
v v v

%50 =700 0 700 200

graphe 1 : Diagramme de Karplus

Des constantes de couplatjeentre le protom et le ou les proton8, apportent des
informations sur la valeur de I'angle diedre deliaine latérale Chi 1. Les valeurs des angles
Phi et Chi 1 sont des paramétres importants poudél@rmination de la structure tri-
dimensionnelle.

Les effets NOE permettent de mesurer la distantre €eux protons séparés de moins
de 5 A. Il existe deux types d’effets NOE : ceuxrenes protons d’'un méme résidu et ceux

avec les protons de résidus adjacents.

% Wright, P. What can two-dimensional NMR tell usabproteinsrends Biochem. Scil989 14, 255-260.
% Karplus, M. ; Mc Cammon, J.A. Dynamics of proteiaements and functionnu. Rev. Biochen 983 53,
263-300.
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Figure 11 : Segment d’une chaine polypeptidique aedes différents effets NOE possibles

Ces informations courtes distances aident a détemha structure tri-dimensionnelle
des peptides et des protéines. Dans les hélicas,smnmes en présence de courtes distances

entre le protom du résidu i et le proton amidique du résidu i+3.

V 3 : La spectroscopie Infra-Rouge (IR)

La spectroscopie infrarouge mesure I'excitatiorrationnelle des atomes autour des
liaisons qui les unissent. L'empreinte observéesddpde la nature du groupe fonctionnel et
de I'environnement proche. Il existe plusieurs nsode vibrations ; celles d’élongations et de
déformations angulaires. Celles qui nous intérassamt les vibrations d’élongations qui sont
plus intenses. La liaison amide possede plusieanslds qui dépendent de la nature de la
sourcé’. La bande | (1600-1690 ¢hhdérive de I'élongation de la liaison CO, elle lesplus
utilisée pour déterminer la structure secondaim.blande Il (1480-1575 ch dérive de
I'élongation de CN et a la liaison de NH mais @t peu employée car cette bande coincide
avec celle de I'eau. La bande Il (1229-1301 %rast moins intense, elle correspond aussi a
I'élongation de CN et a la liaison de NH. Les fréqoes observées sont donc différentes en

fonction de la nature de la structure secondiif@ableau 5

Fréquence cnt Bande force Structure secondaire
1665-1672 Amide | Intense Feuillgt
1660-1670 Amide | Intense random coll
1645-1655 Amide | Intense Hélice
1270-1300 Amide Il Faible Hélice
1243-1253 Amide Il modérée random coll
1229-1235 Amide IlI Intense Feuillgt

Tableau 5 : Fréquences IR des différentes structusesecondaires

0 Susi, H.; Byler, D.M. Resolution-enhanced Foutiemsform infrared spectroscopy of enzymitethods
Enzymol. 1986 130, 290-311.

1 Krimm, S.; Bondekar, J. Vibrational spectroscopyl @onformation of peptides, polypeptides, andgnst
Adv. Prot. Chem1986 38, 181-364.
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Dans le graphe qui suit sont représentés les regetiR des différentes structures
secondaires.

oo Random
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graphe 2 : Types de structures secondaires des pefgs en fonction de la fréquence vibrationnelle

La spectroscopie IR ne permet que de donner desmations sur la nature des

structures secondaires qui composent la protéine.

V 4 : Le dichroisme circulaire

La spectroscopie de dichroisme circulirst un outil trés sensible pour détecter les
structures secondaires des peptides et protéihesedure la différence d’absorption de la
lumiére polarisé circulairement a gauche et a éraies protéines ont une absorption dans la
région ultraviolet par les liaisons amides et leaioes latérales. Il existe plusieurs transitions
pour un chromophore, ainsi pour un peptide, lasiteom de plus basse énergie est observée
pour la transition s»* entre 210 et 220 nm et une autre>t* plus forte en énergie entre
185 et 190 nm. Les propriétés optiques des praté&ost fonctions de la nature des structures
secondaires qui la composent.

L’hélicité mesurée est donnée en degrés dmol™.

[®] = ®M/(10000cl)

OU M est la masse molaire (g.mMplc est la concentration (g.Mlet | est la longueur
de la cuve (cm).

“2 Johnson, W.C. Protein secondary structure andlairalichroism : A practical guid®roteins Struct. Funct.
Genet, 199Q 7, 205-214.
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Ainsi chaque structure secondaire posséde un peafiictéristique en dichroisme

circulairegraphe 3:

180 200 220 240 260
wavelength nm

graphe 3 : Spectres de dichroisme circulaire de stctures secondaires pures

L’hélice o**** posséde une bande négative vers 222 nm corresgichdae transition
n—n*, une vers 208 nm résultant de la somme des damsitions, un zéro vers 202 nm et
une bande positive intense vers 192 nm. Lorsque Veut déterminer le pourcentage

d’hélicité d’un peptid&, on le fait & 222 nm en utilisant la formule suite:
Hélicité (%) = ([0]222 - [0] 229/ [0]'%%22

OU [O]22 est I'hélicité mesurée a 222 nn@)][»2. et [0]'°%,, représentent 0 et 100 %
de la forme hélice dont la valeur est de -234B@800 deg cfndmol™.

Le feuilletp*® antiparalléle posséde une bande négative vers@16in zéro vers 207
nm et une positive vers 195 nm.

Les coude$*’*® n'ont pas tous le méme profil, ainsi ceux de tjippossédent une

faible bande négative vers 225 nm, une forte baodéive entre 200 et 205 nm et une forte

3 Moffitt, W.J. Optical rotatory dispersion of hedicpolymers.J. Chem. Phys1956 25, 467-478.
44 Moffitt, W.J.; Fitts, D.D.; Kirkwood, J.G. Theowyf optical activity of helical polymer$roc. Natl. Acad. Sci.
1957 43, 723-730.
% Chen, Y.H.; Yang, J.T. ; Martinez, H.M. Deterntina of the secondary structures of proteins byutar
dichroism and optical rotatory dispersi@iochemistry1972 11, 4120-4131.
“Woody, R.W. Optical properties of polypeptidestie f-conformation Biopolymers 1969 8, 669-683.
“"Woody, R.W. Circular Dichroism of peptid@be peptidesAcademic Press, New Yod985 15-144.
“8 perczel, A. ; Hollosi, M. Circular Dichroism ariaetconformational analysis of biomoleculBasman, G.D.;
Plenum Press, New Yqrk996 285-380.
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bande négative entre 180 et 190 nm. Les profilerdiques des coud@sde type | et IlI
ressemblent a celui de I'hélice

En ce qui concerne le profil dichroique de I'hélide polyproliné®, il existe deux
conforméres différents donc deux types d’hélicesimtites. L’hélice polypro | possede une
bande unique positive intense a 215 nm. Le prafil'kdélice polypro Il a une ressemblance
avec le spectre de la triple hélice du collagérie Est composée d’'une bande négative
intense a 205 nm.

Les formes non-organisées (random-coil) possedeprefil avec une bande positive
faible vers 218 nm et une bande négative intense2@ nm.

Les informations obtenues par dichroisme circuldiome protéine sont la somme des
fractions de structures secondaires qui la compos@as programmes informatiqgues sont
capables de déterminer la proportion de chaquedgrstructures secondaites

Le dichroisme circulaire donne des indications Eurtype et la proportion de
structures secondaires présents dans la moléculee ipermet pas de donner une

représentation tri-dimensionnelle.

49 Manning, M.C. ; Woody, R.W. Theoretical CD studielspolypeptide helices: examination of important
electronic and geometric factoBiopolymers1991 31, 569-586.

0 Bode, K.A. ; Applequist, J. Globular Protein Ultralet Circular Dichroic Spectra. Calculation fra@rystal
Structures via the Dipole Interaction ModelAm. Chem. Sqcl 998 120, 10938-10946.
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VI : Conclusion

Les peptides et les protéines sont constitués diamngement de structures
secondaires (hélices, feuillets, coudes...) qui aemfe & la molécule des propriétés
particuliéres (protéines fibreuses ou globulairB®us nous sommes attachés dans ce chapitre
a faire l'inventaire des différentes structuresoselaires présentes dans les peptides et de
montrer quelques techniques de caractérisation.

Dans ce travail, nous nous sommes plus particatient intéressés a des structures
secondaires de type hélice. Nous avons exploréoksilplité de construire des hélices

artificielles a partir d’'enchainements de motifeyo-peptidiques ou peptidomimétiques.
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Chapitre 2 : Hélices artificielles

| : Présentation

| 1 : Introduction et définitions
Les oligomeres artificiels qui adoptent des confations similaires a celles des
protéines, des polysaccharides et des acides KGh#iques ou désoxyribonucléiques sont des
sujets trés intéressants pour les chimistes etuonfarge éventail d’applications. Dans ce
travail, nous avons axé nos recherches sur degigtes proches de celles des peptides ou des
protéines, c'est a dire des structures peptidonjueés.
Le terme de « foldam&r» a été employé pour la premiére fois par Same#h@n

en 1996 pour désigner les nouveaux polymeres duiom tendance intrinseque a se replier.
En 1998 il donne la premiére définition de foldather«tout polymére qui a une forte
tendance & adopter une conformation compacte sgéei.>>

Hill et a* ont remarqué que toutes les molécules décrites Kalittérature comme
« foldamers » sont du fait des oligoméres et nades polymeres, que le mot « compact »
est ambigu et désigne généralement des protéiabslgires a haut poids moléculaire et qu'il
n'est pas tenu compte de l'aspect dynamique du gghéne de repliement. lls ont alors
restreint la définition a: «out oligomére qui se replie dans un état conforamatel ordonné
en solution. Les structures obtenues sont stabBigg@r des interactions non-covalentes entre
unités monomérigues non-adjacentes. |l y a dewsselaprincipales de foldamers : les mono-
caténaires qui se replient seulement (peptidomgués et leurs analogues non-naturels) et
les multi-caténaires qui a la fois se replient &ssocient (nucléotidomimétiques et leurs
analogues non-naturels)™ Il suggére que les foldamers ne peuvent pas étteds mimes
de biomacromolécules, il propose alors un autrender« tyligomer » qui s’applique aux
molécules artificielles de haut poids moléculairg@ est spécifique des structures tertiaires

et quaternaires.

®1 Appella, D. H. ; Christianson, L. A. ; Karle, I. LPowell, D. R. ; Gellman, S. H-Peptide foldamers: robust
helix formation in a new family g8-amino acid oligomersl. Am. Chem. So&996 118 13071-13072.
52 Gellman, S. H. Foldamer: a manifesto. Acc. Chess.R998 31, 173-180.
%3 « any polymer with a strong tendency to adoptexiic compact conformation ».
 Hill, J. S. ; Mio, M. J. ; Prince, R. B. ; Hughég, S. ; Moore, J. S. A field guide to foldame@hem. Rev.
2001 101, 3893-4011.
® any oligomer that folds into a conformationallglered state in solution, the structures of whiehsaabilized
by a collection of noncovalent interactions betweenadjacent monomer units. There are two majasels of
foldamers: single-stranded foldamers that only fgddptidomimetics and their abiotic analogues) amdti-
stranded foldamers that both associate and foldgntidomimetics and their abiotic analogues).
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D’autres types structuraux ne correspondant plasd&finition proposée par Moore
sont capables de générer des structures de tyjpe lkél absence de liaisons hydrogene. Les
forces mises en jeu pour conférer a la moléculecohésion sont de toute autre nature.

Elles peuvent mettre en jeu des interactions des tgplvophobiques entre des
groupement aromatiques (interactiatis) comme cela a été mis en évidence par Lokey et
Iversor® qui ont baptisés ce type de structure des « aegam@omatic éectron dnor-
acceptor interactions). Il en est de méme pour wert@ligo-guanidiniums! N-benzyl
phenylpyridinium cyclophane, oligothiophéne¥ et oligom-phényléne éthynylénés.

D’autres polyméres adoptent des structures régslidans mettre en jeu de liaisons
hydrogéne mais en utilisant un métal de coordinapour donner des molécules de type
« hélicates $* Enfin certaines molécules ont des structures ewidui les contraignent a
adopter des structures ordonnées en hélice. Glesad par exemple des polyprolifiesie
certains polyisocyanidés, polyisocyanate®! poly[(triaryiméthyl) métacrylate®] et

polyaldehyde§®®’

| 2 : Repliement en hélice des foldamers
Le mode de repliement des structures artificiedlediélice peut étre expliqué selon un
processus thermodynamique. Il existe une transditdre I'état déplié le plus haut en énergie

et I'état replié le plus stable. C’est une phasapéoative de transition qui est initi€e par un

% Lokey, R. S.; Iverson, B. L. Synthetic moleculésttfold into a pleated secondary structure in timiu
Nature1995 375 303-305.

" Tanatani, A. ; Kagechika, H. ; Azumaya, |. ; Yamelgi, K. ; Shudo, K. (cis)-Preference of N,N'-dirhgit
N,N’-diphenylguanidine and the guanidinium salt.nSwuction of a water—soluble aromatic layeredcstme.
Chem. Pharm. Bull1996 44, 1135-1137.

8 Martin, C.B.; Patrick, B.O.; Cammers-Goodwin, Aor@ributions of the lonic Lattice, Nonangular
Substituents, and Perfluoroaromatic-Stacking to the Solid States of Derivatives 0FBenzyl-2-
phenylpyridinium Bromidel. Org. Chem.1999 64, 7807-7812.

* Sakurai, S. ; Goto, H. ; Yasjhima, E. Synthesid @hiroptical Properties of Optically Active, Remigular
Oligothiophene®rg. Lett.,2001, 3, 2379-2382.

% Moore, J.S. ; Nelson, J.C. : Prince, R.B. fourtimfui synposium , Brussel, Belgiu§99 263-290.

51 Lehn, J-M. ; Rigault, A.; Siegel, J.; Harrowfieldl; Chevrier, B.; Moras, D. Spontaneous assemnibtipoble-
stranded helicates from oligobipyridine ligands amgper(l) cations: structure of an inorganic deubeglix.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A1987, 84, 2565-2569.

62 Berger, A. ; Kurtz, J. ; Katchalski, E. Poly-L-fire. J. Am. Chem. So&954 76, 5552-5554.

% Kramer, P.C.J.; Nolte, R.J.M. ; Drenth, W. Screense selective polymerization of achiral isocyesid
catalyzed by optically active nickel(ll) complexdsAm. Chem. So&988 110, 6818-6825.

64 Grenn, M. M.; Peterson, N. C.; Sato, T.; Teramdiqg, Cook, R.: Lifson, S. A helical polymer with a
cooperative response to chiral informatiBeience 1995 268 1860-1866.

®5 Nakano, T. ; Okamoto, Y. ; Hatada, K. Asymmetridymerization of triphenylmethyl methacrylate leaglito
a one-handed helical polymer: mechanism of polyragion.J. Am. Chem. Sot992 114, 1318-1329.

® Ute, K. ; Hirose, K. ; Kashimoto, H.; Hatada, Kggl, O. Haloaldehyde polymers. 51. Helix-senseersal of
isotactic chloral oligomers in solutiod. Am. Chem. So&991, 113 6305-6306.

" Noe, C.R. ; Miculka, C. ; Bats, J.W. Helicity dignmeric formaldehydeAngew. Chem., Int. Ed. Engl994
33, 1476-1478.
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modéle de nucléation-propagatiron considére un oligomére qui forme une hélice &ie
segments par tour avee conformations possibles pour chaque segmentsesScdntacts
interchaines de chaque résidu contribuent a abdigsergie ¢ du systéme, on peut alors
considérer un changement d’entropie et d’énergiesyiieme a chaque étape. Le choix
conformationneks pour le résidu suivant est ainsi réduit, la comf@tion est ordonnée par
I'étape précédente ce qui tend & abaisser a chégpe I'entropie totale du systeme. Chaque
arrangement d’'un segment diminue I'entropie confdromnelle dekg In(w) et lorsque qu’un
tour d’hélice est construit, nous avons une pegeptbpie deNi ks In(w). C’est le phénomene
de nucléation de formation de I'hélice. Une foiseqcette nucléation est terminée, le
processus de propagation se met en place en cegaatt les segments non ordonnés en
segments ordonnés en hélice. Ainsi il y a une acatbn de la formation de I'hélice, ce qui
explique qu’elle se forme en quelques microsecafities

A noter aussi que la formation de I'hélice serauthat plus rapide que le nombre de
segments par tour d’hélice sera faible. L’'enviraneat de la molécule joue un réle important
pour la formation de I'hélice, que ce soit la malécvoisine (concentration) ou les propriétés
du solvant. A rappeler aussi, I'importance de fapgérature qui augmente I'énergie totale du

systeme et qui est un facteur important pour latiéation des structures réguliéres.

| 3 : Syntheése, purification et caractérisation desoldamers

Ici, le challenge du chimiste est d’obtenir des éunales de haut poids moléculaire
avec des longueurs de chaines contrblées maisstieimpossible dés que la longueur devient
trop importante. Il ne peut pas controler la puiddé produits, et comme dans le cas de la
polymérisation, il a tendance a obtenir une répanti gaussienne autour de la masse
souhaitée. Cela complique d'autant plus les étajeda purification. Ainsi le champs
d’application est restreint a des molécules déetaibyenne.

Trois approches différentes pour obtenir des olig@s ont été développées : pas a
pas, itérative et polymérique :

- L'extension pas a pas de la chaine oligoméricgtelangue et nécessite pour les

longues séquences des contrdles réguliers.

- La croissance itérative (par blocs) permet d'pistgplus rapidement la chaine

oligomérique mais cela impose une séquence addptée.

® poland, D. ; Scheraga, H. theory of helix-coihsitions in biopolymersAcademic PressNew-York,197Q

% Clarke, D.T. ; Doig, A.J. ; Stapley, B.J. ; GarefthJ. Thex-helix folds on the millisecond time scaRtoc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A1999,96, 7232-7237.

" Tour, J. M. Conjugated Macromolecules of Precismdth and Constitution. Organic Synthesis for the
Construction of Nanoarchitectur&dhem. Rev1996 96, 537-554.
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- L’'approche par croissance polymérique est trggdea mais ne permet pas de
contréler la taille et la séquence du polyméreteCstratégie n’est pas une méthode de
choix pour I'obtention de foldamers.

En ce qui concerne la purification : la synthéselpanéthode pas a pas peut conduire,
si les rendements de chaque étape n’est pasaatal,brut réactionnel tres hétérogene. Cela
complique donc la purification, cependant cettatétrie reste la plus employée car elle est
automatisable.

Pour la synthése par blocs, I'inconvénient majstitaeracémisation (pour les peptides
et certains pseudo-peptides) ; il y a aussi lexcli@ I'orthogonalité entre les protections
chimiques temporaires et permanentes qui peut pgselgues problemes. Deux autres
facteurs contraignants sont I'encombrement dessblgai diminuent généralement les
rendements de synthése et la solubilité des fragmeéwéanmoins la purification des
oligomeres est facilitée par cette méthode, cabttats réactionnels sont généralement d’'une
plus grande pureté.

En ce qui concerne la purification des oligomérg®ious par polymeérisation, elle est
impossible (dans le but d’obtenir un seul compeosé)l y a une distribution mathématique de
la taille des molécules autour d’une taille ceetigi est difficilement prévisible.

La caractérisation des foldamers se fait en deapest:

- la premiére est de déterminer la structure putaté. Cela est réalisé en routine par
des techniques telles que la spectrométrie de masseromatographie et les analyses RMN.

- la deuxiéme, est de déterminer la conformatios delécules, mais tous les
folmamers n’ont pas de signatures spectroscopigiassstructures secondaires. De plus,
plusieurs parameétres sont responsables des chanigedeerepliements comme : la longueur
du polymére! la concentratioff et I'environnement (température, pression, solvavans le
tableau qui suit, sont représentés quelques exemgde caractérisation des structures
secondaireslTableau 6

" Prince, R. B.; Saven, J. G.; Wolynes, P. G.; Mpdr&. Cooperative Conformational Transitions lie®/lene
Ethynylene Oligomers: Chain-Length Dependedcém. Chem. So&999 121, 3114-3121.

2 Berl, V.; Huc, I.; Khoury, R. G.; Krische, M. dghn, J.-M. Interconversion of single and doubléices
formed from synthetic molecular stran8i&ture200Q 407, 720-723.
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Techniques

Informations structurales

Exemple de typs de structures

Méthodes spectroscopiques

Dichroisme circulairé

Interactions des chromophores ;
conformation locale du
chromophore

Hélice dep-peptides

Fluorescencé

Interactions des chromophores ;
conformation locale du

Hélice d’oligom-phényléne

chromophore éthynylenes
Infrarougé® Agrégation ; liaisons hydrogénes Mimes depB-turn
Agrégation ; liaisons . s , .
RMN (1D)"® hydgrloggnes ; interactions Heélice d'oligo (2'-pyridyl-2-
aromat’iques pyridinecarboximide)
RMN (2D)"® Arrangemeg;liltjioc:]u squelette en Hélice dep-peptides
Interactions des chromophores ;
UV-visible”’ conformation locale du aedamers

chromophore

Méthodes non-spectroscopiques

Microscopie électroniqué

Visualisation de la morphologi¢
et arrangement des chaines a
I'état solide

Oligo (pyridine-pyridazine)

Microcalorimétrie®

Thermodynamique de repliemgnt
et d’association

Hélice d’oligom-phényléne
éthynylénes

Cristallographie (Rayons X

Arrangement 3D des atomes|
dans I'état solide

Triple hélice d’hélicates

Tableau 6 : Technique de caractérisation des strugtes secondaires des foldamers

3 Johnson, J., W. @dethods Biochem. Anal985 31, 61-163
" Lakowicz, J. RPrinciples of Fluorescen¢c@nd ed; Kluwer Academic/Plenum Publishers: Newky %999
5 Nakanishi, K.; Solomon, P. Hhfrared Absorption Spectroscapgmerson-Adams Press: New Yo200Q
78 Gunther, HNMR Spectroscopyiohn Wiley & Sons: New York,995
"Thomas, M. J. KUItraviolet and Visible Spectroscopyohn Wiley & Sons: New York,996

8 Watt, 1. M. The Principle and Practice of Electron Microscopyambridge University Press: New York,

1996

9 Calvet, E.; Prat, HRecent Progress in Microcalorimetrilacmillan: New York,1963
8 Stout, G. H.; Jensen, L. M-ray Structure Determination: A Practical Guidiohn Wiley & Sons: New York,

1989
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Il : Modeles peptidomimétiques des foldamers

Nous nous sommes intéressés dans ce travail aedaenche de molécules
peptidomimétiques. C’est la raison pour laquelleusnae traiterons ni les oligoméres
abiotiques, ni les molécules nucleotidomimétiques.

La recherche de foldamers consiste a dévelopmeni#écules qui se structurent de
maniere ordonnée en solution et qui conserve uhéreace au moyen d’interactions non-
covalentes. Dans cette partie, nous décrironsitiEsahtes familles de composés qui miment
la chaine peptidique. Les structures secondaineérgés par ces différentes oligomeres sont
décrites et commentées pour chaque motif.

Dans la figuré® qui suit, les différentes lignées structurales stassées par famille de

squelette peptidomimétiquEigure 12

anthranilamides
a-peptides B-peptides Y-peptides @

o-peptides N- | |B-peptides | a-aminoxy| peptides carbopeptoides
perméthylés | | cycliques acides o
vinyliques

l ,,

peptoides sialooligamere

azapeptides \

l sulfonamides
sulfinamides peptides phosphodiesters
azatides sulfoximines sulfonyles
vinyliques
v
— carbamates
v v
oxazolidinones pyrrolinones| hydrazino urées
peptides l
urées
cycliques

Figure 12 : Lignées structurales classées par sqette peptidomimétique
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Il A : Famille des a-peptides

Il Al : Les peptoides

Les poly-glycines N-substituées ou peptofd&sont un squelette structural de type
acide a-aminé, mais portent les chaines latérales sumiesies d'azotdrigure 13 Ces
oligomeres peptidomimétiques posseédent leurs chdatérales a des distances équivalentes
de celles des peptides naturels. Par contre I'alesélatome d’hydrogéne amidique, exclue la
présence de liaisons hydrogene intramoléculairesnma dans les peptides. Cependant, des
études de modélisatidrf® et de RMN* ont montré la présence de liaisons peptidiquestcis
trans des amides tertiaires permettant ainsi eytiolére d’adopter des conformations stables.
D’autres calculs ont montré que les peptoides ayantarbone chiral adjacent a I'azote
avaient un nombre limité de conformations possifie8ur la base de ces prédictions, les
auteurs ont émis I’hypothese qu’ils devaient adoptee conformation cis rappelant celle de

I'hnélice de la polyproline de type I.

™ol ol
N\/l@ N\/lk
o R, o R,
Figure 13 : Squelette général des peptoides

Certains oligoméres de peptoides adoptent unetsteude type hélice en solutith.
Cela a été montré en réalisant la synthése deepihssibligomeres de tailles et de natures
différentesFigure 14. lls ont ainsi montré qu’a partir des 5 résidesptofil en dichroisme
circulaire n’était plus modifié et qu'il ressemblai celui de I'hélicex des peptides. Dans le

méthanol, le spectre de dichroisme du pentapeppmgsede les mémes caractéristiques que

81 Simon, R. J.; Kania, R. S.; Zuckermann, R. N.; bhez, V. D.; Jewell, D. A.: Banville, S.; Ng, S.;ang, L.;
Rosenberg, S.; Marlowe, C. K.; Spellmeyer, D. Gn,TR.; Frankel, A. D.; Santi, D. V.; Cohen, F. Bartlett,
P. A. Peptoids: Amodular approach to drug discavergc. Natl. Acad. Sci. U.S.A992 89, 9367-9371.
82 Simon, R. J.; Kania, R. S.; Zuckermann, R. N.; bhez, V. D.; Jewell, D. A.: Banville, S.; Ng, S.;ang, L.;
Rosenberg, S.; Marlowe, C. K.; Spellmeyer, D. Gn,TR.; Frankel, A. D.; Santi, D. V.; Cohen, F. Bartlett,
P. A. Peptoids: Amodular approach to drug discoMergc. Natl. Acad. Sci. U.S.A992 89, 9367-9371.
8 Mohle, K.; Hofmann, H.-J. Peptides and peptoidsguantum chemical structure comparis&iopolymers
1996 38, 781-790.
84 Bradley, E.K.; Kerr, J.M. ; Richter, L.S.; Figizi, G.M. ; Goff, D.A.; Zuckermann, R.N. ; Speéyer,
D.C.; Blaney, J.M. NMR structural characterizatioh oligo-N-substituted glycine lead compounds frem
combinatorial libraryMol.Diversity, 1997, 3, 1-15.
% Armand, P.; Kirshenbaum, K.; Falicov, A.; Dunbraék L.; Dill, K. A.; Zuckermann, R. N.; Cohen, E.
Chiral N-substituted glycines can form stable tal@onformationskolding Des1997, 2, 369-375.
% Kirshenbaum, K.; Barron, A. E.; Goldsmith, R. Armand, P.; Bradley, E. K.; Truong, K. T. V.; DiK. A;
Cohen, F. E.; Zuckermann, R. N. Sequence-spectlgppptoids: A diverse family of heteropolymers twit
stable secondary structufroc. Natl. Acad. Sci. U.S.A998 95, 4303-4308.
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celui de I'hélicea des peptides, avec deux bandes négatives intargs et 222 nrgraphe

4.
CH
CH 3
H.,, 3 H,, H, CH,4
) R ,'.//\/NH2
R
NO,

Nspe (S)-N(1-phényléthyle)glycine  Nsnp: (S)-N(L-(p-nitrophényl)éthyle)glycine Nsam (S)-N(2-amino-1-méthyléthyle)glycine
Nrpe: (R)-N(1-phényléthyle)glycine Nrnp: (R)-N(1-(p-nitrophényl)éthyle)glycine

H, CH, ., cH, K\O
”&(OH H,,' CH3 'A/N\)
R R
0 R

Nsce (S)-N(1-carboxyéthyile)glycine Nsch (S)-N(1-cyclohexyléthyle)glycineNsme (S)-N(1-((morpholino)carbonyl)-éthyle)glycine

M, CH, H, CH, H, CHj
NO, OMe F
Nsmp: (S)-N(1-(p-methoxyphényléthyle)glycine Nsfp: (S)-N(1-(p-fluorophényléthyle)glycine

Nscp (S)-N(1-(p-chlorophényléthyle)glycine

Figure 14 : Monomeéres de peptoides utilisés pour kynthése des oligoméres

Le pentamerNsnp-Nsmp@-Nsnp-Nscp-Nsfp®) qui posséde une bonne résolution et
une bonne dispersion des signaux en RMN-4d été choisie pour une étude plus
approfondié’’ L'étude dans le méthanol a montré que toutesdehs sont de géomeétrie cis
et que I'hélice posséde un pas a droite, troisiusspar tour et un pas de 6 A. De plus, ces
molécules possédent une grande résistance vis devla dénaturation thermique et leurs

conformations sont stables dans une fourchettdHdeompris entre 3 et 7.
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graphe 4 : Spectre de dichroisme circulaire dans iméthanol du pentapeptoideNsnp'-Nsmp’-Nsnp*-
Nscp-Nsfp® & 10°C et & une concentration de 0.1mM

87 Armand, P.; Kirshenbaum, K.; Goldsmith, R. A.; Faones, S.; Barron, A. E.; Truong, K. T. V.; DK, A;;
Mierke, D. F.; Cohen, F. E.; Zuckermann, R. N.; ey, E. K. NMR determination of the major solution
conformation of a peptoid pentamer with chiral sil@ins.Proc. Natl. Acad. Sci. U.S1998 95, 4309-4314.
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Des travaux récerfts® sur la nature et la taille des oligoméres ont méonmne
augmentation de la stabilité des hélices quane aelliest composée en majorité de motifs
aromatiques possédants un centre d’asymeétrie. I@mdacteurs stabilisants entrent en jeu
comme la présence du coté C terminal de substffuzhitaux, ainsi que les séquences qui
permettent la formation d’interactions aromatiqlesiong de I'axe de la molécule. Ces
facteurs sont trés importants pour la stabilité gests oligoméres (inférieur & 12), mais
influent peu sur ceux dont la taille est supérieuli& résidus.

Goodman et & ont incorporé le peptoide Nleu (N-isobutylglycimins une série de
mimes du collagéne —(Gly-Nleu-Nlet) Cette séquence a permis de maintenir une stauctu
de type triple hélice.

Ce modele hélical peut former une base structyal&r la synthese de nouvelles
molécules biomimétiques comme par exemple, mimgehdédices polypro Il reconnaissant les

domaines SH3.

Il A 2 : Les oligopyrrolinones

Les oligopyrrolinones ont été classées parmi ldlfamesa-peptides bien gu'il n'y ait
pas de liaison amidique appartenant au squelattepe, mais les groupes carbonyles sont
séparés par deux atomes et ont la méme orienttierdans la chaine peptidiqteFigure
15

Figure 15 : Motif bispyrrolinone

Les 3,5-pyrrolinones ont été décrites pour mimer steuctures de type feuillgt En

revanche, les bispyrrolinones N-méthylés adopterdngle diédred qui peut permettre aux

8 \Wu, C. W.; Sanborn, T. J.; Zuckermann, R. N.; BayrA. E. . Peptoid Oligomers wita-Chiral, Aromatic
Side Chains: Effects of Chain Length on Secondanyc&ire.J. Am. Chem. So2001, 123 2958-2963.
8 wWu, C. W.; Sanborn, T. J.; Huang, K.; ZuckermaRnN.; Barron, A. EPeptoid Oligomers witl-Chiral,
Aromatic Side Chains: Sequence Requirements foFtreation of Stable Peptoid HelicdssAm. Chem. Soc.
2001, 123 6778-6784.
% Kwak, J. ; Jefferson, E.A. ; Bhumralkar, M. ; Gomh, M. Triple helical stabilities of guest-hostlagen
mimetic structuresBioorg. Med. Chenil 999 7, 153-160.
%1 Smith, A. B. I.; Keenan, T. P.; Holcomb, R. C.r&mgeler, P. A.; Guzman, M. C.; Wood, J. L.; Cdrrel J.;
Hirschmann, R. Design, synthesis, and crystal siracof a pyrrolinone-based peptidomimetic possestie
conformation of a beta-strand: potential applicatio the design of novel inhibitors of proteolytnzymesJ.
Am. Chem. S0d992 114, 10672-10674.
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oligoméres assez long d’adopter une structure &oetté C'est ainsi que le bispyrrolinone
composé d’'un motif N-méthylé et non-méthylé pertné&t molécule de se structurer en hélice

a I'état cristallin.

Figure 16 : Vues stéréo de la structure aux rayons de la bispyrrolinone

Aux vues des résultats obtenus par I'analyse aypnsa X, les auteurs ont synthétisé
un motif tétrapyrrolinondrigure 17. L’analyse des résultats RMNtde ce composé est en
accord avec ceux obtenus par RX et montre queiddhglosséde un pas a gauche qui est

stabilisé par une liaison hydrogene CO---NH 1-14.

Figure 17 : Structure aux rayons X de la tétrapyroinone

Ces résultats montrent que le motif 3,5-pyrroliore est un candidat potentiel pour

générer des structures de type hélice.

92 Smith, A. B. I.; Favor, D. A.; Sprengeler, P. &uzman, M. C.; Carroll, P. J.; Furst, G. T.; Himsznn, R.
Molecular modeling, synthesis, and structur&ehethylated 3,5-linked pyrrolin-4-ones toward theation of a
privileged nonpeptide scaffol@ioorg. Med. Chenml999 7, 9-22.
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Il A 3: Les oxazolidinones
Les oligoméres d'oxazolidin-2-ones appartiennetd tamille desu-peptides>* Le

squelette rappelle celui d’'une structure de tymaigeproling=igure 18.

£ 0
PP wid

Figure 18 : Structure d’'un dimeére d’'oxazolidin-2-ore

La molécule dimérique adopte une conformation @&s Ildeux cycles sont
perpendiculaires I'un par rapport a l'autre ; cacété déterminé sur la base de calcul en
modélisation et des déplacements chimiques en RNMN-¢5 molécules tri et tétramériques
adoptant le méme profil RMN, les auteurs ont dansé’hypothese que tout oligomére de ce

type donne des structures ordonnées.

Il A4: Les azatides

Les azatides appartiennent eux aussi a la fadekei-aminoacides. Le carbomeest
ici remplacé par un atome d'azdtggure 19. lls ont été introduits pour la premiére fois dans

la séquence d’un peptide sous forme monomériqueless et al® et sont dénommés dans ce

o R 0
EL{NH\TJKN(%N%(NH\N)S,

cas la azapeptides.

I
R, 0 Rj

Figure 19 : Squelette général des azatides

Comme les peptides, ils sont caractérisés par degbes phi et psi, mais dans ce cas
le nombre de conformations est réduit du fait deature amidique de I'angle diédre psi. Des
travaux sur les propriétés conformationnelles séalipar Hofmann et &.ont montré que les
azatides ont un tres fort potentiel a se structengl-turn et ils ont supposé que les longues

séquences étaient susceptibles de former des $ié¢tieés aucune autre étude n’est venue

9 Lucarini, S.; Tomasini, C. Synthesis of oligomefstrans-(4S-5S)-4-carboxybenzyl 5-methyl oxazolid

one : An approch to new foldameds.Org. Chem2001, 66, 727-732.

% Lucarini, S.; Tomasini, GChem Eur. J2002 8, 2516-2525.

% Hess, H-J.; Moreland, W.T. ; Laubach, J. N-[2ptspyl-3-(L-aspartyl-L-arginyl)-carbazoyl]-L-tyrosy.-

valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phenylalanine, an isoste of bovine angiotensin 1. Am. Chem. Sod963 85,

4040-4041.

% Thormann, M.; Hofmann, H.-J. Conformational prdjeer of azapeptides. Mol. Struct1999 469, 63-76.
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conforter cela. De plus les azatides sont tréstesis vis a vis des protéa¥est sont donc de

trés bons candidats comme nouveaux inducteursulstietes secondaires.

II B : Famille des B-peptides

I B 1:Lesp-peptides

Les B-peptides sont les foldamers qui ont été les ptudiés et dont les structures
secondaires sont les mieux décrites. lls représetds premiers homologues supérieurs des
peptides et sont capables eux aussi de formeriaesrs hydrogénes intramoléculaires qui
stabilisent les structures secondaires.

Nous donnerons dans ce chapitre les caractémstigtructurales deg$-peptides et

leurs éventuelles applications biologiques.

I B 11: Propriétés conformationnelles généraledesp-peptides
LespB-peptides possedent un angle diedre supplémefpaireapport aux peptides); la
nomenclature des angles diédres ¢, 0 ety ) a été proposée par Balar8fhile squelette

général def-peptides est représenté ci desdeigsire 20.

w ¢ R
N NH
’YWE“
o R, O

Figure 20 : Squelette général def-peptides

Les premiéres études réalisées sur [glgeptides polymériques ont montré qu'ils

étaient capables d’adopter des structures stabiledééice ; ils ont ainsi déterminé les

premiéres géométries pour les hélice§qreptides)” 100101102103

97 Gante, J. Azapeptides. Synthesis 1989, 405-413.

% Banerjee, A.; Balaram, P. Stereochemistry of jpestiand polypeptides containing omega amino a€ids.
Sciencel997,73, 1067-1077.
% Kovacs, J.; Ballina, R.; Rodin, R. L.; Balasubrawaa, D.; Applequist, J. Poly-beta-L-aspartic aSgnthesis
through pentachlorophenyl active ester and conftomal studiesJ. Am. Chem. So0&965,87, 119-120.
10 Fernandez-Santin, J. M.; Aymami, J.; Rodrigueza@al.; Munoz-Guerra, S.; Subirana, J. A. A pseudo
helix from poly@-isobutyl-L-aspartate), a Nylon-3 derivatiiéature1984 311, 53-54.
191 Fernandez-Santin, J. M.; Munoz-Guerra, S.; Ro@dgBalan, A.; Aymami, J.; Lloveras, J.; Subiranad.J
Helical conformation in a polyamide of the Nylorfe@nily. Macromolecule4987, 20, 62-68.
192 Bella, J.; Aleman, C.; Fernandez-Santin, J. Magké, C.; Subirana, J. A. Conformation of the lalic
polyamide polyg-isobutyl L-aspartateMacromolecule4992 25, 5225-5230.
193" opez-Carrasquero, F.; Aleman, C.; Munoz-Guerra,C®nformational analysis of helical palyl-
aspartate)s by IR dichroismBiopolymersl995 36, 263-271.
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Afin d’obtenir des structures de type turn ou ¢&lila conformation deR-peptides
autour de I'axe C2-C3 doit étre de type gauBigure 21 L'effet des substituants sur les
conformations def-amino acides a fait I'objet de nombreuses étudpéranentales.

trans (anti) gaucha gauche

o e

Figure 21 : Rotamers autour de I'axe C2-C3

Les substituants en position 2 ou 3 favorisentyge tde conformation, du fait de
l'encombrement  stérique quiils engendr&fit. Les P,-Bs disubstitués  sont
conformationnement encore plus contraints et faenti une conformation gauche lorsque les
substituants sont anti. Cette conformation esttdi@uplus favorisée que les €t G sont
inclus dans un cycle cyclopentanigifeou cyclohexaniqugt Comme la glycine pour les
peptides, lg3-alanine qui n’est pas substituée, a un haut ddgrilexibilité. Les différentes

conformations sont compilées dang &bleau 7.

Structure Substitution Conformation favorisée

o)

\/U\ Aucune Flexible
O -
)J\ J\/U\ RésiduBs Gauche
o)

\(m Résidup, Gauche
o)
J\ H/lk Résidup, 3 anti Gauche (forte)
o)

J\/U\ ReésiduBz 3 syn Trans
NCONHR' Résidup, scyclique trans Gauche

RCONH

Tableau 7 : Effet des substituants sur la conformabn

194 seebach, D.; Abele, S.; Gademann, K.; GuichardH®termann, T.; Jaun, B.; Matthews, J. L.; Sdbeej J.
V.; Oberer L.; Hommel, U.; Widmer, I-Jb’z- andﬂ3-Peptides with proteinaceous side chains: synthesis
solution structures of constitutional isomers, aaidelical secondary structure, and the influeoteolvation
and hydrophobic interactions on foldirtgelv. Chim. Actal998 81, 932-982.
195 Appella, D. H. ; Christianson, L. A.; Klein D. APowell, D. R. ; Huang, X.;Barchi J. J.; Gellm&h, H.
Residue-based control of helix shapgipeptide oligomerdNature1997 387, 381-384.
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L'incorporation d’amino acidea disubstitués sur le carbonefavorisent I'induction
d'hélicesa et de turns® Les B amino acides disubstitués en position 2 ou 3 ligaht

seulement les coudé¥,

II B 12: Conformations hélicales deg-peptides

LesB-peptides peuvent adopter des conformations héades différentes en fonction
de la nature des résidus qui les composent. Afipale/oir comparer les différents types
d’hélices, plusieurs auteurs ont proposé des nolaeimes qui prennent en compte différents
critéres. Le tableau ci-dessous résume ces ditiEsaromenclatureBableau 8

Applequist Gellman Seebach Autre nomenclature
Ri2 14 (P)3 314
R.3 18
R 12 (P) 2.5 2.5
R4 16
Rs 20
L+o 14 M) 3 314
L3 18
L3 12 (M) 2.5 2.5
L.y 16
Ls 20

Tableau 8 : Nomenclature pour les hélices dgpeptides

Applequist® décrit I'hélice en prenant en compte deux critéiesens de progression
de I'hélice (R ou L) et le nombre de motifs enedbnneur de liaison hydrogéne et 'atome
accepteur ; ainsi R+n désigne une hélice avec snapdroite dans laquelle NHi fait une
liaison H avec le COi+n. Gellmahutilise pour décrire son hélice le nombre d’atomes
constituant le cycle formé par la liaison hydrogémise en jeu, ce type de nomenclature ne
décrit pas la topologie de I'hélice, mais elle lasplus facile & utiliser. Seebd€hutilise une
nomenclature mettant en jeu la symétrie de I'hélisembre de résidus par tour) et la
topologie P et M pour droite et gauche. Une autnmenclature prend a la fois en compte le
nombre d’atome séparant la liaison hydrogéne ggri@étrie de I'hélice.

108 Balaram, P. De novo design: backbone conformatiemastraints in nucleating helices and beta-hasrpl.
Pept. Res1999 54,195-199.

107 geebach, D.; Abele, S.; Sifferlen, T.: Hanggi, [@runer, S.; Seiler, P. Preparation and structdirg- o
peptides consisting of geminally disubstitugd and g-amino acids: a turn motif fgf-peptides.Helv. Chim.
Acta.1998 81, 2218-2243.

1% Bode K. A.; Applequist, J. Polgamino acid) helices. Theoreticalz* absorption and circular dichroic
spectraMacromolecule4997 30,2144-2150.

199 seebach, D.; Ciceri, P. E.; Overhand, M.; JaunRi&jo, D.; Oberer L.; Hommel, U.; Amstutz, R.; Widr,
H. Probing the helical secondary structure of sbheing-peptidesHelv. Chim. Actal996 79, 2043-2066.
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Les différents types d’hélices que nous allonsaatrer, sont représentés ci dessous et

nous avons utilisé la nomenclature de Gellman fEsuillustrerFigure 22

8-Helix 10-Helix 12-Helix
8 10
!5, H FL\ H H ;, H H
N AT\ Gl s
O O 8]
14-Helix 10M12-Helix
14 10

H
"*/N\/\On, X N\/\O(&" g

Figure 22 : Représentation des différents types délices de$-peptides

Il B 1 3: Conformation de type hélice 14 dep-peptides

La premiére détermination de structure de typecbélid a été réalisée par diffraction
et infra-rouge sur le polyfisobutyl-L-aspartate) dans les années 198PIus récemment, en
1996, Gellmart a montré par des études de RMN-¢ie 'hexamére de I'acide trans-2-
aminocyclohexanecarboxyligue (ACHEigure 23 qui appartient a la famille dgs ;-amino-

acides cycliques, adopte une telle structure atlgalidé'° et dans le méthanol.

H,N COOH
Figure 23 : Acide trans-2-aminocyclohexanecarboxydue (ACHC)
Au méme moment le groupe de SeeB&cH'a montré qu’une série di-peptides
linéaires adoptent eux aussi cette structure dansdlvants organiques. Il a ainsi montré par

détermination RMN dans la pyridine, dichroisme wizre et rayons X que I'hexgpeptide
H-(Bs-Val-ps-Ala-Bs-Leu)-OH donne une hélice de type « 14 » avec un pasiéhg de 5A.

10 Appella, D. H.; Christianson, L. A.; Karle, I..L Powell, D. R.; Gellman, S. H. Synthesis and
characterization oftrans-2-aminocyclopentanecarboxylic acid oligomeres: @matural helical secondary
structure and implications fgFpeptide tertiary structurd. Am. Chem. So&999 121, 6206-6212.
11 seebach, D.; Overhand, M.; Kithnle, F. N. M.; Maotii, B.; Oberer L.; Hommel, U.; Widmer, -
Peptides: synthesis bArndt-Eisterthomologation with concomitant peptide coupling.uBture determination
by NMR and CD spectroscopy and X-ray crystallogsaphelical secondary structure offahexapeptide in
solution and its stability towards pepsitelv. Chim. Actal996 79, 913-941.
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De plus cette molécule s’est avéré étre résistasta vis de la dégradation enzymatique pour
la pepsine.

Les premiéres conclusions qu’ont pu émettre lex éeuipes, sont que I@speptides
ont des structures secondaires plus stables quedeptides correspondants, car six résidus
sont suffisants pour obtenir une hélice alors qarilfaut entre 15 et 20 pour les peptides. lls
ont découvert une nouvelle voie pour obtenir dagsires ordonnées a partir de résidus non-
naturels.

L’hélice 14 est stabilisée par des liaisons hydnegeéentre le proton amidique du
résidui et le carbonyle du résidu en positier2 formant une série de cycles a 14 atomes et
possédent un pas a gauche pour les homologuességadd.. Le dipble formé par ces liaisons
hydrogénes est inversé par rapport a celui renéatgns une hélice. Le Tableau 9donne
les caractéristiques conformationelles rencontd@es ces hélices. Le modeéle de cette hélice
14 est formée a partir d'un popg-hAla Figure 24.

o) [0 vw(© | o (°) | rayon (A)| Résidus/tour Progression/résidu (A)

hélice 14 -134.3| 60 | -139.9| 180.0 2.7 3.0 1.56

Tableau 9 : Caractéristiques conformationelles dehélice 14

Figure 24 : Structure de I'hélice 14
Afin de déterminer la structure d’'un oligomeére Hpeptide, le moyen qui semble le

plus rapide est d'utiliser le dichroisme circulafféD). Le spectre CD de plusieurs hexa et
heptg-peptides, qui adoptent une hélice 14 avec un gasiéhe a été déterminé par RMN ou
cristallographie, montre une bande intense positére 195 nm et une négative a 215 nm (et
inversement pour les hélices 14 avec un pas &jirdiais le CD de I'hexamére d’ACHC qui
posséde la méme structure d’hélice 14 n'a pas lmanprofil dichroique, il ne présente
gu’'une seule bande large positive avec un maxim@h7anm. De plus, des travaux récents
ont montré que des oligomeres qui ne pouvant pagseturer en hélice 14 peut présenter un
fort effet Cotton & 215 nm similaire & celui deélice 14 Linterprétation du spectre de CD

12 seebach, D.; Sifferlen, T.; Mathieu, P. A.; Ha4AeM.; Krell, C. M.; Bierbaum, D. J.; Abele, S. Cépectra
in methanol ofp-oligopeptides consisting gd-amino acids with fonctionalized side chains, wétlternating
configuration, and with geminal backbone substitsenFingerprints of new secondary structurev. Chim.
Acta.200Q 83,2849-2864.
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doit passer apres la détermination de la strugbare RMN ; mais dans le cas de longs
oligoméres la détermination de structure par RMieat# trés complexe.

Afin de tester l'effet du groupe thiamide (NH-C=Sir la stabilité des structures
secondaires dg¥-peptides, Seebach et’dlont synthétisé trois analogues du peptide modéle
H-(Bs-Val-Bs-Ala-ps-Leu)-OH avec un, deux et trois C=S du coté N-termihak résultats
de RMN ont montré dans le méthanol que I'analogass@dant trois liaisons C=S a une
structure secondaire de type hélice 14 comm@-peptide parent. Ces résultats ouvrent de
nouvelles perspectives pour la recherche de stegtégulieres dgsthiopeptides.

Un moyen de stabiliser I'hnélice 14 est de créepont disulfure entre deux résidis
cystéine oup-homocystéine de la séquence. Seebach et al ontrénpar CD que pour
I'hélice 14, ce pontage est possible entre lesluésieti+3 mais pas entrieeti+4.* Cela a
été aussi constaté par RMN dans le méthanol etl@snspour le macrocycle comportant un

pontp-Cysi eti+31*°

Dans l'optique d'utiliser cette famille de moléesldans des milieux biologiques,
plusieurs équipes ont synthétisé des séquencegédsardans le but d’obtenir une
structuration identique en milieu aqueux. L’équifgeSeebach a été la premiere a synthétiser
desp-peptides ayant une structure secondaire statdeleble en milieu aqueux®**’ Afin
d’augmenter la solubilité dans I'eau, ils incorpdreles résidug-lysine oup-sérine. Les
spectres de dichroisme dgpeptides ainsi obtenus, f4-Phefs-Ala-fs-Serfis-Phefs-Ala-
Bs-Serfs-Phe-OH et H3,-Phefs-Ala-Bs-Lys-B2-Phefs-Ala-ps-Lys-B.-Phe-OH montrent que
ces molécules ont un profil typique des hélicesrids dont l'intensité est réduite. Cela est
d’autant plus visible chez lgspeptides ne contenant que des résidus lysinesaliesirs
concluent que les chaines cationiques déstabiligsnstructures secondaires, il en est de

méme chez lea-peptides:*® De leur coté, Gung et Zbi1 ont montré par CD que plusieurs

Glattli, A.; Daura, X.; Seebach, D.; van GunsteMh,F. Can One Derive the Conformational Preferesfca-
Peptide from Its CD Spectrund? Am.Chem.So@002 124,112972-12978.

113 gifferlen, T.: Rueping, M.; Gademann, K.; Jaun, 8eebach, Df-thiopeptides: synthesis, NMR solution
sturcture, CD spectra and photochemidttglv. Chim. Actal999 82, 2067-2093.

114 Jacobi, A.; Seebach, D. How stabilize or br@aieptidic helices by disulfide bridges: synthesisl £D
investigation off-peptides with cysteine and homocysteine side shhlielv. Chim. Actal999 82,1150-1172.

115 Rueping, M.; Jaun, B.; Seebach, D. NMR structarenethanol of g-hexapeptide with a disulfide clamp.
Chem. Comn00Q 3, 2267-2268.

116 Guichard, G.; Abele, S.; Seebach, D. Preparatidd-Bmoc-protecte@2- andf3-amino acids and their use
as building blocks for the solid-phase synthesig-péptidesHelv. Chim. Acta998 81, 187-206.

M7 Abele, S.; Guichard, G.; Seebach, D. ghemolysine- and (SJ-homoserine-containing-petides: CD
spectra in aqueous solutidielv. Chim. Actal998 81, 2141-2156.

8 Fasman, G. D. IRoly-i-Amino AcidsFasman, G. D., Ed.; Marcel Dekker: New York, 1967

19 Gung, B. W.; Zou, D. Characterization of a wateluble, helicap-peptide J. Med. Chem1999 64, 2176-
2177.
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heptd3-peptides possédants un ou deixGlu adoptent une structure hélice 14 et leur
solubilité dans I'eau est accrue. Gellman &ahontrent que la faible stabilité des hélices 14
en milieu aqueux deB-peptides est slGrement d0 a la rigidité de ses culds. Pour y
remédier, il a intercalé soit des résidus flexilbargés entre les motifs cyclohexyles soit des
résidus cyclohexyles chargés (AciBR R-2,5-diaminocyclohexanecarboxylique, DCHY

Figure 25
NH,

H,N COOH
Figure 25 : AcideR,R,R-2,5-diaminocyclohexanecarboxylique, DCHC

Les hex@-peptides synthétisés montrent en CD un maximutbénin caractéristique
des hélices 14. Les remplacements successifs dapagnents cyclohexyles entrainent une
diminution de l'intensité a 215 nm suggérant ungtaldlisation de I'hélice 14 dans I'eau. Les
études RMN corroborent les résultats obtenus par CD

Seebach a incorporé defixs-Ser etf,,3-Cys dans deux séquences d’Hexpeptides
et d’hept@s-peptides® Les résultats observés en CD montrent une coifitom hélice 14
dans I'eau. Mais en RMN, les effets NOE sont peiblés, on peut donc penser qu’on est en
présence d’un mélange de forme linéaire et endélic

Le développement d¢speptides solubles en milieu aqueux ont conduib8e®® et
DeGradd?* & introduire un pont salin pour stabiliser I'hélit4. Les deux études montrent par
CD et RMN que les interactions électrostatiquegedies chaines latérales gamino acides
stabilisent I'hélice 14. Seebach a étudié un leptptide ou les deux ponts salins sont
formés entre deuR,-Glu et deux3,-Orn qui fait apparaitre deux faces hydrophilesret face

hydrophobe. Il en est de méme poufipeptide incorporant les résid@sGlu etf-Lys. De

120 Appella, D. H. ; Barchi, J. J.; Durell, S. T. glBnan, S. H. Formation of short, stable helicesgueous
solution byB-amino acid hexamerd. Am. Chem. Sot999 121, 2309-2310.
121 Appella, D. H.; LePlae, P. R.; Raguse, T. L.; ®elh, S. H. R,R,B-2,5-Diaminocyclohexanecarboxylic acid,
a building block for water-soluble, helix-formiggpetides.J. Org. Chem200Q 65, 4766-4769.
122 geebach, D.; Jacobi, A.; Rueping, M.; Gademann,Bfnst, M.; Jaun, B. Synthesis gfhexa andp-
heptapetides containing novglamino acids with two serines or two cysteine siti@ins -CD- and NMR-
spectroscopic evidence forshelical secondary structures in watdelv. Chim. Acta200Q 832115-2140.
23 Arvidsson, P. I.; Rueping, M.; Seebach, D. Desigachine synthesis, and NMR-solution structure 6f a
heptapetide forming a salt-bridge stabilisegt&lix in methanol and in wate€hem. Comn001, 7, 649-650.
124 Cheng, R. P.; DeGrado, W. F. De novo design ofoaameric helicaB-peptide stabilized by electrostatic
interaction.J. Am. Chem. So2001, 123 5162-5163.
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plus l'augmentation de la concentration en NaCl rdilieu augmente la proportion de
structure secondaire.

Les résultats observés montrent qu’en milieu oganieB-peptides étudiés forment
une structure hélice 14 avec plus de facilité qurelieu aqueux. Cependant, la formation de

ponts salins ou des ponts dissulfures permettestadi@liser cette structure.

Il B 14 : Conformation de type hélice 12 dep-peptides

Le groupe de Gellman a réalisé une étude systéneatlgq modélisation moléculaite
pour sélectionner des oligbpeptides susceptibles de donner des structurggpdenélice. A
partir de cette étude, ils ont prédit que I'oligoaigans d’ACPC (Figure 26) devait avoir une

structure de type hélice 1%
H,N _COOH

Figure 26 : AcideR,R-2-aminocyclopentane carboxylique (ACPC)

Ce résultat théorique a été validé par divers t@sulexpérimentaux. En effet
I'octamere et 'hexamére montrent a I'état solide structuration de type hélice 12 ou toutes
les liaisons hydrogénes possibles sont présentasallyse du spectre de CD pour 'hexamére
dans le méthanol fait apparaitre une structuraterec un maximum a 204 nm et un
minimum vers 221 nm. La concentration ne changelpgwofil dichroique. La structure
hélice 12 a été confirmée par RMN-2D. Les effetsEN@bservés montrent une liaison
hydrogene entre I'amide du groupe carbonyle entipogi et le proton amidique en position
i+3. Le dipdle formé par ces liaisons hydrogénes méme orientation que dans I'hélice
elle posséde un pas a gauche chez les homologuassége L. Une étude conformationelle
systématique a été réalisée sur les monomeéregetr@res d’ACHC et ACPC et ont montré
des préférences de structuration différente chezdkeux motifs allant dans le sens des
observations déja réalisé&8 Toutes les prédictions réalisés ont été confirntées d’autres
études de CH’ et RMN!?®

125 pppella, D. H. ; Christianson, L. A. ; Klein D. APowell, D. R. ; Huang, X.;Barchi J. J.; Gellm&h, H.
Residue-based control of helix shapgsipeptide oligomerdNature1997, 387, 381-384.
126 Christianson, L. A.; Lucero, M. J.; Appella, D.;Hlein, D. A.; Gellman, S. H. Improved treatmeritogclic
B-amino-acids and successful prediction [®fpeptide secondary structure using a modified fofiedd:
AMBER*C. J. Comput. Chen200Q 21, 763-773.
127 Applequist, J.; Bode, K. A.; Appella, D. H. ; Cétianson, L. A. ; Gellman, S. H. theorical and ekpental
circular dichroic spectra of the novel helical fahder Poly[(R,2R)-trans-2-aminocyclopentanecarboxylic acid].
J. Am. Chem. So&998 120, 4891-4892.
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Le Tableau 10 résume les caractéristiques conformationellesomnées dans ces
hélices. Le modeéle de cette hélice 12 formé a mpditin poly{s-hAla est représenté en

Figure 27.

() 00C) | v |o()]| rayon (A)| Résidus/tour Progression/résidu (R)

12-helix | 95.0] -94.3| 103.0| -180 2.3 2.5 2.1

Tableau 10: Caractéristiques conformationelles deal12-helix

PRI XF

Figure 27 : Structure de la 12-helix

Aucun de$3-peptides n’est soluble en milieu aqueux. Pour ckeré cela, Gellman a
préparé l'acidetrans-3-amino-pyrrolidine-4-carboxylique (APC) et I'a mmporé dans les

séquences d’oligoméres d’ACPE€ Figure 28

H
st
&
CF3C0s CFiCO;

Figure 28 : Oligoméres dg3-peptides solubles en milieu aqueux

3 3 35
1]
wn =

Les études de CD et de RMN montrent que les olegemformés de plus de quatre
résidus ont une structure secondaire de type h#&ficdans I'eau et cette stabilité augmente
avec la taille de I'oligomére. L'avantage de l'igdltion du motif APC est la possibilité de
fonctionnaliser I'azote du cycle afin de créer uheersité chimigue. Cela a été réalisé en

introduisant des groupements sulfonyf&gsFigure 29

%bl}g

|
R

128 Barchi, J. J.; Huang, X.; Appella, D. H. ;Chasison, L. A.; Durell, S. T.; Gellman, S. H. Sita
conformations of helix-forming-amino acid homooligomerd. Am. Chem. So200Q 122 2711-2718.
129 Wang, X.; Espinosa, J. F.; Gellman S. H. 12-Hdbxmation in aqueous solution it shoftpeptides
containing pyrrolidine-based residudsAm. Chem. So200Q 122, 4821-4822.
130 ee, H.-S.; LePlae, P. R.; Porter, E. A.; GellnfanH. An efficient route to either enantiomer ahogonally
protected trans-3-aminopyrrolidine-4-carboxyliccadi. Org. Chem2001, 66, 3597-3599.
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Figure 29 : Structure du résiduf-peptidigue S-APC (R=CH(CH;); ; =CgH 4-p-OCHy3)

Les oligomeéres construits avec ces résidus ontagissi une conformation de type

hélice 12 dans I'eau, cela a été vérifié par CRMIN.**

II B15: Conformation de type hélice 10/12 deB-peptides

Seebach?*®a découvert que Igspeptides formés a partir d’'une alternancgsgeet
Bs-amino-acides ou de blocs d& et de 33 adoptent une nouvelle structure irréguliere
alternant des liaisons hydrogene fermant un cydl® atomes entre le proton amidiquet le
carbonylei+2, et un cycle a 12 atomes entre le carbongE+3 (comme dans I'hélice 12).
Figure 22 L’hélice 10/12 a été étudiée dans par CD et RMiwsdplusieurs solvants
organiques. La signature dichroique de cette hétioatre une bande intense unique a 205
nm. Les liaisons hydrogénes de I'hélice et I'oriiun des liaisons amides sont différentes
dans les deux cycles ; pour le cycle a 10, il ya arientation perpendiculaire alors que pour
le cycle & 12, I'orientation des liaisons amidetsdasis le sens de progression de I'hélice. Elle
posséde un pas a droite chez les homologues dériéals Le Tableau 11récapitule les

caractéristiques conformationnelles rencontrées das hélices.

12/10/12- o o o Résidus/tour| Progression/résidu (A
T e | 0e) v | rayon () 9 )
Bz 85.0 65 71 2.3 2.5 2.1
B2 -100 56 -84

Tableau 11 : Caractéristiques conformationelles déhélice 10/12

Le modéle de cette hélice 10/12 formée a partin @ialys-hAla est représenté en
Figure 30.

Figure 30 : Structure de I'hélice 10/12

131 |ee, H-S.; Syud, F. A.; Wang, X.; Gellman S. Hv@sity in shortg-peptide 12-helices: High-resolution
structural analysis in aqueous solution of a hexasnataining sulfonylated pyrrolidine residuds. Am. Chem.
S0c.2001, 123 7721-7722.
132 Seebach, D.; Gademann, K.; Schreiber, J. V.; Matsh J. L.; Hintermann, T.; Jaun, B.; Oberer L.nioel,
U.; Widmer, H. ,Mixed"“s-peptides: a unique secondary structure in solutigv. Chim. Actal997 80, 2033-
2038.
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En milieu aqueux, quelqudgspeptides comprenant uifig-lysine exhibent en CD un
effet Cotton élevé & 205 nm, caractéristique delite 10/12 dont la proportion est
dépendante du pH?

La solvatation de certaifispeptides influe énormément sur la structure sesioetf*

En effet, unBs-dodécapeptide incluant plusie@dys possede une structure de type hélice 14
dans le méthanol et un 10/12-helix dans I'eau. @adté aussi observé sur d’ayirpeptides

en fonction de la présence ou non des groupemastsceurs N-terminau¥X?

Il B 16 : Conformation de type hélice 10 dep-peptides

Une conformation de type hélice 10 a été découymtd-leet dans un hefpeptide
contenant un cycle oxétah® Dans lesp-peptides contenant un cycle (cyclohexane,
cyclopentane et pyrrolidine), tous les groupememisnes et acides sont en conformation
trans alors que dans le cas de 'oxétane, la cavdtion est cis. La structure a été élucidée par
RMN dans des solvants organiques apolaires (cldorad et benzeéne). Avec le monomeére
(2R,3S) on obtient une hélice avec un pas a gaeicéreec le (2S,3R) une hélice avec un pas a

droite. Les liaisons hydrogéene entre le proton &migli et le carbonyle en positiarl sont

représentées dansHegure 31
o{Sl) 0O(5l) oIS O(Si)

Figure 31 : Liaisons hydrogénes 1-10 présentes dalffsexa-B-peptide. Si= TertioButyIDiMéthylSilane.
Seebach® de son coté, a constaté queBle tripeptide totalement protégée formé a
partir de l'acide 1-(aminométhyl)cyclohexanecardmuye possede une liaison hydrogene

H1-10. Elle possede les méme caractéristiques elle rencontré dans la liaison H1-10 de

133 seebach, D.; Schreiber, J. V.; Abele, S.; Daurayn Gunsteren, W. F. Structure and conformatiof
oligopeptide derivatives with simple proteinogemicle chain: circular dichroism and molecular dynzami
investigationsHelv. Chim. Acta200Q 83, 34-57.
134 Schreiber, J. V.; Seebach, D. Solid-phase syratefsag-dodecapetide with seven fonctionalized side chains
and CD-spectroscopic evidence for a dramatic siratswitch when going from water to methanol Solut
Helv. Chim. Acta200Q 83,3139-3152.
135 Claridge, T. D. W.; Goodman, J. M.; Moreno, A.;dus, D.; Barker, S. F.; Taillefumier, M. R.; Waten,
M. P.; Fleet, G. W. J. 10-Helical conformationsoxetane-amino acid hexmerd.etrahedron Lett2001, 42,
4251-2455.
136 gseebach, D.; Abele, S.; Sifferlen, T.; Hanggi, Mruner, S.; Seiler, P. Preparation and structtirg-o
peptides consisting of geminally disubstitugd and g-amino acids: a turn motif fof-peptides.Helv. Chim.
Acta.1998 81, 2218-2243.
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I'hélice 10/12. Mais a ce jour il n’a pas réussnattre en évidence une structuration complete

dans des oligomeéres plus longs.

II B 17: Conformation de type hélice 8 deg-peptides

Abele et al*" ont observé que des structures cristallines desoligoméres d’acide
1-(aminométhyl)cyclopropane carboxyligyg §) formaient des liaisons hydrogéne de type 1-
8 entre le carbonyle et le proton amidique en positienl. Il a suggéré que de plus longs
oligomeres devaient adopter une structure régutiereype hélice 8 dont les caractéristiques
sont données dans le tableau ci des3aieau 12

Des calculs ont permis, en utilisant les données ryons X, de déterminer une

structure modeéle de type ruban apkgure 32

¢ (°) 6 () v (°) ¢ (°)

8-helix 120.0 -72 0 -180

Tableau 12: Caractéristiques conformationnelles d& 8-helix

b
| !,,» -
»I.
P —&
v
B/
i
Al
N |
[ AN

Figure 32 : Conformation de I'hélice 8

Il B 1 8: Conformation d’hélices dep-peptides ne mettant pas en jeu de liaisons
hydrogénes.
Les B-amino-acides cycliques suivants : I'acide pyrrolgd3-carboxylique (Pca) et

I'acide nipécotique (Nip) ; homologudsde la proline et de l'acide pipécolique devraient

137 Abele, S.; Seiler, P. Seebach, D. Synthesis, argstuctures, and modelling gfoligopeptides consisting of
1-(aminomethyl)cyclopropanecarboxylic acid: ribkgpe arrangement of eight-menbered H-bonded rings.
Helv. Chim. Actal999 82,1559-1571.
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avoir des propriétés conformationelles similairesefiesa-amino-acides. Gellman et A
dans une étude de dichroisme circulaire dans léanét, ont montré qu’'a partir de quatre
résidus, une structuration secondaire des polyr(R)et poly-(S)-Nip s’organise. lls n’ont pas
le méme profil dichroique ; le poly-(S)-Nip a unibl@ maximum & 228 nm et une bande
intense négative a 208 nm qui est proche de cd’@ugeut observer dans I'hélice Il de la
(S)-polyproline. Le poly-(S)-Pca a un minimum & 2. Seebach et af? ont étudié par CD
dans le méthanol, que le poly-(&HHpro présente, a partir de quatre résidus, un@eéan
minimum intense a 202 nm et un maximum a 223 nrs. dadculs réalisés en modélisation
moléculaire donne pour ce motif une hélice de ife(selon la nomenclature de Seebach)

avec des angles diedres dont les valeurs sontikenses p=-72°,y=180°,0=180°.

I B 19: Propriétés biologiques deg-peptides

Les B-peptides de par leur nature, sont résistants vivisa de nombreuses
enzymesH4014114924a plys ils sont capables d'adopter une structmrenélice en milieu
agueux et ainsi augmenter leur stabilité. Seebacmoatré que certaingd-peptides
amphiphiles formant des hélices 14 sont des irdbit de I'adsorption des graisses et du
cholestérot*?

LesB-peptides linéaires concus pour adopter une cordom hélicoidale amphiphile
présentent une activité antimicrobienne & largetspt*4>%|s détruisent la membrane de
certaines bactéries. Un mécanisme d’action supgesées molécules est le suivant ; elles

s'insérent dans la membrane lipidique et formentanal ionique qui déstabilise la double

138 Huck, B. R.; Langenhan, J. M.; Gellman, S. H. Ntydrogen-bonded secondary structuregipeptides:
evidence from circular dichroism of (S)-PyrrolidiBecarboxylic acid oligomers and (S)-nipecotic acid
oligomers.Org. Lett.1999 1, 1717-1720.

139 Abele, S.; Vogtli, K.; Seebach, D. Oligomersgefands-homoproline: what are the secondary structures of
S-petides laking H-bondd?elv. Chim. Actal999 82,1539-1558.

140 Hintermann, T.; Seebach, D. The biological stapiif 4-peptides: no interactions betweenand/-peptidic
structuresThimial997 51, 244-247.

141 seebach, D.; Abele, S.: Schreiber, J. V.; MartinBg Nussbaum, A. K.; Schild, H.: Schulz, H.; hhecke,
H.; Woessner, R.; Bitsch, F. Biological and pharakéetic studies witlfi-peptidesChimial1998 52, 734-739.
142 Frackenpohl, J.; Arvidsson, P. I|.; Schreiber, J.Séebach, D. The outlanding biological stabitifys- andy-
peptides toward proteolytic enzymes: An in vitredstigation with fiften peptidase€hem. Biochen2001, 2,
445-455,

3 \Werder, M.; Hauser, H.: Abele, S.: SeebachpPeptides as inhibitors of small-intestinal chadest and fat
absorptionHelv. Chim. Actal999 82,1774-1783.

144 Hamuro, Y.; Scheider, J. P.; DeGrado, W. J. Deondesign of antibacterig-peptide.J. Am. Chem. Soc.
1999 121, 12200-12201.

145 Lui, D. ; DeGrado, W. F. De novo design, synthesid characterization of antimicrobpeptidesJ. Am.
Chem. Soc2001, 123 7553-7559.

146 | ePlae, P.R.; Fisk, J.D.; Porter, E.A.; WeisbluBn, Gellman, S.H. Tolerance of acyclic residueshia p-
peptides 12-helix: acces to diverse side-chainyarfar biological applicationsl. Am. Chem. So2002 124
6820-6821.
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couche lipidique conduisant & la destruction dmémbrané?’**®LesB-peptides possédant
une structure de type hélice 12 sont aussi de aotimicrobien$™ (contre les Gram-positifs
et les Gram-négatifs). Ainsi récemment, Gellmana&t® ont montré quep-oligomére
composé de 17 résidus adoptant une structure H&iewait le méme champs d’action que la
magainine.

Les propriétés biologiques potentielles dpgpeptides représentent un avenir

intéressant pour la recherche.

Il B 2 : Les a-aminoxy-acides
Lesa-aminoxy-acides appartiennent a la famille fgzeptides et sont obtenus par le
remplacement du & par un oxygéne. Cette structure est isostére He des [3,-amino-

acides. Les caractéristiques de la liaison N-Oa@émér une répulsion de la paire électronique

qui rigidifie le squeletté>°

Figure 33 : Squelette desi-aminoxy-peptides et représentation de la liaisonydrogéne 1-8.

Des études de RMN et d’'IR ont montré, sur uneesiei peptides modeles la présence
d’une liaison hydrogéne possible entre le iC€2 le NHi+1 dans un tripeptide qui rappelle la
structure de typeg-turn des peptideBigure 33 Les études de RMN, de CD, de rayons X et
de modélisation sur de oligomeéres plus longs mohue’ils se structurent en hélice 8 avec
un pas a droit€>" Cette structure en hélice a été observée suruiéscoligoméres et semble
étre indépendante de la taille du peptide. Lesutalen modélisation donnent une
conformation de 1.8 résidus par tour d’héfiteLes a-aminoxy-acides sont des candidats

potentiels pour la synthese d’hélices artificielles

147 Oren, Z.; Shai, YMode of action of linear amphipathit-helical antimicrobial peptide®iopolymers1998
47, 451-463.
148 Tossi, A.; Sandri, L.; Giangaspero, A. Amphipattichelical antimicrobial peptide&iopolymers200Q 55,
4-30.
1 porter, E. A.; Wang, X.; Lee, H-S.; Weisblum, Bellman, S. H. Antibiotics - Non-haemolytic beta-io-
Acid OligomersNature200Q 404, 565.
%0vang, D.; Ng, F-F.; Li, Z-J.; Wu, Y-D.; Chan, K. VK.; Wang, D-P. An unusual turn structure in pegsi
containinga-aminoxy acidsJ. Am. Chem. Sot996 118 9794-9795.
%1 yang, D.; Qu, J.; Li, B.; Ng, F-F.; Wang, X-C.; @ing, K-K.; Wang, D-P.; Wu, Y-D. Novel turns and
helices in peptides of chirataminoxy acidsJ. Am. Chem. So&999 121, 589-590.
2\Wu, Y.-D.; Wang, D.-P.; Chan, K. W. K.; Yang, Dhdorical study of peptides formed by aminoxy acids.
Am. Chem. S0d999 121, 11189-11196.
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Il B 3 : Les analogues df8-peptides contenant un atome de soufre

Plusieurs analogues depeptides contenant un atome de soufre dans |elesgue
peptidique ont été étudiés. Ces dérivés sont désnspeptides (sulfonamide&)1>4155156
des sulfinopeptides (sulfinamidé¥)et des sulfoximinds’ susceptibles de constituer une

classe de foldamerBigure 34. Il a été montré par RMN et IR, I'existence d’uligson
hydrogéne 1-12 chez I@ssulfomanides>®

R o} R 0o R o
[ \ O \ R
S }3 sZ \s<
) ) \N

R H R H R
sulfinamide sulfonamide sulfoximine

Figure 34 : Différentes structures deB-peptides soufrés

Cependant, il existe peu d'études a ce jour peamietde dire si ces molécules

adoptent des structures secondaires organisées.

Il B 4 : Les hydrazino-peptides
Dans les hydrazino-peptides le carbdghaes 3-amino-acides est remplacé par un
atome d'azote. Cette modification entraine d'autpessibilités de créer des liaisons

hydrogénes qui sont représentés ci-apigare 35.

158 Gennari, C.; Salom, B.; Potenza, D.; Williams, Fynthesis of sulfonamido pseudopeptides: new chiral
synthetic oligomersAngew. Chem., Int. Ed. Endl994,33, 2067-2069.
154 Moree, W. J.; van der Marel, G. A.; Liskamp, R. Synthesis of Peptidosulfinamides and
Peptidosulfonamides: Peptidomimetics ContainingSb#inamide or Sulfonamide Transition-State Iscesté.
Org. Chem1995,60, 5157-5169.
155 Gude, M.; Piarilli, U.; Potenza, D.; Salom, B.;reari, C. A new method for the solution and phasehesis
of hciral B-sulfonopeptides under mild conditioff®trahedron Lett1996 37, 8589-8592.
%6 Monnee, M. C. F.; Marijine, M. F.; Brouwer, A. Liskamp, R. M. J. A practical solid phase synthasfi
oligopeptidosulfonamide Foldamefetrahedron Lett200Q 41, 7991-7995.
57 Bolm, C.; Moll, G.; Kahmann, J. D. Synthesis ofepdopeptides with sulfoximines as chiral backbone
modifying elementsChem. Eur. J2001,7, 1118-1128.
%8 Gennari, C.; Gude, M.; Potenza, D.; Piarulli, Uydrbgen-bonding donor/acceptor scales fin
sulfonamidopeptide<Chem. Eur. J1998 4, 1924-1931.
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Ciz(4-+1) Ce(3+1) Ce(i=1) Cyo(1=2) C1a1+3)

H
Cs(2+1)
Gﬁm*” C;rl:‘]"'?}
Co(3+1) Cs(2-+1) Cs(1=1) Col1+2)
013{4"'1} C13{1+3}

Ce(1+2) Cs(1+2)
C7(2+1) Cg(21)

Figure 35 :Squelette des hydrazino-peptides et lisbns hydrogénes possibles

Des calcul¥® de modélisation ont montré que certains motifsdo@aient a des turns
ou des hélices de type 1-14 mais différentes desceéncontrés dans I@speptides, elle
posséderait un pas de 5 A et 3,3 résidus parMais & ce jour, aucune donnée expérimentale

ne peut I'affirmer.

Il C : Famille des y-peptides

Il C 1: Les y-peptides
Les y-peptides représentent une nouvelle classe den@ida IIs correspondent aux
seconds homologues supérieurs des peptides etamaibles eux aussi de former des liaisons

intramoléculaires qui stabilisent des structuressdaires.

I C11: Propriétés conformationelles généralesaby-peptides

Les y-peptides possedent deux angles diedres de plusapport aux peptides. La
nomenclature est la suivantgd1,£2,y). Le squelette général depeptides est représenté ci-
dessousigure 36.

A R4 R2lIJ
A\

1]¢2
|L ER;

Figure 36 : Squelette général degpeptides

59 Guinther, R.; Hofmann, H.-J. Hydrazino peptidesaddamers: an extension of tiiepeptide conceptl. Am.
Chem. Soc2001, 123 247-255.
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Les homopolyméres despeptides ont longuement été étudiés dans le bobaieaitre
leur structure secondait®®1%2 Mais a l'inverse des pol§-peptides, les préférences
structurales des polypeptides n'ont pas été clairement définies. Dewdétes hélicaux
avec un pas & gauche ont été proposés pour I'gmdiey-D-glutamiquet® Les deux
possédent trois résidus par tour mais différentigpasiature des liaisons hydrogénes mises en
jeu (Hi17 ou Hi9. Des calculs de dynamique moléculaire et desutmlpar quanta
moléculaires ont récemment moritféune préférence pour une stabilisation de I'héfiae
des liaisons Hjgentre le carbonylé et le proton amidiquet3. Une autre étude réalisée sur

I'acide polyy-L-glutamique, n'a pu mettre en évidence tellecttrration*°

II C 12 : Conformation de type H;.14desy-peptides

Comme pour le§-peptides, I'addition d’un angle diédre laissaégager un plus haut
degré de liberté chez laspeptides ; mais Seebaéha montré que la stabilité des hélices
augmente avec I'homologation. Ainsi tegpeptides sont plus stables quefle®t que lesi-
peptides pour un nombre de résidus égal. Danstade,él a repris les premiers travaux qu'l
avait réalisé sur la séquence H-(Val-Ala-LeOH utilisant les y-amino acides
correspondants. L'analyse du spectre CD ne donoenaucaractéristigue. Cependant I'étude
RMN-2D dans la pyridine et le méthanol révele quéNVal- y,Ala- ysLeu)-OH adopte une
structure en hélice de type (P)-2.@vec un pas de 5 A qui est stabilisée par unsoliaH1-
14 entre le proton amidiqueet le carbonylé+3. Le dipble formé est dans le méme sens que
dans les peptides. Dans les modéles moléculaires, dubstituants sont orientés

perpendiculairement par rapport a I'hélikigure 37.

it C-terminus

o]

i
ww"&; Y ”'{N 2.644-helix
H 0 g =

Figure 37 : Liaison hydrogene H1-14 deg-peptides

160 Kajtar, M.; Bruckner, V. Optical rotatory dispesai of y-linked oligo and polypeptides of glutamic acid.
Tetrahedron Lett1966 7, 4813-4818.
61 Rydon, H. N. Polypeptides. X. Optical rotatorgmirsion of poly-D-glutamic acidl. Chem. Socl964,
1328-1333.
162 \Watanabe, T.; Ina, T.; Ogawa, K.; Matsumoto, Taw§, S.; Ono, S. Conformation of acid fonym
poly(glutamic acid)Bull. Chem. Soc. Jpri97Q 43, 3939-3940.
163 Zanuy, D.; Aleman, C.; Mufioz-Guerra, S. On heliwatformation of un-ionized polD-glutamic acid)J.
Bio. Macro.1998 23, 175-184.
84 Hintermann, T.; Gademann, K.; Jaun, B.; Seebach;®eptides forming more stable secondary structures
thana-peptides: synthesis and helical NMR-solution gtrcee of they—hexapeptide analog of H-(Val-Ala-Leu)
OH. Helv. Chim. Acta1998 81, 983-1002.
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Hanessiatf® a étudié la structure en solution des analogues-téexa- et octg-
peptides de la séquence Ala-Val. Tous gegeptides adoptent une structure en hélice (P)-
2.6, identique a celle identifiée par Seebach. Comneilla constaté que le spectre de
dichroisme circulaire ne fait pas apparaitre dectire secondaire. La représentation 3D qui

suit, montre la structure de type (P)12.6'unys,-hexapeptidé-igure 38

Figure 38 : Structure de I'hélice (P)-2.6

Les y-peptides peuvent étre substitués en position 8u 3 mais peu ont pu étre
caractériseés a ce jour. Hanessian a étudié¢-geptides 2,4-disubstitués. Il a observé que la
substitution en position pouvait stabiliser ou déstabiliser la structurd’lélice en fonction
de la stéréochimie. Par exemple l'introductioncerfposition 2) d’'un (S)-méthyle n'a pas
d’incidence sur la conformation en hélice, par monin (R)-méthyle donne une conformation
de type tur® Il a aussi étudié cette préférence conformatiermlir un autre-peptide et les
résultats RMN-2D ont la aussi montré que(8) substitution favorise la structure en
hélice!®

Seebacl’ a aussi étudié despeptides substitués en position 2 et 4 en s'issénet
aux orientations «like » et «unlike » des subatits. Ceux en position « unlike »,
déstabilisent I'hélice et induisent des turns etxcen position « like » la stabilisent. Quant
aux substituants en positifn(position 3), ils n'induisent pas de génes stésquelque soit
I'orientation par rapport & I'hélice. Ainsi le (RfR)-y-peptide préparé par Seeb&€ra une
structure (M)-2.§, a I'état cristallin et dans le méthanol.

Les y-peptides qui possedent un groupement hydroxyl@asition 3 et un groupe
alkyle (Ala, Val, Leu) en position 4, présententreiieu aqueux, un spectre dichroique avec
un faible maximum & 220 nm et un minimum intend®& nm*®’ Ces résultats montrent pour

la premiére fois une structuration depeptides dans I'eau.

185 Hanessian, S.; Luo, X.; Schaum, R.; Michnick, $siDn of secondary structures in unnatural pepttihle
helical y-tetra-, hexa-, and octapetides and consequenaesufstitution.J. Am. Chem. S04998 120 8569-
8570.

1% Hanessian, S.; Luo, X.; Schaum, R. Synthesis adiny preferences off-amino acid oligopeptides:
stereochemical control in the formation of a regergn and a helixTetrahedron Lett1999 4925-4929.

157 Brenner, M.; Seebach, D. Synthesis and CD spéctiddeCN, MeOH, and kD of y-oligopeptides with
hydroxy groups on the backbordelv. Chim. Acta 2001, 84, 1181-1189.

%8 seebach, D.; Brenner, M.;Rueping, M.; Schweizer, Jaun, B. Preparation and determination of X-ray-
crystal and NMR-solution structures;éf“peptidesChem. Comnm2001, 207-208.
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II C 1 3: Conformation de type H;.odesy-peptides
Trés récemment Seebdtha découvert qu'un dis 5 ~peptide trisubstitué adopte une
nouvelle structure en hélice, a I'état cristallstabilisée par des liaisons hydrogéne de type

Hi.9 entre le carbonyleet le proton amidiquie-2 Figure 39.

Figure 39 : Liaison hydrogene H_o du y-dipeptide a I'état cristallin

II C 14 : Conformation desy-peptides possédant un amide tertiaire
Des y-peptides formés & partir d’amides tertiaires oté préparéd”® Ils sont
composés d’'un enchainement de bicycles forméstia gari’acide tartrique et ne peuvent pas

donner des structures réguliéres stabilisées pgaliaieons hydrogeniigure 40.

SORIEVE G
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Figure 40 : y-peptides formés a partir d’amides tertiaires

Néanmoins, comme pour les peptoides, les polyn@sliet le-peptides formés a
partir d'amides tertiaires, ils présentent en diédme circulaire, un spectre intense qui laisse
penser que ces molécules peuvent former une steusdgondaire ordonnée en solution. Mais
a ce jour, aucune étude n’est en mesure d’affimoed’infirmer que ces molécules forment

des hélices.

I C 15 : Propriétés biologiques deg-peptides
Cinq y-peptides 2, v3, V4, v2,3.9 ont été testés dans le but de connaitre lewstaésie

vis & vis d’une quinzaine de peptida&dl ressort de cette étude que tous, aprés unederi

189 seebach, D.; Brenner, M.;Rueping, M.; Jauny®B.y*- andy***Amino Acids, coupling to-hexapeptides:
CD spectra, NMR solution and X-ray crystal struetuofy-peptidesChem. Eur. J2002 573-584.
170 Machetti, F.; Ferrali, A.; Menchi, G.; Occhiato, &.; Guarna, A. Oligomers of Enantiopure Bicyc}i6-
Amino Acids (BTAa). 1. Synthesis and Conformatioralalysis of 3-Aza-6,8-dioxabicyclo[3.2.1]octane-7-
carboxylic Acid Oligomers (PolyBTGPrg. Lett.200Q 2, 3987-3990.
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d’'incubation de 48 heures, ont résisté a la dégmdaDe plus, lesy-peptides n’'ont pas
d’action inhibitrice vis & vis d’enzymes comme kymotrypsine.
A la différence de§-peptides, aucun test d’activité biologique n’agér le moment

publié sur l'intérét médical despeptides.

Il C 2 : Les oligourées

D’autres molécules appartenant a la familleydpseptides ont été étudiés, il s’agit des
oligourées.’+ 172173174 Nowick!™® a synthétisé des N-alkyl-N,N’-oligourées et il eig
I'hypotheése que ces molécules pouvaient adopterstroeture secondaire stable en solution.
Des études de cristallographie indiguent que cegosés forment des hélices stabilisées par

des liaisons hydrogénes b Figure 41

] R
R |
| /\/N _0
Ph N HN -
\N/\/ —0 v
){ — O wwwn H—N\
SR | H_N\/\//N\ CH,4
HaC-N, R
CHg | _

Figure 41 : Structure des N-alkyl-N,N’-oligourées

Les résultats en infra-rouge montrent une augmentatu nombre de liaisons
hydrogénes sur les moléculessubstituées dans le chloroforme. Mais a ce jawcyuae autre
étude n’a été réalisée pour apporter des élémentspbnse.

Guichard et & ont montré par des études de RMN dans la pyridjne des
oligomeres d'urées N, N'-liées adoptent une stmgcttable en hélice. Elle est caractérisée
par un pas de 5.1 A, 2.5 résidus par tour et urbp@ite. Les liaisons hydrogéne mises en
jeu forment deux cycles de nature différente. Utlew 12 atomes entre le CO en position i et
le HN’ en position i+2 et un cycle & 14 atomes enér CO i et le HN i+3. Les calculs de
modélisation moléculaires suggerent que la force lilsons n'est pas équivalente ; la
premiére liaison hydrogéne a une longueur compeigee 3.10 et 3.46 A, la seconde, une

longueur comprise entre 2.91 et 3.13 A,

11 Kim, J.-M.; Paikoff, S. J.; Schultz, P. G. Theidghase synthesis of oligoureBstrahedron Lett1996 37,
5305-5308.
12 Kruijtzer, J. A. W.; Lefeber, D. J.; Liskamp, R..M. Approaches to the synthesis of ureapeptoid
peptidomimeticsTetrahedron Lett1997 38, 5335-5338.
173 Stigers, K. D.; Soth, M. J.; Nowick, J. S. Desigmmolecules that fold to mimic protein secondamnycures.
Curr. Opin. Chem. Biol1999 3, 714-723.
7 wilson, M. E.; Nowick, J. S. An efficient synthesif N, N'-linked oligoureasTetrahedron Lett1998 39,
6613-6616.
75 Semetey, V.; Rognan, D.; Hemmerlin, C.; Graff, Biiand, J-P.; Marraud, M.; Guichard, G. stableida|
secondary structure in short-chain N,N'-linked oligeas bearing proteinogenic side chaikrsgew. Chem. Int.
Ed.2002 41, 1893-1895.
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Il D : Famille des é-peptides

Il D 1 : Structures générales des-peptides

Les 3-peptides représentent des molécules isostériggsiés dipeptidiquegigure

R 0
NH e . T
g‘{NHJ\H/ \Hgﬁ unité dipeptidique
© R

R R 0
g‘{NH unité o-peptidique
R R

42.

Figure 42 : Comparaison de l'isostérie des structues desh-peptides et des-dipeptides

Cette structure particuliére a été utilisée danpremier temps pour remplacer [gs
turns présent dans les peptides et les protéiffeRour conserver la géométrie de la liaison
amide manquante, certains auteurs I'ont substipgfeune liaison alcéné& 17817 cette

variante permettant de réduire la flexibilité derlalécule.

Il D 2 : Carbopeptoides de structure pyranosique

Les premieres utilisations depeptides I'ont été sous forme d’homooligoméres de
carbopeptoide®’ Mais aucune étude de structuration n’avait étésélors de ces travaux.

Les premieres études de structuration des carbaipegta été réalisé par I'équipe de
Gervay sur des oligoméres igeptides formés a partir de dérivés de sucrempgigques®:

lls ont travaillé sur des {%5) sialooligomeéres (des acides N-neuraminiqueshodgueurs

178 Rodriguez, M.; Heitz, A.; Martinez, J. "Carba" fidp bond surrogates: synthesis of Boc--Leu-...(@H2)-
-Phe-OH and Boc-Leu--(CH2-CH2)--Phe-OH through anboemmons reactiofetrahedron Lett199Q 31,
7319-7322.

Casimir JR, Didierjean C, Aubry A, Rodriguez M, &nd JP, Guichard G. Stereoselective alkylation -@&ds-
protected-5-substituted delta-lactams: synthesialgiia, delta-disubstituted delta-amino acidsg.Lett. 200Q
2, 895-897.

177 Cox, M. T.; Heaton, D. W.; Horbury, J. Preparatadnprotected trans-olefinic dipeptide isoster&sChem.
Soc., Chem. Commuit98Q 799-800.

Hann, M. M.; Sammes, P. G.; Kennewell, P. D.; Tgaylo B. On double bond isosteres of the peptidelpan
enkephalin analogl. Chem. Soc., Chem. Commi88Q 234-235.

178 Wipf, P.; Henninger, T. C.; Geib, S. J. Methyl-daftrifluoromethyl)alkene peptide isosteres: systhénd
evaluation of their potential gsturn promoters and peptide mimetidsOrg. Chem1998 63, 6088-6089.

% Gardner, R. R.; Liang, G.-B.; Gellman, S.f=turn and b-hairpin mimicry with tetrasubsituedeailes.J. Am.
Chem. Socl999 121, 1806-1816.

180 Nicolaou, K. C.; Flérke, H.; Egan, M. G.; Barth; Estevez, V. A. Carbonucleotoids and carbopeptaidw
carbohydrate oligomer3etrahedron Lett1995 36, 1775-1778.

181 Gervay, J.; Flaherty, T. M.; Nguyen, C. SolutidmaBe Synthesis of {25)-Amide Linked Sugar Amino Acid
Dimers Derived from Sialic AcidS etrahedron Lett1997, 38, 1493-1496.
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différentes et ont montré, aux vues des résultatisnois en dichroisme circulaire et en RMN
2D, qu’a partir de trois résidus, il y avait uneusture secondaire stable qui s'établissait en
milieu aqueux®” La combinaison des résultats d’échange de prdtibiflD par RMN et de
dichroisme circulaire (dans I'eau) montrent ungoaligé entre des oligomeéres de longueurs
différentes'®® En effet, les protons amidiques des tétra, penteexaméres ont un échange
lent caractéristique d’une liaison hydrogéne faaters que ceux de I'heptamere ont un
échange rapide. Quant a l'octamere, il présentealissi en échange lent des protons
amidiques. Pour élucider ces disparités, les asit@uiraussi compareé les spectres dichroiques
et ont remarqué que I'octamére avait un profil tégeent différent de ceux de plus faibles
longueurs. Avec laide de la modélisation moléaaai deux structures ont été
proposéesigure 43

HoN

O

Figure 43 : Liaisons hydrogénes possibles pour lsg@looligoméres

- une de type i3 (ou S(16)) pour les oligoméres courts avec desdia hydrogenes
entre le carbonyleet le proton amidiquie+3.

- une de type A4 (ou S(22)) pour les oligoméres formés de plus ule i@sidus avec
des liaisons hydrogenes 6-NH i+4. Quant aux heptameres, ils peuvent exister Esus

deux formes.

182 5zabo, L.; Smith B. L.; Mac Reynolds, K. D.; Piri. L.; Morris, E. R.; Gervay, J. Solid phasenslyesis
and secondary structural studies o@) amide- linked sialooigomer3. Org. Chem1998 63, 1074-1078.
183 McReynolds, K. D.; Gervay-Hague, J. Examining #econdary structures of unnatural peptides and
carbohydrate-based compounds utilizing circulahdicsm. Tetrahedron: Asymmeti300Q 11, 337-362.
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Il D 3 : Carbopeptoides de structure furanosique

L’équipe de Fleet a travaillé sur des carbopepwident la structure est de type
furanosiqueé®* Il a découvert grace a des études RMN-2D que ldscié¢ oligoméres
formaient une structure de tyfleturn avec une liaison hydrogene de type H1-10eelsr
carbonyle et le proton amidiquer2. Cette géométrie entraine donc la formation el’nélice
de type (S)1Cigure 44.

Figure 44 : Représentation de la structure H1-10 decis-furanosialooligomeres

La structure en hélice de ces molécules est #perdlante de la séquence et de la
stéréochimie du cycle furano¥g.

Une autre structure secondaire en hélice est migsehez certains oligomeéres de
configuration 1,4-trans, ceci a été déterminé pas dtudes RMN-2D. Ainsi I'octameére
suivant forme une hélice avec un pas a gaucheliségbpar des liaisons hydrogenes H1-16

entre le carbonyleet le protori+3.18°
<o <o 7<%
0 u“H\/ u‘-‘&/ 1"U\_'N3
T o o) [ Yo
\r 0 O o]
B
Figure 45 : Octameére qui exhibe une structure héle H1-16

Ces structures ont un haut degré de fonctionndéitéynthese est assez aisée et la
solubilitt en milieu aqueux est importante Ces daréstiques en font des candidats

potentiels pour mimer des structures secondaigen®ées.

184 Smith, M. D.; Timothy, D. W.; Tranter, G. E.; Sans, M. S. P.; Fleet, G. W. Secondary structure in
oligomers of carbohydrate amino aci@hem.. Commuri998 2041-2042.
185 Brittain, D. E. A.; Watterson, M. P.; Claridge, I. W.; Smith, M. D.; Fleet, G. W. J. Tetrahydraiaramino
acids-versatile building blocks for unnatural bibpoers: lack of secondary structure in oligomeric
carbopeptoids derived from a d&lacto5-(aminomethyl) tetrahydrofuran-2-carboxylic acil. Chem. Soc.,
Perkin Trans. 2000 3655-3665.
% Claridge, T. D.W.; Long, D. D.; Hungerford, N. IAplin, R. T.; Smith, M. D.; Marquess, D. G.; Fle€ W.
An octameric carbopeptoid; secondary structurectaroeric and tetrameric 5-aminomethyl-tetrahydraxfiu2-
carboxylatesTetrahedron Lett1999 40, 2199-2202.
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[l : Conclusion

Les études réalisées sur les foldamers montremntéitdt que portent de nombreux
chercheurs a la structure de ces hélices artifisiedinsi qu'a la découverte de nouveaux
oligoméres susceptibles de former des structuEmsiaires organisees. Elles représentent un
nouvel intérét pour la synthese de molécules biatigues. Le contrdle de la conformation
de telles molécules permettrait de comprendre Esamismes mis en jeu lors des interactions
moléculaires entre un récepteur et son ligand pamele, mais aussi sur les processus de
repliements des protéines.

La nature a créé des peptides et des protéineidllds tres variables qui possédent des
hélicesa ou d’autres types d’hélices que les chimistegs®biologistes voudraient substituer.
Goodmart’ dans cette optique a modifié la structure élénientdu collagéne tout en
conservant la structure tridimensionnelle en tripdéce.

Nous avons donc cherché un peptide substrat q@iepgesune hélice naturelle dans
lequel nous avons cherché a remplacer cette hagdicene hélice artificielle. Le peptide que

nous avons sélectionné est le hCRF.
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Chapitre 3 : hCRF

| : Structures et généralités

En 1948 Sir Geoffrey Harris mis en évidence I'tetice d’'une substance présente
dans I'hypothalamus (qui sera nommeée par la sulRF)Cqui serait responsable de la
libération de I'hormone adrénocorticotropine (ACT#) Dans les années 50 Guillemin et
Rosenberjg88 et Saffran et Schaﬂ?f" ont observés dans un extrait d’hypothalamus,édagnce
d’'un composé qui stimulait la sécrétion d’ACTH (d'¢e nom de Corticotropin Releasing
Factor).

Ce n'est qu'en 1981 que W. Vale et'@3!* ont isolé le CRF de I'hypotalamus de
mouton. lls I'ont caractérisé et synthétisé. Le GREFune hormone peptidique de 41 résidus

amino acides.

| 1 : Structure primaire du CRF

La séquence du CRF différe en fonction de I'espeais les homologies de séquence
sont élevées. lls possédent tous une extrémitén@irtele amidée. Les différents CRF ont été
identifiés chez le rdf?*® 'Homme®* la chévré®® la vaché® le porc!’ le

« suckerfish ¥ et la grenouill&® par des méthodes chimiques ou par clonage deARNr

87 Harris, G. Neural Control of the Pituitary Glamhysiol Rev1948 28 139.

188 Guillemin, R.; Rosenberg, B. Humoral hypothalarémtrol of anterior pituitary: a study with combthe
tissue culturesEndocrinology 1955 57, 599-607.

189 gaffran, M.; Schally, A. V. The release of cortiophin by anteriour pituitary tissui-vitro. Can. J.
Biochem. Physioll955 33, 408-415.

19 gpiess, J.; Rivier, J.; Rivier, C.; Vale, W. Primatructure of corticotropin-releasing factor frommine
hypothalamusProc Natl Acad Sci USA,98], 78 6517-6521.

%1 vale, W.; Spiess, J.; Rivier, C.; Rivier, J.Chaesization of ba 41-residue ovine hypothalamic jmpthat
stimulates secretion of corticotropin and beta-eplio. Science 1981 213 1394-1397.

192 gpiess, J.; Rivier, J.; Vale, W. Sequence anabyisist hypothalamic corticotropin-releasing factdth the
orthophtalehyde strategBiochemistry1983 22 4341-4346.

193 Rivier, J.; Spiess, J.; Vale, W. Characterizatifrrat hypothalamic corticotrin-releasing factoe@ursor.
Proc Natl Acad Sci USA983 80, 4851-4855.

19 Shibahara, S.; Morimoto, Y.; Furutani, Y.; Notak&,; Takahashi, H.; Shimizu, S.; Horikawa, S.; NyrSa
Isolation and sequence analysis of the human cortigin-releasing factor precursor gegnbo J,1983 2,
775-779.

1% Ling, N.; Esch, F.; Bohlen, P.; Baird, A.; Guillem R. Isolation and characterization of caprine
corticotropin-releasing factoBiochem Biophys Res Comm@884 122 1218-1224.

19 Esch, F.; Ling, N.; Bohlen, P.; Baird, A.; BendR,; Guillemin, R. Isolation dan characterizatichtloe
bovine hypothalamic corticotropin-releasing faciochem Biophys Res Comm884 122 899-905.

197 Patthy, M.; Horvath, J.; Mason-Garcia, M.; SzoBe; Schlesinger, D.H.; Schally, A.V. Isolation and
aminoacid sequence of corticotropin-releasing fafttim pig hypothalamiProc Natl Acad Sci USA,985 82
8762-8766.

1% Okawara, Y.; Morley, S.D.; Burzio, L.O.; Zwiers,;H.ederis, K.; Richter, D. Cloning and sequencalysis
of cDNA for corticotropin-releasing factor precurdoom the teleost fish Catostomus commersénoc Natl
Acad Sci USA1988 85 8439-8443.
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messagers dans un plasmide. Cette homologie estanservée avec I'urotensinél (isolée
dans I'urophyse extraite du « suckerfisiCastostomus commersprét la sauvagirf&" %2
(isolée d’'un extrait de peau de la grenouille ddwde d’amérique du suéhyllomedusa
sauvegei Ces especes possedant aussi le CRF de nomiadeoratioires ont recherché la
présence de molécules « CRF-like » chez les mamesifée

En 1995, une molécule de la famille de l'urotensinété isolée dans les noyaux
d’Edinger-Westphal de cerveau de *Yatet nommées urocortine. Chez I'honfflie
I'urocortine a été identifiée par clonage d’ARNmus d’une bibliotheque de cerveau humain.
Les séquences CRF des différentes especes cortsanegrande homologie de 81 a 95%
Figure 46, avec une meilleure conservation du coté N-terhjna du coté C-terminal et les

résidus 3-21, 24, 26-32, et 34-37 sont complétermamgerves.

1 5 10 15 20 25 30 35 40
humain/rat CRF SEEPPI SLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLMEI | - NH,  100%

suckerfish CRF SEEPPI SLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKMMEI F- NH,  95%
porc CRF SEEPPI SLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLMENF- NH,  95%
grenouille CRF AEEPPI SLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLMDI | - NH,  95%
ovin/capin CRF SQEPPI SLDLTFHLLREVLEMTKADQLAQQAHSNRKLLDI A- NH, 83%
bovin CRF SQEPPI SLDLTFHLLREVLEMTKADQLAQQAHNNRKLLDI A- NH,  81%

rat/sourie urocortin - DDPPLSI DLTFHLLRTLLELARTQSQRERAEQNRI | FDSV- NH,  44%
humain urocortin -~ DNPSLSI DLTFHLLRTLLELARTQSQRERAEQNRI | FDSV- NH,  39%

urotensin | NDDPPI SI DLTFHLLRNMI EMARI ENEREQAGLNRKYLDEV- NH,  61%
sauvagine ZGPPI SI DLSLELLRKMI EI EKQEKEKQQAANNLLLDTI - NH,  44%

Figure 46 : Famille du CRF. Homologies en %. Le sybole Z correspond a I'acide pyroglutamique.

199 Stenzel-Poore, M.P.; Heldwein, K.A.; Stenzel, Beg, S.; Vale, W.W. Characterization of the genomic
corticotropin-releasing factor Crf gene from Xenspiaevis two members of Crf family exist in amphits.
Mol Endocrinol,1992 6, 1716-1724.

200 | ederis, K.; Letter, A.; McMaster, D.; Moore, GSchlesinger, D. Complete amino acid sequence of
urotensin-l, a hypotensive and corticotropin-relegsieuropeptide fronCastostomu$cience 1982 218 162-
164.

201 Montecucchi, P.C.; Anastasi, A.; de Castiglione, Btspamer, V. Isolation and amino acid compositif
sauvagine. An active polypeptide from methanolaots of the skin of the South American frog Phykalusa
sauvageilnt J Pept Protein Re4,980 16, 191-199.

292 Montecucchi, P.C.; Henschen, A. Amino acid compmsiand sequense analysis of sauvagin,e, a néveact
peptide from the skin gihyllomedusa sauvagént J Pept Protein Re4,981 18 113-120.

293 vaughan, J.; Donaldson, C.; Bittencourt, J.; Pem.H.; Lewis, K.; Sutton, S.; Chan, R.; Turnbu,V.;
Lovejoy, D.; Rivier, C.;et al Urocortin, a mammalian neuropeptide related &h furotensin-l and to
corticotropin-releasing factoNature,1995 378 287-292.

204 Donaldson, C.J.; Sutton, S.W.; Perrin, M.H.; Ggari, A.Z.; Lewis, K.A.; Rivier, J.E.; Vaughan, J;Wale,
W.W. Cloning and characterization of human urocdeidocrinology, 1996 137, 2167.
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| 2 : Structure secondaire du CRF

Les structures secondaires des differentes megéoté la famille du CRF ont été
déterminées selon la théorie de Chou et Fagfiainsi que par des analyses de dichroisme
circulaire?® IR et de RMNZY"-2%8

Dathe et cof®” montrent qu’en milieu aqueux le CRF existe de gx@nprédominante
sous la forme d’'une pelote statistique. A une cotration supérieure auM, le peptide
montre une forte tendance a s’auto-agréger avetegaee augmentation de structure hédice
déterminée par dichroisme. La proportion d’hélicest également dépendante du pH. Le
hCRF se lie fortement a la surface de la bicoudsewsicules de phosphatidylcholine d’ceuf
probablement par la face hydrophobe de I'hélicehipgthique?®®

La détermination de structure secondaire par dishre circulaire montre qu'il existe
une légere différence entre les caractéristiquesGRF et de hCRF. Le spectre de oCRF en
solution aqueuse diluée montre deux bandes négaii\200 nm (intense) et 222 nm et une
bande positive & 190 nm, ce qui est caractéristiggepeptides a haut degré de flexibilité. Par
contre le spectre de hCRF montre deux bandes mégadi 207 (intense) et 222 nm et une
bande positive & 192 nm qui caractérise une forne grdonnée. La structure secondaire du
hCRF est trés sensible aux variations de pH, aver augmentation du taux de forme
hélicoidale vers pH 7 (42%) alors qu’a pH 2.3,’dst que de 15%, pour retomber a 30% a
pH 11.3.

En présence de 40 % de TFE (inducteur de strigtsgeondaires), les deux CRF
présentent respectivement 87 % d’hélicité pour h@RF5 % pour oCRF. Dans ces études,

I'hélice est induite par le TFE et-vivo par la membrane au niveau des récepteurs.

295 Montecucchi, P.C.; Gozzini, L. Secondary structprediction of sauvagine, a novel biologically et
polypeptide from a frognt J Pept Protein Re4,982 20 139-143.

2% pallai, P.V.; Mabilia, M.; Goodman, M.; Vale, WRivier, J. Structural homology of corticotropineabing
factor, sauvagine, and urotensin I: circular diggmoand prediction studieBroc Natl Acad Sci U S A983 80,
6770-6774.

27 Dathe, M.; Fabian, H.; Gast, K.; Zirwer, D.; WinteR.; Beyermann, M.; Schumann, M.; Bienert, M.
Conformational differences of ovine and human cottopin releasing hormone- a CD, IR, NMR and dyitam
light scattering studyint J Pept Protein Re4,996 47, 383-393.

208 Romier, C.; Brenassau, J-M.; Cambillau, C.; Darldén Solution structure of human corticotropineaing
factor by’H NMR and distance geometry with restrained molecaynamicsProtein Engineeringl993 6,
149-156.

299 pallai, P. V.; Mabilia, M.; Goodman, M.; Vale, WRijvier, J. Structural homology of corticotropirlgasing
factor, sauvagine and urocortin I: Circular dickroiand prediction studieBroc. Natl. Acad. Sci1983 80,
6770-6774.

73



PARTIE | : BIBLIOGRAPHIE Chapitre 3 : hCRF

Les prédictions de structures secondaires par lthadé de Chou et Fasnf&h
donnent pour le oCRF une hélicité de 78% en acemet les résultats obtenus avec le
dichroisme circulaire. Les résidus de 8 a 34 & 388 seraient impliqués dans I'hélice.

Une étude RMRP® réalisée dans un mélange eau-trifluoroéthanol6@4) a permis
de confirmer que le hCRF est composé d’'une hélicentrale comprenant les acides aminés
de 6 & 36. L’hélice est initiée par la présencedirsx prolines 4 et 5 et sa structuration est
facilité par la nature amphiphile des résidus BCet

La structure du hCRF est donc la suivante : ungepilrterminale étendue, une hélice

a centrale des résidus 6 a 36 et une partie C-tateninrandom-coil ».

| 3 : Localisation sur le géne du CRF

Les séquences nucléotidiques qui codent pourréssipseurs d’ADNc ovin ou de rat,
ainsi que pour les génes du CRF humain, ovin eatlent été déterminés. Le locus du géne
du CRF est situé sur le chromosome 8q13 pour I'heftfrLes génes sont similaires d’une
espece a l'autre, avec deux exons séparés partnom ide 686 a 800 paires de bases. Le
premier exon code pour la partie non traduite &&RkRKm et le second exon code pour le
polypeptide pré-proprécurseur du CRF avec une ségude 187 a 196 résidus. La partie C-
terminale du précurseur contient les 41 amino-acilleCRF. Le haut degré d’homologie des

différentes especes suggere que le géne a étarteniteonservé au cours de I'évolution.

| 4 : Stabilité enzymatique du CRF

Le CRF comme tous les peptides de I'organisme égtadé par des peptidases. La
dégradation du CRF a notamment été observée awawnide cerveau et de la glande
pituitaire®*? ce qui est d’un grand intérét car les récepteons grésents en grande quantité
dans ces deux régions. Des études pharmacocirgtiqueCRF ont été réalisés chez

'homme™® et chez la rat** et il a été constaté qu'il existe une importanégredation

#0Chou, P. Y. ; Fasman, G. D. Empirical predictiohgrotein conformationAnnu. Rev. Biochenl978§ 47,
251-276.

211 Fyrutani, Y.; Morimoto, Y.; Shibahara, S.; Noda,; Makahashi, H.; Hirose, T.; Asai, M.; Inayama; S.
Hayashida, H.; Miyata, T.; Numa, S. Cloning andusstge analysis of cDNA for ovine corticotropin-eseng
factor precursorNature.,1983 301, 537-540.

12 petrusz, P.; Merchenthaler, I; The corticotrogiteasing factor systerileuroendocrinology1992 56, 129-
183.

213 saphier, P.W.; Faria, M.; Grossman, A.; Coy, D.Besser, G.M.; Hodson, B.; Parkes, M.; Linton, E.A.
Lowry, P.J. A comparaison of the balance of thargace of ovine and human corticotropin-releasiognone
(CRH) in man and sheep: a possible role for CRH#big proteinJ. Endocrinol., 1992 133 487-495.

214 candas, B.: Lalonde, J.: Normand, M. Distributiord metabolism of corticotropin-releasing factothia rat.
Can. J. Physiol. Pharmacoll985 64, 683-688.
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enzymatique dans les tissus et les fluides corpolet™® Il existe des différences dans la
séquence de oCRF et h/rCRF, c’est le cas aussil'pdfimité pour CRF-BP mais aussi pour
le temps de demi-vie chez I'homrfié.Peu de choses ont été découvertes sur l'effet des
séquences partielles du CRF et de leur implicatams la libération d'ACTHY

Le sites de clivages principaux et secondaire thtnéis en évidence chez hCRF et
OCRF grace a I'utilisation de la spectométrie desseacouplée a la chromatographie liquide
haute résolution (LC-MSY Le site primaire (P1) de clivage est au niveal.elas, les sites
secondaires sont ensuite localisées au niveau de Bwi, Hisis, Args(hCRF), Args et

Ly836.

[l : Etude de relation structure-activité

De nombreuses études de relation structure-affonit été réalisées par les équipes de
Rivier et Bienert qui ont permis de déterminerédggeence minimale nécessaire pour obtenir
une activité.

Il 1 : Interactions peptidiques agonistes-réceptels

I 11 : Détermination de la séquence minimale aote

La premiére étude de relation structure-activité été réalisée en préparant deux
séries de peptides issus du oCRF ; I'un en supptiqmagressivement les amino-acides du
c6té N terminal et I'autre du c6té C terminal. l&édion des trois premiers résidus du coté N
terminal ne diminue ni I'affinité, ni l'activité dees analogues a stimuler la sécrétion
d’ACTH. Ces tests ont été réalisés sur les cellpiestaires de rat° et comparés a I'activité
de oCRF. Aprés plusieurs délétions successivesothi M terminal, il y a une perte totale
d’activité aprés la délétion du®®® résidu (leucine). Ainsi le peptide 0CRF(9-41)Nekst
capable de se lier aux récepteurs mais il inhibgkaétion d’ACTH, il a donc un caractéere

antagoniste.

15 Linton, E.A.; McLean, C.; Nieuwenhuyzen KrusemanC.; Tilders, F.J.; Van der Veen, E.A.; Lowry, P.J
Direct measurement of human plasma corticotropigaseng hormone by “two-site” immunoradiometricass
J. Clin. Endocrinol. Metabol1987, 64, 1047-1053.

218 Ulisse, S.; Fabbri, A.; Dudau, M.L. Corticotropieleasing factor receptors and action in rat Leyilis. J.
Biol. Chem.;1989 264, 2156-2163.

27 Diamant, M.; De Wied, D. Structure-related effeofsCRF and CRF-derived peptides: dissociation of
behavioural, endocrine and autonomic activiitguroendocrinology1993 57, 1071-1081.

218 Kertscher, U.; Beyermann, M.; Krause, E.; Furk&rtBerger, H.; Biernert, M.; Mehlis, B. The dedmtion

of corticotropin-releasing factor by enzymes of taebrain studies by liquid chromatography-mass
spectrometryPeptides1998 19, 649-658.

219 Rivier, J.: Rivier, C. ; Vale, W. Synthetic comitige antagonists of corticotropin-releasing factéffect on
ACTH secretion in the raBciencel984 224, 889-891.

220 yvale, W. :Grant, G. : Amoss, M. : Blackwell, RGuillemin, R. Culture of enzymatically dispersetujiary
cells: functional validation of a method. Endoctogy. Endocrinologyl972 91, 562-572.
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Cette étude a permis de montrer que les résidu8 goat importants pour I'activation
du récepteur. Cependant, oCRF(9-41)NH lie toujours au récepteur du CRF avec une bonne
affinité, ce qui permet de dire que les résidus8Lree sont pas impliqués dans la liaison au
récepteur.

Par contre la délétion du coté C terminal entraiime perte importante de I'activité:
Le fait de remplacer la fonction amide par la famctacide correspondante entraine une perte
d’activité supérieure a 99.9% par rapport & oCRRénlest de méme lorsque I'on supprime les
deux derniers résidus (0CRF(1-39) NH

II'1 2 : Implication de la nature des chaines latéles

Trois autres séries d’analogues de oCRF ont éwthéiysées, afin de déterminer
guelles sont les chaines latérales responsabldraffieité avec le récepteur et de I'activité.
Ces tests ont été réalisés sur les cellules piestaet des préparations membranaires de

cerveau de rat.

1121 :Ala-scan

Dans un premier temps un « alascan » a été réalisibstituant chaque résidu de la
séquence 5-40 de oCRE

» Une perte totale de l'activité est constatée loesdjon substitue les résidus

hydrophobes de la région N terminale (5-19)¢[lleews, Leuo, Pha, Lews a
I'exception de Vals, et Leug ou il persiste une activité mais deux fois moins
élevee.
= Un gain, pour la substitution des résidus hydrashjiThe,, Hissy, Segs].
» Pour la partie C terminale (20-41), 13 analoguesune activité supérieure ou
égale.
Pour résumer, la substitution par une alanine d&sidu hydrophobe entraine une
perte dramatique de l'activité alors que pour usidé hydrophile, on observe un gain
d’affinité. Il ressort aussi que la partie 5-19 @ fois importante pour I'affinité au récepteur

et pour son activation.

221 Kornreich, W.D.; Galyean, R.; Hernandez, J-F.;i;rd.G.; Donaldson, C.J.; Yamamoto, G.; Rivier; C.
Rivier, J. Alanine Series of ovine CorticotropinI&esing Factor (0CRF): A Structure-Activity relatghip
study.J. Med. Chenil992 35, 1870-1876.
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1112 2:D-scan

Dans une seconde étude, I'équipe de Rivier a substhaque résidu de la séquence 5-
40 de oCRF par I'amino-acide de configuration Drespondant?

Les analogues ont été testés pour leur capacitdaler la sécrétion d’ACTH.

Les résultats montrent qu’il y a dans la plupars das, une perte de l'activité a
I'exception des substitutions de la phénylalaninepesition 12 et I'acide glutamique en
position 20. Aucun de ces analogues ne se compomene un antagoniste, mais lorsque I'on
substitue Phg par D-Phe dans plusieurs fragments de oCRF déalétésté N terminal, il y a
une augmentation du potentiel antagoniste de cektcmles et notamment pour [D-
PhasNley, 3dhCRF(12-41)NH.

111 2 3: Substitution par des analogues strucixira

Une troisieme étude de I'équipe de Bienert baséelesuemplacement des acides
aminés de méme nature a mis en évidence une dépas réponses biologiques par rapport
aux résultats de I'’Ala-scan réalisé par Rivier prentains résidu&>

lIs ont donc substitué dans la séquence de oCRjuehgosition (Ser par Thr, GIn par
Asn, Glu par Asp, Arg par Lys et inversement, Pao [i-MeAla, lle par Leu, Leu par Nleu,
Phe par Trp, His par Ala, Val par Leu, Met par NMga par Leu). lls ont testé ces analogues
pour leur capacité a déplacer le CRF marqué liérécepteurs des membranes de cerveau de
rat et pour leur capacité a stimuler la sécrétisdCdaH.

Les auteurs ont constaté pour I'affinité :

= Que l'on pouvait remplacer sans perte importarge,séquences 1-4, 21-29,
32-33 et 36-41.

= Que la partie 5-20 était dans I'ensemble plus bémsi ces |égeres altérations.
Ainsi le remplacement des résidus hydrophobes cohydeophiles entraine
une perte dramatique de l'affinité, a I'excepti@sdeucines en position 15 et
19 remplacé par des norleucines, et de la phémytedaet de la valine
remplacées respectivement par le tryptophaneletitine en position 12 et 18
qui ont une affinité supérieure.

En ce qui concerne I'activité de ces analogues :

222 Rivier, J.; Rivier, C.; Galyean, R.; Miranda, Ajller, C.; Craig, A.G.; Yamamoto, G.; Brown, G.a\& W.
Single point D-substituted corticotropin-releasifagtor analogues: Effects on potency and Physicoated
characteriticsJ. Med. Cheml993 36, 2851-2859.

223 Beyermann, M.; Fechner, K.; Furkert, J.; KrauseBignert, M. A single-point slight alteration s&t a tool
for structure-activity relatinship studies of ovi@erticotropin releasing Factai. Med. Chem1996 39, 3324-
3330.
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= A l'exception de Lewys tous les amino-acides de la région N terminal€7 5-1
sont sensible a une légére altération.

= Alors que pour la région 18-41 seuls les résidusdsAlasz;, Asnss et Argss
semblent étre sensibles a ces altérations.

En résumé, il ressort de cette étude que la séqueii¥ est tres affectée par ces
altérations, a la fois pour la liaison au réceptaars aussi pour son activation. A la différence
de I'Ala-scan, la substitution des résidus Ser,, Bty et Asn entraine une perte importante
de laffinité et de l'activité. Les résidus Ser Atg semblent étre impliqués dans les
interactions avec le récepteur. L’Ala-scan du Glé&n a conduit a des composés ayant des
activités biologiques comparables au hCRF, cesaadhinés auraient des effets stériques ou
conformationnels.

II' 1 3 : Introduction de contraintes conformationnelles

Différentes études basées sur des travaux réalisédes antagonistes (Astressine par
exemple) qui seront développés dans le chapie|lont été appliquées aux agonistes, avec
I'introduction d’'un pont lactame entre les résidBhiz et Lyss i-(i+3), dans le but de
stabiliser I'hélicen.?**

Nous avons vu dans des études précédentes quit@rméles trois premiers résidus
n'affectait pas l'activité et que I'acétylation it les molécules plus puissantes. Gulyas et
col.??* ont réalisé diverses modifications en se bassanirs puissant agoniste le [Ac-RiD-
Phea,, Nley; 3dhCRF441. Il @ ainsi découvert que I'analogue cyclo(30-38)Pra;,D-Phay,
Nlez; 35 Glusg, Lysss]nCRF4.41 S&€ comporte comme un puissant agoniste encorgpissant.

A la vue de ces résultats, ils ont ensuite étudildence de lincorporation
successive d'un pont lactame entre Glu et Lys 3)(iet Lys et Glu i-(i+3) de I'lAc-PrgD-
Phay Nley; 3dhCRFy.41 entre les résidus 4 a 12 On constate que lintroduction du pont
lactame mettant en jeu les résidus 5 a 8 induit parée d’activité biologique. Les mémes
auteurs ont aussi voulu mettre en avant I'importathe la partie N terminale, en étudiant la
délétion pas a pas jusqu’au résidu 8 dans les ssérelo(30-33)[Ac-AA,D-Phay,
Nley; 35 Glusg, LysssnCRF.4; et cyclo(30-33)[H-AA,D-Phas, Nley; 35 Glusg, Lysss]nCRF41.

Les résultats montrent que :

224Gulyas, J.; Rivier, C. ; Perrin, M.; Koerber, S; Sutton, S.; Corrigan, A. ; Lahrichi, A. G.; @JaA.; Vale,
W.; Rivier, J. Potent, structurally constrained r@igts and competitive antagonists of corticotrogileasing
factor.Proc. Natl. Acad. Scil995 92, 10575-10579.

225 Rivier, J.; Lahrichi, S. L.; Gulyas, J.; Erchegyi; Koerber, S. C.; Craig, A. G. ; Corrigan , Avigr, C. ;
Vale, W. Minimal-size, constrained corticotropidaasing factor agonist witht(i+3) Glu-Lys and Lys-Glu
bridges.J. Med. Chem1998§ 41, 2614-2620.
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= L’activité décroit a chaque délétion.
= Les analogues contenant le cycle (30-33) Glu-Lyd ptus puissantes que les
molécules linéaires.
= Les molécules acétylées sont plus actives que les-anétylées car
I'acétylation stabilise I'hélice??®?%’
= Cyclo(30-33)[Ac-Ley,D-Pha,, Nley; 35 Glusg,Lysss]nCRFs.41 est 100 fois plus
puissant que [Ac-LeyD-Pha,, Nley; 33 Gluge, LysssnCRFg 41.

Cela montre donc que la délétion de la partie Mitegle entraine une baisse de
I'hélicité et donc de l'activité. Avec la délétionl, y a une destructuration de I'hélice
amphipathique des analogues. Mais l'introductionpdat lactame entre les résidus £glat
Lysss permet de stabiliser I'hélice des agonistes.

Les mémes auteurs ont étudié l'influence de lidtrction d’'un D amino-acide en
position i+2 du pont lactame pour tester 'hypothgsie la conformation de ces lactames est
sous la forme d’hélice. et non pas sous la forme d'un tGfflls ont donc synthétisés les
composeés cyclo(20-23)[Ac-Ps®-Phas, Glupg,Nley; 35 D-Alag, Lys,slhCRF,.4; et cyclo(30-
33)[Ac-Pra,D-Phay,Nley; 35 D-Hisss, Gluso, LysssnCRF.41 qui se sont avérés étre deux fois
moins puissants que les diastéréoisomeres respeddfautres modifications comme
I'introduction de deux ponts lactames avec des raracides en position i+2, se sont avérés
étre encore moins puissants. En conclusion, ce dgpenodification structurale déstabilise
I'hélice a en formant une structure de type « hélice-turmnchét et entraine une diminution de

I'activité des analogues agonistes.

II' 14 : Role connecteur de I'hélica

Michael Beyermanit® et son équipe ont mis en évidence le role deiddélentre les
deux sites de liaisons de l'urocortine au récepteurocortine appartient a la famille du
hCRF avec une homologie de séquence de 44%. k& angilleure affinité que le hCRF pour
le récepteur et induit une meilleure réponse biglag (production de testostérone). La

séquence de l'urocortine est la suivante:

228 Fairman, R.; Shoemaker, K.R.; York, E.J.; Stewa).; Baldwin, R.L. Further studies of the helipale
model: effects of a free-NH3" or a-COQO group on the helix stabilityroteins.1989 5, 1-7.

227 Shoemaker, K.R.; Kim, P.S.; York, E.J.; Stewark/.J Baldwin, R.L. Test of the helix dipole modeirf
stabilization ofu-helices.Nature.1987, 326, 563-567.

228 Koerber, S. C.; Gulyas, J.; Lahrichi, S. L.; Cgam , A.; Craig, A. G. ; Rivier, C.; Rivier, J.;ale, W.
Constrained corticotropin-releasing factor (CRF)ordgt and antagonists with(i+3) Glu-XaapXbb-Lys
bridges.J. Med. Chem1998§ 41, 5002-5011.

229 Beyermann, M.; Rothemund, S.; Heinrich, N.; Fechie; Furkert, J.; Dathe, M.; Winter, R.; Krauge;
Bienert, M. A role for a helical connector betweawo receptor binding sites of a long-chain peptidemone J.
Biol. Chem200Q 275 5702-5709.
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DDPPLSIDLTFHLLRTLLELARTQSQRERAEQNRIIFDSV-NH

Dans un premier temps, il a modifié la séquenceéalisant une molécule chimérique
qui reprend des modifications issues d'autres étuelais il a connecté les extrémités C et N
terminales par une ou plusieurs molécules hauterfiexibles, I'acides-aminocaproique
(acp). Les résultats montrent que ces moléculesdefaibles agonistes (&£ 100-300 nM)
et cela est indépendant du nombre de motifs agbjdntroduits.

Par contre en utilisant comme connecteur, un pegtiical approprié, il obtient de
puissants agonistes pour la production de testostérhez le rat qu’il a nommé UEK (RC
0.6-50 nM). Ces molécules adoptent une structurergfaire stable en milieu aqueux. Elles

sont représentées dans le tableau suiVaitieau 13

EC5() nM
UEK DDPPLSIDLTFHLLRTLDEIEEKEEKEKEKKRKEINRKLLDEV 0.6
Des(23)-UEK DDPPLSIDLTFHLLRTLDEIEEKEKEKEKKRKEQNRKLLDEV 25
Des(23-25)-UEK DDPPLSIDLTFHLLRTLDEIEKKEKKRKEQNRKLLDEV 0.9
Des(23-29)-UEK DDPPLSIDLTFHLLRTLDEIEKKEQNRKLLDEV 4.6

Tableau 13 : EG, (nM) des analogues de 'urocortine

Ces résultats montent que la partie centrale 20'@& pas essentielle pour I'activité

biologique mais elle I'est pour positionner coregnent les extrémités C et N-terminales.

II'15: conclusion

Il ressort de cette étude de relation structurvitetyue le CRF doit exister sous une
conformation de type hélice entre les résidus 6 et 36 pour pouvoir se lieactiver le
récepteur.

Cette hélice permet de positionner et d’orienter dégions C et N-terminales du
peptide afin d’'induire une réponse biologique.

Les deux régions de liaisons au récepteur du @RFlses résidus 1 a 20 et 35 a 41.

Aux vues de ces conclusions nous pouvons dird’lgélce o ne sert qu’a espacer et a
positionner les sites de liaison. Pour augmentepatentiel il faut modifier la stabilité de
I'hélice en jouant sur la nature des résidus ointrnduisant une hélice autre que peptidique.
Ce concept est une nouvelle voie pour la synthémealbgues peptidiques et I'étude des

interactions ligand-récepteur.
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Il 2 : Antagonistes peptidiques du hCRF

Un des intéréts de la recherche d’antagonistequesie CRF joue un rble important
dans un grand nombre de maladies neuropsychiatrigoenme les désordres affectifs,
'anxiété, l'anorexie nerveuse et la maladie d’Adiher. C’est la raison pour laquelle
plusieurs équipes ont travaillé sur la recherclantdigonistes puissants pouvant discriminer

les différents sous-types de récepteurs.

I 2 1 : Implication de la nature des chaines laté&iles

Comme cela a été exposé précédemment, I'équipevier® a mis en évidence le
premier antagoniste peptidique en délétant la gaititerminale 1-8 du CRF pour obtenir
'oCRF(9-41)NH: qui inhibe la sécrétion d’ACTH.

En 1993% Rivier a montré que la double substitution deshinéines en position 21
et 38 par deux norleucines dans le hgRFet le hCRI,.4; induisait une augmentation du
caractére antagoniste, respectivement de 6.7 fetis 2elui du hCRE4.. lIs ont ensuite ajouté
comme modification, la substitution de Phear son énantiomeére de la série D, en s’appuyant
sur les résultats obtenus dans la série agoniske,neolécule ainsi obtenu [D-PhgNle;; 34
hCRR2.41 S’est avéré étre 18 fois plus active que h€RH.'antagoniste obtenu sera souvent

utilisé comme référence (« standard ») pour undyremmbre d’études.

Afin d’augmenter le potentiel antagoniste de [D-BiMey; 3dhCRF5.4;, les résidus
alanines et les leucines ont été successivemerglaeés par leurs homologues C-méthylés
sur le carbone.?®® Ces modifications ont été introduites afin d’opsier la formation de
I'hélice o qui est essentielle pour une bonne interactiorc deerécepteur. Les hélicaes
induites par de tels acides amifiépeuvent aussi permettre de conférer aux peptides u

meilleure résistance a la dégradation enzymafitfufd®23423°

%0 Hernandez, J-F ; Korneich, W. ; Rivier, C.; Mirand\.; Yamamoto, G.; Andrews, J.; Taché, Y.; Va;
Rivier, J. Synthesis and relative potencies of mewstrained CRF antagonist. Med. Chem1993 36, 2860-
2867.

231 Marshall, G. Angiotensin Il. Studies on the bidtadly active conformation.Circulation Research,
Supplement 111972 31, 143-150.

32 Baker, C.G.; Fu, S.-C.J.; Birnbaum, S.M.; SohérA.; Greenstein, J.P. Optical enantiomorphes of
isovaline.J. Am. Chem. So&952 74, 4701-4702.

23 payne, J.W. ; Jakes, R. ; Hartley, B.S. The prynsénucture of alamethicird. Biochem197Q 117, 757-766.

234 Turk, J. ; Marshall, Ga-Methyl substrates of carboxypeptidases A. a sgbe of active siteBiochemistry.
1975 14, 2631-2635.

235 Khosla, M.C. ; Stachowiak, K. ; Smeby, R.R.; BuspF.M. ; Piriou, F.; Lintner, K. ; FermandijiaR,
synthesis of ¢-methyltyrosine-4]angiotensine Il : studies of @snformation, pressor activity and mode of
enzymatique degradatioRroc. Natl. Acad. Sci1981, 78, 757-760.
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Seuls [D-Phg,CoMeLeus,Nley; 3dhCRR2.41 et [D-Phey,CaMeleuwz,Nles; 3d
hCRFR2.41 se sont avérés étre de meilleurs antagonistes[the ;s Nles; 3dhCRF2.41.
Cependant un analogue, [D-RhHNle;; 33CaMeLeus]nCRR2.41 @ une action plus forte et
prolongée que la molécule parente. Cela a été miguvidence dans deux testsvivo
mesurant la production d’ACTH aprés administrationtraveineuse a des rats
adrenalectomisés et sur la vidange gastrique emsépau retard du stress induit chez le rat.
Ceci peut s’expliquer du fait que les peptides epaht des aminoacidesiéthylés sont
plus résistants a la dégradation. Dans ce caséetepce du groupemenu-®ethyl a coté de
deux résidus basiques Agg-ysss (Qui sont connus pour étre une séquence cible ripe
dans I'hydrolyse enzymatique) doit géner I'approchesite protéolytique par I'enzyme de

dégradation.

I 2 2 : Introduction de contraintes conformationnelles

Une série d’analogues cycliques a été synthétiséaoerporant un acide glutamique
et une lysine ou une ornithine dans la séquenddedliune cyclisation des chaines latérales
pour former un pont lactarfi@ Parmi les 38 analogues testés, deux sont plusgniisque le
composé parent [DPheNley; sdh/rCRF241: cyclo(20-23)[DPhe,Glugo,LyS3,Nles: 3d
h/rCRFR .41 et cyclo(20-23)[DPhg,Gluo, Orms,Nles; 3dh/rCRF 245, (respectivement 2 et 3
fois). Six analogues sont deux fois moins puissdrés résultats de dichroisme circulaire ont
montré que I'hélicité doit étre un facteur impott@our la reconnaissance des analogues du
CRF au niveau du récepteur mais peu de corrélaiofté mise en évidence entre le
pourcentage d’hélicité et I'activité biologigurevitro.

Un autre analogue, cyclo(30-33)[DRhblley; 36G1uso, LySss]n/rCRF 241 (Astressine)
s’est avéré étre 32 fois plus puissant que lenrdsta ». Il a une faible affinité pour le CRF-
Binding Protein mais une haute affinité pour leefiteur CRF1 clon&*

L’introduction du pont lactame Glu et Lys i-(i+3nns les positions 14/17, 23/26 et
33/36 ne conduit pas a l'augmentation de l'effetagaoniste. Il est mutiplié par trois en
positions 20/23, 26/29, 28/31 et 29/32 et par 33@83 (astressinéj’ Les auteurs ont voulu
augmenter le potentiel antagoniste de la molécnlénoduisant deux cycles lactames en
position 20/23 et 30/33 mais le dicyclo(20-23,30B®he 2, Gluxg,Nlez, Lysy3, Gluse, LySss,

238 Miranda, A. ; Koerber, S.C. ; Gulyas, J. ; Lahii@®\L. ; Craig, A.G. ; Corrigan, A. ; Hagler, ARivier, C. ;
Vale, W. ; Rivier, J. Conformationally restrictedrgpetitive antagonists of human/rat corticotropfeasing
factor.J. Med. Cheml998 37, 1450-1459.

237 Miranda, A.; Lahrichi, S. L.; Gulyas, J.; Koerb&, C.; Craig, A. G. ; Corrigan , A. Rivier, C. aé, W.;
Rivier, J. Constrained corticotropin-releasing éacantagonists with-(i+3) Glu-Lys bridgesJ. Med. Chem.
1997 40, 3651-3658.
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Nlesglh/rCRF .41 n'est que 8 fois plus actif que le standard afprs I'on aurait pu s’attendre
a une molécule 96 fois plus puissante (32x3). @esltats montrent que le récepteur CRF
peut discréminer une différence minime de confoiona¢t cela montre le réle que joue les
structures secondaires et tertiaires dans la redssance au récepteur. Féifa lui aussi
observé l'effet négatif du cumul de deux cyclestdawes sur des analogues du GHRH
(Growth Hormone Releasing Hormone) alors qu’'unavargation de I'hélicité des molécules
ait été observée. Il en conclut que I'analogue dlique était trop rigide pour interagir au

mieux avec le récepteur.

Comme pour les agonist&, I'introduction d'un D aminoacide en position i+2 d
pont lactame a aussi été étudié. Le remplacemeHisggpar D-His,dans I'Astressine pour
donner le composé cyclo(30-33)[DRhBlley; 3¢G1uze, Dhissy, Lysss] h/rCRR,.41aUugmMente par
deux la capacité de I'analogue a inhiber la séaméfiACTH ; alors que pour les agonistes il
n'y avait pas d'amélioration de I'activité. Cetteadité de réponse biologique, pour une méme

modification structurale est difficilement expli¢ab

I 2 3 : conclusion

Comme pour les agonistes, les antagonistes dopesgéder une héliae centrale.
Afin d’augmenter le potentiel de ces moléculesiitfcontraindre la molécule & conserver un
haut degré d’hélicité.

Les parties importantes pour la liaison au récgpsent les parties C-terminale 35 a
41 et la partie 12 a 20. Cette derniere étant goapigue, cela permet a la molécule de se
structurer en hélice au contact des membranesdijad.

Nous pouvons ainsi, comme dans les agonistessagesi d’augmanter I'hélicité de la
molécule soit en impossant des contraintes confitmmelles par I'introduction de ponts
lactames et en réalisant de modifications ciblééses substituant I’hélice naturelle par une

hélice artificielle.

2% Felix, A.M.; Heimer, E.P.; Wang, C.T.; Lambro§,J.; Fournier, A.; Mowles, T.F.; Maines, S.:
Campbell, R.M. ; Wegrzynski, B.B. ; Toome, V. ; FIy. ; Madison, V.S. Synthésis, biological activeyd
conformational analysis of cyclic GRF analoguk$ept. Protein Red4.988 32, 441-543.
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Il 3 : Antagonistes non-peptidiques

Durant les dix dernieres années plusieurs liganmfspeptidiqgues se sont avérés étre
de puissants antagonistes des récepteurs CRF1réMalgrand nombre de brevets concernant
ces ligands, peu de publications sont reportées Halittérature. A ce jour, peu de ligands
non-peptidiques pour les récepteurs CRF2, pour € Biding-Protein » sont décrits.

Les molécules sont présentées par famille chimigugtre d’information, quelques

exemples sont donnés ci-dessous.

Il 3 1: Série d’'antagonistes cycliques
I 311 : Famille de cycles a 5 chainons

La premiére molécule antagoniste du récepteur CRpfdartient a la famille des
thiocyanates d’oxopyrazoline qui a une faille d@fén(ICso: 3-70 uM).?*® Depuis d'autres

molécules contenant un squelette thiazole et unpgrgropyle(1l) ont montré une meilleure

affinité. 240,241,242

(2) 243,244

Il en est de méme pour certaines molécules deardllé des pyrazoles

Récemment, un brevet japorfiisa décrit des thiazoles trés lipophil®) comme
antagonistes des récepteurs CRF2. Plusieurs composéiennent une chaine latérale avec
un azote basique, ce qui est souvent le cas cBeantagonistes de CRFR1. Ces résultats

ouvrent la voie a la mise au point d'antagonistesrmmun a CRFR1 et CRFR2.

fgi%é;i
% L

O O

239 Abreu, M.E.; Rzeszotarski, W.; Kyle, D.J.; EllioR.L. United States Patent5,063,245 to Nova
Pharmaceutical Corporation: USA, 1991.

240 Courtemanche, G.; Gautier, C.; Gully, D.; Roger, Walette, G.; Wermuth, C.GEuropean Patent
Application 576,350 to EIf Sanofi, 1993.

241 Gully, D.; Roger, P.; Wermuth, C.@nited States Paten$,880,135 to Elf Sanofi: USA, 1999.

242 \Wermuth, C.-G.Sixth International Symposium on the Chemistry &iwrmacology of Pyridazines
Clearwater Beach, FL, 1998; pp Abstract PL.

23 yyan, JUS Patent6,127,399 to Neurogen Corporation: USA, 2000

244 Bright, G.M.; Welch, W.M.World Patent Application PG5/33727 to Pfizer Inc., 1995.

245 Naoki, I.; Hiroyuki, M.; Masakasu, I.; Hidenobu,:Yapanese Patent, 11180958.
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1131 2: Famille de cycles a 6 chainons

Les 2-anilinopyrimidines et triazine§4) ont été développés par deux équipes
indépendantes comme antagonistes des récepteurs*€RFAprés plusieurs études de
relation structure-activité des modifications stauales ont été apportées en position 4, pour
donner des composés puissants (Ki: 2-22 @)f*¢%*° Ces composés se sont avérés trop
hydrophobes pour un développement clinique etrtiohiction de groupes polaires a conduit a
une baisse de Il'affinit&*?*! L'optimisation de la série des pyrimidines a cdindu un
composé antagoniste (NBI 27914) sélectif de CRFRL2( nM), il inhibe l'activité de
I'adénylate cyclase (Efg:150 nM) et la production d’ACTH (E&:70 nM) 32>

Plus récemment, deux antagonistes sélectifs ddRTRIAt été développés : CRA1000
et CRA1001 (IE°: 20 et 22 nMY¥>® Ces composés montrent des propriétés anxiolytigties

anti-dépressives.

B \» O
NN >N N
T \>—N\_ FsC N F
Br X
4 5 X=SCH, : CRA1000
X=Br :CRA1001

248 Chen, C.; Dagnino, R., Jr.; De Souza, E.B.; Giaghis, D.E.; Huang, C.Q.; Kim, K.I.; Liu, Z.; Moraf.;
Webb, T.R.; Whitten, J.P.; Xie, Y.F.; McCarthy, J.Besign and synthesis of a series of non-peptigh-h
affinity human corticotropin-releasing factorl rptar antagonistsl Med Chem1996 39, 4358-4360.

247 Arvanitis, A.G.; Gilligan, P.J.; Chorvat, R.J.; @seman, R.S.; Christos, T.E.; BakthavatchalamB&ck,
J.P.; Cocuzza, A.J.; Hobbs, F.W.; Wilde, R.G.; AdncC.; Chidester, D.; Curry, M.; He, L.; Hollis,.A
Klaczkiewicz, J.; Krenitsky, P.J.; Rescinito, J.Bgholfield, E.; Culp, S.; De Souza, E.B.; Fitzdgrd..;
Grigoriadis, D.; Tam, S.W.; Shen, H.Let al Non-peptide corticotropin-releasing hormone aotégfs:
syntheses and structure-activity relationships-ah®inopyrimidines and -triazined.Med Chem1999 42 805-
818.

248 Cocuzza, A.J.; Chidester, D.R.; Culp, S.; Fitzgr&..; Gilligan, P. Use of the Suzuki reaction fthre
synthesis of aryl-substituted heterocycles as autriopin-releasing hormone (CRH) antagoni&®org Med
Chem Lett1999 9, 1063-1066.

249 Nakazato, A.; Kumagai, T.; Okubo, T.; Tanaka, €haki, S.; Okuyama, S.; Tomisawa, K. Design, sysithe
and structure-affinity relationships of 4-methyldpiperidine and 4-aryl-1,2,3,6-tetrahydropyriddeivatives
as corticotropin-releasing factorl receptor anté&isrBioorg Med Chen?00Q 8, 1183-1193.

%0 Arvanitis, A.; Aldrich, P.E.; Arnold, C.; Bakthaighalam, R.; Beck, J.; Bouchard, P.J.; Cheesemah; R
Chidester, D.; Chorvat, R.J.; Christos, T.E.; Caey?A.J.; Culp, S.J.; Curry, M.; Fitzgerald, L.\&illigan, P.J.;
Hartig, P.R.; He, L.; Hobbs, F.W.; Hodge, C.N.; Hitsky, P.J.; McCall, D.E.; Rescinito, J.T.; Scleld, E.L.;
Tam, S.W.; Trainor, G.L.; Wasserman, Z.R.; Wild&.;JYarem, J.A.; Zaczek, R12th ACS National Meeting.
Orlando FL, 1996; pp MEDI 194,

51 wilde, R.G.; Klaczkiewicz, J.D.; Carter, K.L.; Sifield, E.L.; Olson, R.E.; Hobbs, F.W.; CocuzzaJA
Chidester, D.R.; Fitzgerald, L.W.; Zaczek, R220th ACS National MeetingVashington DC, 2000; pp MEDI
116.

252 Lorang, M.T.; C., C.; McCarthy, J.R.; De SouzaB.E.Grigoriadis, D.E.Society for Neurosciencéew
Orleans, LA, 1997; pp 689.10.

253 Lorang, M.T.; C., C.; McCarthy, J.R.; De SouzaB EGrigoriadis, D.E. Receptor binding, behaviomaid
electrophysiological profiles of nonpeptide cortiopin-releasing factor subtype 1 receptor antageni
CRA1000 and CRA100S5o0ciety for Neuroscienchlew Orleans, LA, 1997; pp 689.10.
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Il 3 2 : Série d'antagonistes polycycliques
I 321 : Antagonistes bicycliques

Les découvertes d’antagonistes bicycliques duptéoe CRF1 découlent des travaux
réalisés sur les cycles a 6 chainons. C’est lalea$-arylpurines qui se sont avérées étre de
puissants antagonistes (Ki: 0.93nfM).D’autres variantes de cycles & 5-6 accolés ont été
décrites comme antagonist&3?*°Il en est de méme pour les Thiazolo-(4,5-d)pyrinddes
(8),%" les 8-arylquinoline$9),>>® purinoneg10Y>° et les triazolopyrimidine&L1Y%° (Ki : 0.6-

9.7 nM).

o—

Le motif bicyclique pyrazolopyrimidine a fait I'pdt de nombreuses études de
relations structures-activités qui ont découlées de nombreux composés actifs par

administration par voie oraf8-?°#?**Deux d’entre eux, (NBI 30545 et DMP904) ont des tré

254 Wwilde, R.G.; Carter, K.L.; Klaczkiewicz, J.D.; Ggan, P.J.; Olson, R.E.; Frietze, W.E.; Buckner,HW
Beck, J.P.; Curry, M.A.; Arvanitis, A.G.; Mical, A, Robertson, D.W.; Trainor, G.L.; Fitzgerald, L;W
McElroy, J.F.; Ward, K.A.; Arneric, S.P.; Grossm&).; Bai, S.A220th ACS National MeetingVashington,
DC, 2000; pp MEDI 123.

%5 Hodge, C.N.; Aldrich, P.E.; Wasserman, Z.R.; Fadez, C.H.; Nemeth, G.A.; Arvanitis, A.; Cheeseman,
R.S.; Chorvat, R.J.; Ciganek, E.; Christos, T.Eilligan, P.J.; Krenitsky, P.; Scholfield, E.; Stalg, P.
Corticotropin-releasing hormone receptor antagenistamework design and synthesis guided by ligand
conformational studied. Med Chem1999 42 819-832.

2% wilde, R.G.; Klaczkiewicz, J.D.; Carter, K.L.; Ggan, P.J.; Olson, R.E.; Frietze, W.E.; Buckner,HW
Curry, M.A.; Robertson, D.W.; Sun, J.H.; ArnericPS Hartig, P.; Fitzgerald, L.W.; Marshal, W219th ACS
National MeetingSan Francisco, CA, 2000; pp MEDI 317.

%7Yuan, J.; Yoon, TUnited States Paten$,804,685 to Neurogen Corporation, 1998.

8 Huang, C.Q.; Haddach, M.; Chen, C.; Wilcoxen, X, Y.F.; Grigoriadis, D.E.; De Souza, E.B.; Mc@wg,
J.R.217th ACS National MeetingAnaheim, CA, 1999; pp MEDI 3.

29 Beck, J.P.; Arvanitis, A.G.; Curry, M.A.; Rescimit).T.; Fitzgerald, L.W.; Gilligan, P.J.; Zacz&k; Trainor,
G.L. Purin-8-ones as corticotropin-releasing horem¢@RH-R1) receptor antagonis&oorg Med Chem Lett,
1999 9, 967-972.

260 Bakthavatchalam, R.; A.G., A.; Gilligan, P.J.; @is R.E.; Robertson, D.W.; Trainor, G.L.; Christ,0D
216thACS National MeetingBoston, MA, 1998; pp MEDI 134.

261 wilcoxen, K.; Chen, C.; Huang, C.; Haddach, M.eXY.F.; Wing, L.; Grigoriadis, D.E.; De Souza, E.B
McCarthy, J.R217th ACS National MeetingAnaheim, CA, 1999; pp MEDI 2.

262 Gilligan, P.J.; Baldauf, C.; Cocuzza, A.; Chides.; Zaczek, R.; Fitzgerald, L.W.; McElroy, J.msh,
M.A.; Shen, H.S.; Saye, J.A.; Christ, D.; Train@,; Robertson, D.W.; Hartig, P. The discovery of34-
pentylamino)-2,7-dimethyl-8-(2-methyl-4-methoxypRBrpyrazolo-[1,5-a]-pyrimidine: a corticotropin-
releasing factor (hCRF1) antagonBioorg Med Chen200Q 8, 181-189.
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hautes affinités pour CRFR1 et une biodisponibittéle acceptable. Un autre composé,
(DMP696Y%* est trés puissant et posséde une meilleure bimuilsifité orale que les deux
molécules précédentes (50% chez le chien). Un maueemposeé plus hydrosoluble a été
élaboré, (R121919f° Il est sélectif du récepteur CRF1 et posséde wrelext profil
pharmacologique.

Les premiers bicycles de type imidazolo(4,5-c)pgla synthétisés, ont donné une

bonne affinité (Ki : 4nMy°6-2¢

Il 3 2 2: Série d'antagonistes polycycligues

Un dérivé de l'acide oxo-7H-benzo(e)pyrimidineaHmoxyliqgue (12) est un
antagoniste des récepteurs CRFR1 (Ki:110 nM) eERR(Ki :20 nM)®*® Ce dérivé ne
ressemble pas aux pharmacophores décrits pountagamistes de CRFR1, cela indiquerait

I'existence d’un nouveau site de liaison qui acesst des antagonistes moins lipophfl&s.

o N|/§N
M X0
NH
NH O
12

I 3 3: Série d’antagonistes acycliques
Deux molécules de type N-benzimidazolyiméthy(&3) et N indolylmethyle

benzamideg14) ont été décrites comme des antagonistes de CRERElles présentent la

283 \Wustrow, D.J.; Capiris, T.; Rubin, R.; KnobelsddrA.; Akunne, H.; Davis, M.D.; MacKenzie, R.; Rigy,
T.A.; Zoski, K.T.; Heffner, T.G.; Wise, L.D. Pyralppl,5-a]pyrimidine CRF-1 receptor antagoni®gorg Med
Chem Lett1998 8, 2067-2070.

%4 He, L.; Gilligan, P.J.; Zaczek, R.; Fitzgerald\L; McElroy, J.; Shen, H.S.; Saye, J.A.; Kalin, N.Bhelton,
S.; Christ, D.; Trainor, G.; Hartig, P. 4-(1,3-Dithexyprop-2-ylamino)-2,7-dimethyl-8-(2, 4-
dichlorophenyl)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazine: ateut, orally bioavailable CRF(1) receptor antagbnisMed
Chem,200Q 43 449-456.

%5 Grigoriadis, D.E.; Chen, C.; Wilcoxen, K.; Chen, Torang, M.T.; Bozigian, H.; Liu, X.-J.; Ling, N.
McCarthy, J.R.; De Souza, E.B.; Vale, W.\Bociety for Neurosciencd&New Orleans, LA, 2000; pp Abstr.
807.4.

26 Beck, J.; Tivitmahaisoon, P.; Folmer, B.K.; Cury.; Fitzgerald, L.W.; Gilligan, P.J.; Zaczek, R:;
Robertson, D.W.; Marshal, N217th ACS National MeetingAnaheim, CA, 1999; pp MEDI 1.

%67 Beck, J.; Folmer, B.K.; Curry, M.; Tivitmahaisoof,; Fitzgerald, L.W.; Gilligan, P.J.; Zaczek, R.;
Robertson, D.W.; Marshal, N217th ACS National MeetingAnaheim, CA, 1999; pp MEDI 106.

288 | uthin, D.R.; Rabinovich, A.K.; Bhumralkar, D.RYoungblood, K.L.; Bychowski, R.A.; Dhanoa, D.S:;
May, J.M. Synthesis and biological activity of oXbkbenzo[e]perimidine-4-carboxylic acid derivativas
potent, nonpeptide corticotropin releasing factoRF) receptor antagonistBioorg Med Chem Lett1999 9,
765-770.

269 Keller, P.A.; Bowman, M.: Dang, K.H.; Garner, lleach, S.P.; Smith, R.; McCluskey, A. Pharmacophore
development for corticotropin-releasing hormonew riesights into inhibitor activityJ Med Chem]1999 42
2351-2357.

2’0 Horvath, R.F.; Yoon, T.; Hutchinson, A. Iworld Patent Application, PGT00/59888 to Neurogen
Corporation, 2000.
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particularité de posséder un oxygene amidique dapdibccepteur une liaison hydrogéne.

Cela pourrait représenter une nouvelle classe atymnistes pour CRFR1.

3 B!
N»\/ \o cl

H: 13
114

Z20

Il : Les récepteurs du CRF.

Les récepteurs du CRF appartiennent a la grandelldades récepteurs a sept
domaines trans-membranaire couplés aux protéin€s IGexiste trois types de récepteurs,
CRFR1?"CRFRZ"® et CRFR3"* et une protéine soluble CRFEP?(Binding Protein) qui

sont capables de lier le CRF.

[l 1: Le récepteur CRF1

Le récepteur CRF1, découvert dans un premier tetmgs '’homme lie avec une haute
affinité le CRF (en particulier oCRF) ainsi querbuortine, I'urotensinel et la sauvagitié.

L’ARNmM du récepteur CRF1 est largement présent daeerveau, ou il est exprimé
dans les régions corticales, hypothalamiques, tipds et du cerveléf®?’° || est aussi

exprimé dans la glande pituit&iffet dans d’'autres tissus périphérigtfes.

2’1 Segre, G.V.;Goldring, S.R. Receptors of secretialcitonin, parathyroid (PTH)/PTH-related peptide,
vasoactive intestinal peptide, glucagonlike pepfidgrowth hormonr releasing hormone, and glucdugong
to a newly discovered G-protein-linked receptor ifgmTrends in endocrinological Metabolist®93 90, 309-
314.

272 perrin, M.H. ; Donalson, C.J. ;Chen, R. ; LewisAK: Vale, W.W. Cloning and fonctional expressiufra rat
brain corticotropin releasing factor (CRF) recepEmdocrinologyl993 133 3058-3061.

213 Lovenberg, T.W.; Liaw, C.W.; Grigoriadis, D.E.;@kenger, W.; Chalmers, D.T.; De Souza, E.B.; Citerfs
T. Cloning and characterization of fonctionnalgtitict corticotropin releasing-factor receptor splet from rat
brain.Proc Natl Acad Sci (USA)995 92 836-840.

2% Maya, A.; Iman, Q.A. ; Abdul, B.A-S. Charactetipm of three Corticoprotin releasing-factor Recefin
Catfish : A novel third receptor is predominantipeessed in pituitary and urophysiEndocrinology2001, 142
446-454,

25 Linton, E.A. ; Wolfe, C.D. ; Behan, D.P. ; Lowrf,J. A specific carrier substance for human cortigmn
releasing-factor in late gestational maternal pksmhich could mask the ACTH-releasing activity.
Clin.Endocrinol1988 28, 315-324.

278 Behan, D.P. ; Linton, E.A. ; Lowry, P.J. Isolatiohthe human plasma corticotropin releasing fabinding
protein.J. Endocrinol1989 122 23-31.

277 Dietrich, K.D. : Lehnert, H. ; De Souza, E.B. Gooprotin releasing-factor receptors : an overvi&xp.
Clin. Endocrimol. Diabeted997 105 65-82.

278 potter, E. ; Sutton, S.; Donaldson, C.; Chen,FRirin, M.; Lewis, K.; Sawchenko. P.E. ; Vale, W.W
Distribution of corticotropin releasing factor mRN&xpression in the rat brain and the pituitaBroc. Natl.
Acad. Sci1994 91, 8777-8781.
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Il est composé des 415 acides amiri@gure 47 Il comporte dans la premiéere et la
deuxiéme boucle intracellulaire ainsi que dansalidi@ C-terminale, des sites potentiels de N-
glycosylation et de phosphorylatiofia des protéines kinases C. Dans la troisieme boucle
intracellulaire, il posséde des sites de phosphtioyl via des protéines kinases A et des
caséines kinases#i° Ce récepteur a été aussi identifié chez la settiis rat. Dans ces trois

especes les ARNm codent pour 415 acides aminésuaecsomologie de séquence de 98 %.
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Figure 47 : Représentation des différents sous-typede récepteur (pour les différences : le CRF1 est
droite et le CRF2 est a gauche)

Chez les mammiferes, le récepteur CRF1 n'est pastdévis a vis du CRF de la
sauvagine, de I'urotensinel et de I'urocorfiffieTous ces peptides se lient au CRFR1 avec la

méme affinité et ont la méme capacité a stimulgréauction intracellulaire d’AMPE? En

2 Wong, M.L. ; Licinio, J. ; Pasternak, K.I.; Gold,W. Localization of corticotropin releasing horregqtCRH)
receptor mRNA In adult rat brain by in situ hybsaiion histochemistrfendocrinologyl994 135 2275-2278.
280 Chang, C.P. ; Pearse, R.V. ; O'Connel, S. ; Rdséri¥l.G. Identification of a seven menbrane hedizaptor
for corticotropin releasing factor and sauvagineneimmalian brainNeuron,1993 11, 1187-95.

281 gpeiss, J.; Radulovic, J.; Sydow, S. Charactéoizaif native corticotropin-releasing factor reaaptype 1
(CRFR1) in the rat and mouse central nervous systelfeurosci. Res1998 54, 507-521.

282 Chalmers, D.T.; Lovenberg, T.W.; Grigoriadis, D.Behan, D.P.; De Souza, E.B. Corticotrophin-réleas
factor receptors: from molecular biology to drugide. Trends Pharmacol Sc1996 17, 166-172.
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revanche, le CRFR1 du Xénope est le seul réceptdactif connu car il lie h/rCRF, XCRF,
I'urotensinel et I'urocortine avec une meilleurérié que oCRF et la sauvagif®,
Tableau 14

% %
Sous-type| Acides Homologie| Homologie
de - par par Liaison (K;, nM) Production d’AMPc (EC 5, nM)
. aminés|
récepteur rapport rapport
au hCRF; | aurCRF;
r/hCRF| urocortine| sauvaging r/hCRF | urocortine| sauvaging
hCRR 415 100 97.1 10 0.6 1.6 1.1 0.8 1.7
hCRRy 411 68 67.5 416 2.0 5.2 10 0.2 0.2
hCRRy 431 66.5 64.9 50.1 1.6 3.2 3.0 0.1 0.3
hCRRy 397 67.3 68 25 1.4 32 3.0 4.0
rCRR, 415 97.1 100 4.1 1.7 4.3 4.0 4.0
rCRFy 411 68.2 67.5 192 2.8 5.2 20 0.5
rCRFy 431 65.7 65.5 297 1.8 4.3 3.0 0.1
cfCRR; 428 88 14 7.1 0.6 1.6

Tableau 14 : Caractéristiques des sous-types de sfteurs du CRF chez I'homme et le ratg) souris

lll 2 : Le récepteur CRF2

Le récepteur CRF2 possede trois variantes staletudistinctes, CR62 CRFZ et
CRF%.

lls ont une meilleure affinités pour les urocorsir(e 11** et 1119, I'urotensine | et la
sauvagine que pour le CRE?’" Les urocortines | et Il constituent les deux fids
endogenes spécifiques pour le récepteur CRF2.

Chez le rat et la souris, CRFR2 est seulemeniragpilans le bulbe olfactif, le septum
latéral, le noyau ventromédial hypothalamique,rdegaux corticaux médians et postérieurs

des amygdales et le noyau mésencéphafitfifé’

283 Dautzenberg, F.M.; Dietrich, K.; Palchaudhuri, M.Bpiess, J. Identification of two corticotropigleasing
factor receptors from Xenopus laevis with high tigaselectivity: unusual pharmacology of the typedeptor.J
Neurochem1997 69 1640-1649.

84 Reyes, T.M.; Lewis, K.;Perrin, M.H.; Kunitake, K;&aughan, J.; Arias, C.A.; Hogenesch, J.B.; Gsilyh;
Rivier, J.; Vale, W.W. Urocortin Il: a member ofetltorticotropin-releasing factor (CRF) neuropepfa®ily
that is selectively bound by type 2 CRF receptBrsc. Natl. Acad. Sci. USRP01, 98, 2843-2848.

285 | ewis? K.; Li, C.; Perrin, M.H.; Blount, K.; Kursike, K.; Donaldson, C.; Vaughan, J.; Reyes, T.Mily&s,
J.; Fischer, W.; Bilezikjian, L.; rivier, J.; Sawatko, P.E.; Vale, W.W. Identification or urocortimk, an
additional member of the corticotropin releasingtéa (CRF) family with high affionity for CRF2 reptor.
Proc. Natl. Acad. Sci. USR001, 98, 7570-7575.
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12 1: Le récepteur CRF2a.

Le récepteur CRR2n’est pas seulement présent dans le cerveau,ltioezme il a
été aussi découvert dans des cellules mononucédares le coldie.

Il est composé de 411 acides aminés avec une hgmaadlie séquence de 70% par
rapport au récepteur CRFR1 humdtigure 47

Dans des cellules stables transfectées, le récept€@RF2. a les mémes
caractéristiques pharmacologiques que le récepRF2Z. de rat, le niveau d’AMPc

intracellulaire augmente en présence d’urocortined® CRF.

Il 2 2: Le récepteur CRF2p

Le récepteur CRA2n’est pas exprimé dans le parenchyme. Chez |¢'A®&Nm du
récepteur est présent dans le cceur, les musclesjuklette, tractus gastro-intestinal, les
artérioles cérébrales et dans les artéres du pfékus

Il est composé de 431 acides aminés avec une hgmalie séquence de 66% par
rapport au récepteur CRFR1 humain.

Le récepteur humain CRpB2lie l'urocortine avec une meilleure affinité que |
sauvagine (5 fois) et le CRF (30 fois), cela sugggue l'urocortine est son ligand

naturel?’328°

Il 2 3: Le récepteur CRF2y

Le récepteur CRF2n’a été décelé que dans le cerveau hufidin.

Il est composé de 397 acides aminés avec une hgraade séquence de 67 % par
rapport au hCRFR1.

Il posséde une affinité comparable aux autres ismde du récepteur CRF2 pour

I'urocortine, mais il est 10 fois moins actif panduire la libération d’AMPc.

8 | ovenberg, T.W.; Chalmers, D.T.; Liu, C. De SoufaB. CRF2 and CRFB receprtor mRNAs are
differently distribued between the rat central mery system and peripheral tissuéadocrinology, 1995 136
4139-4142.

87 van Pett, K.; Viau, V.; Bittencourt, J.C.; ChanKR Li, H.Y.; Arias, C.; Prins, G.S.; Perrin, Wale, W.;
Sawchenko, P.E. Distribution of mMRNAs encoding QREeptors in brain and pituitary of rat and mouke.
Comp. Neurol.200Q 428 191-212.

288 Muramatsu, Y. ; Fukusshima, K. ; lino, K.; Totsuie; Takahashi, K.; Suzuki, T.; Hirasawa, T.;Ta&ma,
J.; Ito, M.; Nose, M.; Tashiro, A.; Hongo, M.; OKY,; Nagara, H.; Sasano, H. Urocortin and corticpin-
releasing factor receptor expression in the hunadonic mucosaPeptides200Q 21, 1799-1809.

289 vsaldenaire, O.: Giller, T.; Breu, V.: Gottowik,; Kilpatrick, G. A new functional isoform of the man
CRF2 receptor for corticotropin-releasing fac®iochim Biophys Actd 997, 1352 129-132.

29 Kostich, W.A.; Chen, A.; Sperle, K.; Largent, BMolecular identification and analysis of a noveinfan
corticotropin-releasing factor (CRF) receptor: TBRF2 gamma receptoMol Endocrinol, 1998 12 1077-
1085.
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lIl 3 : Le récepteur CRF3

Trois récepteurs du CRF ont été récemment décauebdz une espéce de poisson-
chat @Ameiurus nebulosy$™ Parmi ces récepteurs, le cfCRF1 (cf pour catfigli)a une
homologie de séquence de 93 % avec le récepteurrhCR cfCRF2 qui a une homologie
de 88 % avec le récepteur mCRF2 et le cfCRF3 duneforitairement présent.

L’ARNmM du récepteur cfCRF3 est présent en abonddaos la glande pituitaire mais
il est aussi exprimé dans I'urophyse.

Il est composé de 428 acides aminés et a une hgeale séquence de 89% avec le
récepteur mMCRFRL1.

Il posséde une bonne affinité vis a vis du CRHwetensine et de la sauvagine (Ki :
1.4, 6.5 et 7.1 nm) et induit la libération ’AMBECs: 0.6, 0.7 et 1.6).

lIl 4 : Les récepteurs chimériques

Afin de déterminer les sites de liaisons des mdééscsur les récepteurs, plusieurs
équipes ont mis en place la construction de rénepthimériques>?

Ces chimeéres ont permis de mettre en évidenceeguesidus 70 & 89 sont impliqués
dans la liaison au récepteur CRF1.

La contribution de la troisieme boucle extracell@aa la liaison du CRFR1 a été
étudié en détail par la construction d’un réceptehimériqué’® Le remplagant de cette
boucle par la troisieme boucle du récepteur duaglan, entraine une perte totale de l'affinité
pour les ligands oCRF, h/rCRF et urocortine. Ceslltats, sont en accord avec les résultats
obtenus en construisant un récepteur chiméere émt€RF et celui GHRH. Vale et col
pensent que le domaine N terminal et la troisiemécle extracellulaire sont indispensables
pour la liaison au récepteur CRP%.Cette boucle est impliquée dans I'affinité ainsieq
I'activation du récepteur CRF1 ; elle a donc ureréapital. Elle doit probablement interagir

avec les résidus 1 & 11 de la partie N terminal€RE.

291 Arai, M. ; Assil, 1.Q. ; Abou-Samra, A.B. Charadmation of three corticotropin_realeasing factecaptors
in catfish: A novel third receptor is predominanglypressed in pituitary and urophysiadocrinology,2001,
142, 446-454.

292 Dautzenberg, F.M.; Wille, S.; Lohmann, R.; Spieds,Mapping of the ligand-selective domain of the
Xenopus laevis corticotropin releasing factor reeepmplications for the ligand-binding sitBroc. Natl. Acad.
Sci. USA1998 95, 4941-4946.

293 Sydow, S.; Flaccus, A.; Fischer, A.; Spiess,. Toke of the fourth extracellular domain of the rat
corticotropin-relaesing factor receptorElr J Biochem1999 259 55.

29 perrin, M.H.; Sutton, S.; Bain, D.L.; Berggren, W. Vale, W.W. The first extracellular domain of
corticotropin releasing factor receptorl containajan binding determinants for urocortine and asires
Endocrinology, 1998 139 566-570.
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Afin de déterminer les acides aminés de la partieemhinale du récepteur CRF1
responsables de la liaison aux analogues du CRFédepteurs mutés ont été construits en
remplacant spécifiguement les résidus de hCRFRX@ax correspondant aux positions du
domaine N terminal du récepteur de type 2 du VIRdin (Vasoactive Intestinal Peptidé.
Deux régions se sont avérées étre importantes hiesspour la liaison des agonistes et des
antagonistes que pour I'activation par des agomistelles des résidus 43 a 50 et 76 a 84.
Cette deuxieme région est aussi impliquée danéléetivité du récepteur CRFR1 du xénope
vis & vis des ligands peptidiques du C&¥F.

La délétion de la partie C terminale du récepteRFC de 38 résidus entraine une
diminution notoire de la liaison avec oCRF alorse qiactivité n’est que légérement
affectée’®® La partie C terminale et en particulier la régadjacente au domaine trans-

membranaire 7 semble étre impliquée dans le coeag protéines G.

Cette stratégie a aussi été employée pour détertemeaites de liaisons au niveau des
récepteurs CRFZ’ Les récepteurs chimériques dans lesquels les dema terminaux de
hCRFR2 ou xCRFR2 remplacent celui du hCRFR1, liens les peptides CRF sans aucune
sélectivité et avec une haute affinité. Par cogtrend le domaine N terminal de hCRER)
XCRFR2 remplace celui de XCRFR1 il y a une baigggfcative de l'affinité.

Les récepteurs chimeres incorporant le domaineriital de xCRFR1 en lieu et
place de hCRFR2 et xCRFR2 montrent un profil phaotwique similaire a celui des deux
protéines parentes CRFR2. Cela montre que la sélécde CRFR2 réside dans les 3
premieres boucles extracellulaires. Les réceptehiraériques ou le domaine N terminal de
XCRFR1 remplace ceux de hCRFR2 et xCRFR2 ont deaaawx profils pharmacologiques et

lient h/rCRF, urocortine et sauvagine avec unelme affinité que le oCRF.

La fonction essentielle du domaine N terminal danmgcepteur est de fixer la partie C
terminale du ligand et d'orienter la partie N temale de ce ligand vers la troisieme boucle

extracellulaire du récepteur. Cette hypothese avéliédé par la préparation d’'un récepteur

2% wille, S.; Sydow, S.; Palchaudhuri, M.R.; Spieks,Dautzenberg, F.M. Identification of amino adidghe
N-terminal domain of corticotropin-releasing facteceptor 1 that are important determinants of Jaiffimity
ligand binding.J Neurochem1999 72, 388-395.

296 Sydow, S.; Radulovic, J.; Dautzenberg, F.M.; SpidsStructure fonction relationship of differeiomains of
the rat corticotropin-releasing factor receptoretylpin ligand bindingMol Brain Res1997, 52, 182-193.

297 Dautzenberg, F.M.; Kilpatrick, G.J.; Wille, S.; #iger, R.L. The ligand-selective domains of cortiepin-
releasing factor type 1 and type 2 receptor regiddifferent extracellular domains: generation dinceric
receptors with a novel ligand-selective profileNeurochem1999 73 821-829.
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hCRFR1 activé® Ainsi un chimére du hCRFR1 a été modifié en reqaia les résidus N-
terminaux 1 a 111 du récepteur par la séquencamirtale 1 & 16 du ligand h/rCRF. Les
résultats ont montré que le récepteur chimere cadtive, car il y a une augmentation de
production d’AMPc 25 fois supérieure au niveau bas&0 fois supérieure en présence d’'un
puissant antagoniste non peptidique sélectif delCRF

Pour conclure nous pouvons dire que le domaineriit@l et la troisieme boucle
extracellulaire forment le site de reconnaissamitgai du ligand et la troisieme boucle est
responsable de la sélectivité entre les agonistastagonistes peptidiques. Le domaine C-
terminal et la troisieme boucle intracellulaire s@sponsables de la transduction du signal.
Les boucles extracellulaires 2 et 3 du CRFR2 sembi@pliquées dans la liaison de

l'urocortine.

lII'5 : Le « CRF-binding protein »

CRF-BP est une protéine soluble de 37 kDa quéa&hs un premier temps identifiée,
isolée et purifiée du plasma humaff?"

L’ADNc du récepteur hCRF-BP code pour une proté&oetenant 322 acides aminés
qui posséde un site de N glycosylation et 11 résaystéines. Chez le rat, les caractéristiques
sont les mémes avec une homologie de séquence We°8E° CRF-BP n'a pas de
similitudes structurales avec les récepteurs du GiRiRus.

En ce qui concerne l'affinité des ligands de laiflardu CRF pour CRF-BP, I'ordre
est le suivant: urotensine > urocortine > h/rCRBauvagine > oCR¥E'*%? |'analyse
biochimique des ligands capables d’interagir avR&®BP montre que la partie importante du
CRF requise pour la liaison au CRF-BP est compeigee les résidus 9 a 28. La séquence
requise est distincte de l'affinité pour CRFR1 gécessite comme ségquence minimale les

résidus 12 & 43334 A noté aussi que les analogues non-amidés de R/rBRRCRF(1-41),

2% Nielsen, S. M.; Nielsen, L. Z.; Hjorth, S. A.; Fler M. H.; Vale, W. W. Constitutive activation téthered-
peptide: corticotropin-releasing factor receptanras.Proc. Natl. Acad. Sci200Q 97, 10277-10281.

29 potter, E. ; Behan, D.P. ; Fischer, W.H. ; LintBnA.; Lowry, P.J.; Vale, W.W. Cloning and charaization
of the cDNAs for human and rat corticotropin-relagsactor binding proteindNature,1991, 349 423-426.

390 Behan, D.P. ; Potter, E. ;Lewis, K.A.; JenkinsAN.Copeland, N.; Lowry, P.J.; Vale, W.W. Cloningda
structure of the human corticotropin-releasingdatinding protein gene (CRFBBenomics1993 16, 63-68.
%01 Kemp, C.F.; Woods, R.J.; Lowry, P.J. The cortiophin-releasing factor binding-protein: an act eeval
parts.Peptides,1998 19 1119-1128.

%92 Sutton, S.W. ; Behan, D.P. ; Lahrichi, S.L.; KajsR.; Corrigan, A.; Lowry, P.J.; Potter, E. ; Reriv.H.;
Rivier, J.; Vale, W.W. Ligand requirement of the niman corticotropin-releasing factor-binding protein.
Endocrinology, 1995 136 1097-1102.

393 Behan, D.P.; Heinrichs, S.C.; Troncoso, J.C.; Xuj,.; Kawas, C.H.; Ling, N.; De Souza, E.B. Diggment
of corticotropin-releasing factor from its bindipgotein as a possible treatment for Alzheimer'sdse Nature,
1995 378 284-287.
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h/rCRF(9-33) et h/rCRF(6-33) se lient au CRF-BPsent inactifs sur les récepteurs du
CRﬁOZ,llG?

En revanche, le fait que I'astressine, un antag@misnstruit a partir de h/rCRF(12-41)
se lie mal au CRF-BP met en évidence Iimportanes tésidus 9 a ¥ Ce manque
d’affinité pour CRF-BP est utilisé pour contrélea fualité des molécules antagonistes
utiliséesin-vivo.

L’expression de CRF-BP dans le cerveau et la glgitdéaire est commune & toutes
les espécé® et chez les primates il est aussi localisé dansaeent2® le sang™>?Cet le
foie 2%

Le réle physiologique de CRF-BP résulte de la difi€e cinétique d’association et de
dissociation entre le CRF et les deux types depténes (CRF-BP et CRFR1Y’ Alors que le
taux d’association est sensiblement le méme poulf-BR et CRFR1, celui de dissociation
est de 2.2 minutes pour CRFR1 et 64 minutes pol¥-BR. Cela conduit a une diminution
du taux de CRF libre dans le milieu. Le CRF-BP pgeuer un réle de modulateur du taux
circulant de CRR%®

A ce jour, le réle de ce récepteur n'est pas alaénet défini et aucune étude

n’explique les raisons de la formation du complertre le CRF et le CRF-BP.

%04 Behan, D.P.; Grigoriadis, D.E.; Lovenberg, T.; lohers, D.; Heinrichs, S.; Liaw, C.; De Souza, E.B.
Neurology of corticotropin-relesing factor (CRF)ceptors and CRF-binding protein: implications ftie t
treatment of CNS disorderslol. Psychiatry, 1996 1, 265-277.

395 potter, E. ; Behan, D.P.; Linton, E.A.; Lowry, PSawchenko, P.E.; Vale, W.W. The central distiinof a
corticotropin-releasing factor (CRF)-binding protgiredicts multiple sites and modes of interactioith CRF.
Proc. Natl. Acad. Sci1992 89, 4192-4196.

3% petraglia, F. ; Potter, E. ; Cameron, V.A.; Suitdn Behan, D.P.; Woods, R.J.; Sawchenko, P.Byry,0
P.J.; Vale, W.W. Corticotropin-releasing factor-tiimg protein is produced by human placenta anduinérine
tissues.J. Clin. Endocrinol. Metabol1993 77, 919-924.

%97 De Souza, E.B. Corticotropin-releasing factor ptoss in the rat central nervous system: charatéon and
regional distributiond. Neuroscience1987, 7, 88-100.

398 Turnbull, A.V. ; Rivier, C. Corticotropin-releaginfactor (CRF) and endocrine responses to streB§ C
receptors, binding protein and related peptiéeesc. Natl. Acad. Scil997, 215 1-10.
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IV : Réles physiologiques et physiopathologiques dGRF

Le CRF joue un role important dans la régulation’aee adreno-pituitair®® et au
niveau du systeme nerveux cenffat® Mais il est aussi impliqué entre autres dans les
systémes cardiovasculaif®, gastrointestinal'’ dans l'inflammatiorf’? la reproductiofi et
les problémes d'anorexi et d’obésitd™° et dans la régulation de la balance énergétitfuk.
est aussi responsable de désordres psychologiqudsest impliqué dans la maladie

d’Alzheimer3’

IV 1 : Roéles physiologiques

Le CRF est impliqué dans la régulation d'un cartaiombre d’hormones
neuroendocriniennes au niveau de la glande piteitgtide I'hypothalamus. C’est le principal
régulateur physiologique de la sécrétion d’ACTH4dié stress'® de p-endorphine et d’autres
peptides de la glande pituitaif®.L’administration de CRF inhibe la sécrétion déulgine et
de 'hormone de croissance. Les récepteurs musgaeis et cholinergiques sont impliqués
dans les effets de l'acétylcholine sur la sécrétlonCRF ; la sérotonine serait également
impliquée.

L'utilisation d’opiacés ou de benzodiazépines iehila production de CRF. Les
glucocorticoides qui sont impliqués dans le réwmatdle négatif de I'axe hypothalamique-

adrenocortical-pituitaire sont aussi de puissattigiteurs.

309 Rivier, J.; Plotsky, P.M. Mediation by corticotinpeleasing factor (CRF) of adenohypophysial hoenon
secretionAnnual review of Physiolog$986 48, 475-494.

310 Fisher, L.A.: Rivier, J.; Rivier, C.; Spiess, Vgle, W.W.; Brown, M.R. Corticotropin-releasing fac (CRF):
central effects on mean arterial pressure and ha@Endocrinology, 1982 11Q 2222-2224.

%11 Tache, Y.; Goto, Y.; Gunion, M.; Vale, W.; Riviek; Brown, M. Inhibition of gastric acid secretionrat by
intracerebral injection of corticotropin-releasifegtor. Science1983 222 935-937.

312 Karalis, K.; Sano, H.; Redwine, J.; Listwak, S.il#&r, R.L.; Chrousos, G.P. Autocrine or paracrine
inflammatory actions of corticotropin-releasing tmamein-vivo. Science 1991 254 421-423.

313 Rivier, C.; Vale, W.W. influence of the corticopin-releasing factor on reproductive functionghe rat.
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Le CRF est aussi impliqué dans la stimulation 'detilvité électrique des neurones
dans plusieurs parties du cerveau, entre autre deelett’® I'hypothalamud® et
I'hippocampe®*! Il est ainsi responsable de I'augmentation detil/aé électrique du cerveau
et il augmente la vigilance et diminue le tempssdmmeil. A haute dose, il est responsable
d’attaques cérébralé®

Les études menées sur les effets gastro-intestidauCRF montent qu'il inhibe la
sécrétion gastriqu&>

Des actions pro-inflammatoires ont été mises eide@ice chez le rdt? Cela se
traduisant par une dégranulation des cellules rogistives de la peau et par une augmentation
de la perméabilité vasculait&' 3>

De nombreuses études ont aussi mis en évidencke dLiRF et ses récepteurs étaient
largement impliqgués dans les fonctions reprodustigleez 'homme. Il est produit dans le
placenta?® I'endomeétre®?’ les ovaire¥® et les testicule¥’ Chez le male il exerce une
régulation inhibitrice de la production de stéraidians les cellules de Leydf].Chez la
femelle, il aurait un réle inhibiteur dans la réafidon des estrogénes et des glucocorticoides,

19 Fox, E.A.; Gruol, D.L. Corticotropin-releasingcfar suppresses the afterhyperpolarization in esiab
purkinje neuronsNeurosci. Lett.1993 149 103-107.
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et induirait la production de prostaglandine (RGE il entrerait aussi dans les mécanismes

de contraction du myomet?é?

IV 2 : Implications du CRF dans les pathologies humines

De nombreuses études clinigues ont montré que deégdlation de laxe
hypothalamique-adrenocortical-pituitaire joue udle primordial dans la dépression ainsi que
les désordres liés a lanxiét®**3° On peut donc suggérer qu'il existe un
disfonctionnement dans le systéme de régulatiorCRE chez ces patients. Ils ont ainsi
découvert un taux élevé de CR¥dans le liquide cérébro-spinal ainsi qu’une dirtiom du
nombre des récepteurs du CRF dans le cerfédle taux peut étre ramené a la normale par
une thérapie électroconvulsiv¥.

Dans les maladies comme la dépression, I'actiant@iépresseurs a pour effet, dans
certaines zones du cerveau, de diminuer la praslude CRF et d’augmenter celle des
récepteurs (cette production de récepteurs esinglitemise en place par I'organisme pour
compenser la suppression chronique de sécréti@Re>3°
Le CRF serait aussi impliqué dans les phénomémesépendance aux drogié3Les

patients en cours de sevrage sont généralementis@umne irritabilité, un stress et ont
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hormone (CRH) in normal and pregnant uterus, Phygical implication.Frontiers in Biosciencel 996 1, 1-8.

332 Benedetto, C.; Petraglia, F.; Marozio, L.; Chiamgl L.; Florio, P.; Genazzani, A.R.; Massobrio, M.
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généralement tendance a déprimer. L'expositionteass chez des rats sevrés a pour effet
d’augmenter le taux de CRF et provoque chez etyprocessus de recherche de drotftie.
Plusieurs études ont montré une corrélation det@RF et la maladie I'’Alzheimét’
Une diminution du taux de CRF supérieure & 50%éaoétervée dans le liquide cérébro-
spinal et une augmentation du nombre des récepaeéts constatée dans plusieurs zones du
cerveau comme les lobes temporaux, pariétaux @pimaex3*23** Ce dysfonctionnement
serait peut étre d0 & un probleme de dissociatiocothplexe CRF/CRF-BP qui empécherait
de relarguer le CRF dans le mili##3*°Le CRF serait aussi impliqué dans d’autres masadie

neurodégénératives comme la maladie de Parkit{&on.
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Chapitre 1 : Protocole de modélisation

Le protocole de modélisation moléculaire est déariutilisant I'acide 3(S)-amino-2-

oxo-1-pyrrolidinacétique (motif CHigure 1.

N COOH
H,N ‘ ~—

O

Figure 1 : Motif C5
Pour tous les autres monomeéres, le méme protocété appliqué, afin de pouvoir
comparer les aptitudes des oligomeéres obtenus sirgeturer en hélice stable. Toutes les

simulations ont été réalisées dans le vide.

| : Minimisation du motif unitaire

Cette premiere étape consiste a réaliser uneléaotuhformationnelle. Pour cela nous
avons soumis le motif unitaire (sous la forme ajydiédue) a un algorithme qui alterne une
dynamique moléculaire a haute température (100@tKline minimisation d’énergie. Cet
algorithme est répété 100 fois et permet d’obt&BD conforméres énergétiquement stables.
Nous choisissons comme candidat, le conformérdute lpas en énergie donc le plus stable.

Celui-ci sert de point de départ pour la deuxiétaped Le fichier est nommé « C5_0 »

ok 680 sAna Ao A A 4o M oM s A aa «

A a a a & & ML A ML AL &4

¢ 22.00

21.50
)

EKcal)>

o M a A AA A AA MM AMA AA A A 'S MAA M A

21.00
)

N\

.YV b & A a4 4 M M 0A A oy

R

16 20 30 40 S0 60 70 80 90 100
Conformation

Figure 2 : Famille conformationnelle du motif C5
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Dans ce cas, la molécule prend 4 conformationf@rdifites qui sont fonctions de
I'orientation du bras acide et de la torsion duleydlous avons sélectionné le monomere le
plus stable (frame 12, E : 20,8050 kcal/mol) peupdint de départ de la deuxieme étape.

Il : Etude de la variation des angles diedres
[I'1 : Construction du motif Ac-C5-NHMe

La deuxieme étape du protocole consiste a faimenvdes angles diedres de la
molécule. Pour cela, il faut dans un premier tempgslifier les extrémités du monomere en
ajoutant du coté N terminal un groupement acétylellecoté C-terminal un groupement

aminométhylgFigure 3). Le fichier obtenu est appelé « mecoC5nhme_1 ».

Figure 3 : modification des extrémités C et N ternmales

Les angles diedres ainsi générés sont appelés P2 et Psi3 par homologie avec la
nomenclature des angles dans la chaine peptiditarggle Psi2 est constitutif du cycle a cing
chainons et ne peut pas varier, il n’est donc pagsgm compte et les liaisons amidiques ont

des angles de 180°.

Il 2 : Etude de la variation des angles diedres
L’étude consiste a faire varier les angles avepamde 30° afin de générer un grand

nombre de conforméres. Avec cet intervalle, on g8 positions par angles et doné,13
10z
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soit 2197 conformations. Les conformations génénéesont que des fichiers de construction,
chaque fichier est ensuite minimisé. Ainsi le feahdle construction mecoC5nhme_1.14 donne
le fichier minimisé mecoC5nhme_1.2211 (2197+14).

Dans le tableau ci dessous, sont représentés lbraahe conformeres et la valeur du

pas utilisé en fonction du nombre d’angl@ableau 1)

Nombre d'angles Pas de langle Nombre de fic_hiers Nompre_ total de
de construction fichiers
2 10° 1369 2738
3 30° 2197 4394
4 45° 6561 13122

Tableau 1 : Nombre de fichiers en fonction du nomk® et du pas de I'angle

Du fait de I'élaboration du fichier de constructipar incrémentation de la valeur de
I'angle, les énergies sont généralement trés peoche fichier de minimisation généré
conduit a trés peu de structures qui corresporaldet puits de potentiel.

Pour comparer les différents monomeres on s’appwida variation de la distanck
entre le C du carbonyle du groupement acétyle & u NHMe ; sur I'angle diédr&au
entre les liaisons CHCO et NH-Me et la variation d’énergi€Figure 4). On obtient donc

un graphe fonction de d, Tau et I'énergie que oréte a 5 kcal/mdGraphique 1).

Figure 4 : Représentation de la distance d et dealhgle diédret

Sur le graphique 1, les conforméres sous contraifdegle sont représentés en
triangles rouges. Lorsqu’on libere ces contraintas,obtient des points de convergences

représentés par des cercles bleus.
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Graphique 1 : Graphe f (d,, E)

Nous avons classé les conformeres libérés des atmies d’'angle par énergie

croissante et ils nous servent de point de dépaurtlp troisieme étape du protocole.

[l : Construction et comparaison des oligomeres

Les conformeres les plus stables ont été séle@®mour étre oligomérisés. Ainsi

nous allons pouvoir comparer leur aptitude a adapte structure réguliére de type hélice.

lll 1 : Constructions des décameres

Pour construire les décaméres nous utilisons lif nnataire MeCOC5NHMe le plus
stable que nous assemblons pour obtenir, MeCQfdHMe. On applique les contraintes
d’angles Phi2, Phi3 et Psi3 obtenus a la deuxietmpedGraphique 1) sur I'ensemble de
I'oligomére (Figure 5). Nous obtenons ainsi un fichier de constructiopedp C5 10 X.1 (X

représentant un des points de convergence ded'¢@tédente).
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Figure 5 : hélice de construction de I'oligomere 1 correspondant au monomere n°1

[l 2 : Minimisation moléculaire

La deuxieme partie de cette construction consistappliquer un algorithme de
minimisation moléculaire sans contrainte sur ldiéic précédent. Cela permet a la molécule
de s’affranchir des valeurs d’angles imposées Hésulte une nouvelle conformation du type
C5_10_X.2 dont I'énergie et la structure nous srde criteres pour comparer les différents

polyméres entre euxFigure 6)

Figure 6 : Minimisation sans contrainte de I'oligonere N°1 162,3 Kcal/mole
Il 3 : Dynamique moléculaire par chauffage a 300 K

Nous réalisons une dynamique moléculaire & 30€irkKde déterminer la stabilité des
structures générées lors de la minimisation sansaiate. Le fichier ainsi généré est du type
C5_10 X.3. Nous pouvons donc déterminer si unectstre en hélice est possible, peu
probable ou improbable. Si la différence entrestesctures des parties 2 et 3 est minime, on
peut présumer que la structure pourra existerel@irrest pas le cas, on éliminera ce choix de
molécule. Pour le polyC5, l'allure de la moléculehauffée » est comparable a celle de la
molécule minimisééFigure 7).
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Figure 7 : Oligomére n°1, chauffé & 300 K
Dans le tableau ci-dessous sont représentés teusotfdormeres structurés obtenus

dans la deuxiéme partie de la troisieme étape kostructure a été confirmée ou non par

chauffage.

N° EmotifKcal/mole dmotifA | tmotif | EoligoKcall | doligoA Toligo €
mole

1 14.84 6.67 -24.41° 162.27 | 6.040.22) | .13.5(7.24) [0.70

2 14.92 7.05 111.10 201.04

3 17.64 7.52 -23.73° 225.16 | 7.4740.03) | .p5410.64) [ 1.88

4 17.69 7.83 134.27° 228.77 cassé

5 18.24 5.03 -41.14° -41.14 cassé

6 18.60 6.60 51.08° 236.73 | 5,0d0.29) [ -36,3¢24.47)[ 0.90

Tableau 2 : Comparaison des différents conforméred’oligomeres de C5

Le conformere le plus stable est le n°1 (162,27/kad). Ce conformére régulier est
lui-méme issu du monomere le plus stable (14,8¥rked). L’hélice obtenue possede un pas
10€
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a droite avec un pas de 2,23 et le diamétre du squelette est de 5‘562L’epsillon

(e) représente le rapport entre la longueur de I'hélatenue et celle de la décaalanine (13,79
A). Nous avons représenté dans le tableau ci-dpsésaractéristiques conformationnelles de
I'hélice n°1, on peut ainsi remarquer I'hnomogénélts valeurs d’angles et de distance de

chacun des résidus qui composent I'hélice.

c5s10 1 d tau phi2 phi3 psi3
Motif unitaire 6.67 -24.41 -157.16 -85.19 78.06
Oligomére
6.59 2.86 -104.21 -76.10 68.44
7.10 -14.00 -166.58 -75.68 68.60
7.08 -18.01 -167.56 -80.12 66.03
7.12 -15.56 -168.29 -77.31 67.02
7.10 -11.47 -169.92 -78.98 65.92
7.11 -14.17 -169.53 -76.27 67.06
7.08 -12.81 -170.38 -80.25 64.62
7.16 -11.04 -170.01 -73.32 72.10
6.93 -19.41 -167.54 -85.98 62.61
7.48 -25.11 -173.84 -87.28 82.33
Moyenne 7.08 -13.87 -162.79 -79.13 68.47
Ecart-type 0.22 7.24 20.68 4.50 5.49
Distance N2---C9 17.10

Tableau 3 : Caractéristiques de I'hélice C5

IV : Incorporation dans la séquence du hCRF et dynanique

Nous avons décidé de remplacer I'hélicdu hCRF par un enchainement de mimes
contraints de dipeptides. Il nous a donc fallu éieer le nombre d’amino-acides que nous
voulions remplacer, tout en conservant une oriantades extrémités C et N terminales du
CRF. Pour cela nous avons du faire un ajustemantadongueur de I'hélice, dans le but de

conserver l'orientation observée dans le CRF.

IV 1 : Incorporation de I'hélice dans la séquence

Avant de remplacer les acides aminés de la séquBnb€RF, nous avons modélisé
le peptide naturel afin de déterminer les orieatetipréférentielles des extrémités C et N-
terminaleg(Figure 8). Dans un premier temps, les acides aminés ded6omt3été remplacés
(longueur de 44,21 A). Les résidus 35 et 36 sangihine et la lysine et jouent un role
important pour la liaison au récepteur, c’est iaaga pour laguelle nous avons décidé de les

conserver.

SEEPPISLDLTEFHLLREVLEMARAEQLAQOAHSN RKLMEII-NH »
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Figure 8 : Minimisation du hCRF

Pour déterminer le nombre de monomeéres & incorpor@us avons mesuré les

longueurs de toutes les hélices des molécules tisgleées qui sont compilées dans le

chapitre 3. Pour le motif C5 nous avons calculél dailait 21 monoméres pour substituer les

29 acides aminés.

Nous avons construit une nouvelle hélice de 2dussa partir du décamére n°l que

nous avons ensuite minimisé par le méme algoritdemeonstruction des polymeres. Nous

avons ensuite ajouté les extrémités N-terminal&SéHGlu-Glu-Pro-Pro-) et C-terminale (-
Arg-Lys-Leu-Glu-lle-lle-NH,) gque nous avons orientées comme pour le hCRFIddnithme

de minimisation a été appliqué a cet analogue.

\ Mg o 73 _"“\ = |l ;__'_‘ !_‘L _
e 0 Y Al AR T AT A3 YR
/-GN S
[ LN

Figure 9 : Hybride du hCRF, SEEPP-(C5);-RKLMEII-NH , minimisé sans contraintes

A cette étape, on peut superposer manuellemeriRkedt 'analogue afin de comparer

la longueur de I'hélice et l'orientation des extitfs. Nous nous sommes apercus que

I'nybride comprenant 20 résidus avait une meilleewbérence de structure et se superposait

plus efficacement au hCRF. Pour pouvoir s’assueetadstabilité de I'hybride et ensuite le

comparer a la molécule naturelle nous avons applinualgorithme dynamique.
10¢



PARTIE Il : MODELISATION Chapitre 1 : Protocole arodélisation

IV 2 : Dynamique moléculaire

Cet algorithme est un recuit simulé, qui consitehauffer la molécule a 300 K
pendant 5 ps (picoseconde) avec un prélevemer kesi0.1 ps. Il en résulte donc 51 fichiers
qui sont ensuite superposés en utilisant commererde superposition le centre de masse de
la molécule. Nous n’avons arbitrairement représegutén fichier sur quatre afin de faciliter

la visualisation.

Figure 10 : Dynamique sur SEEPP-(C5)-RKLMEII-NH

L'orientation de la partie C-terminale ne variesgaeaucoup lors du chauffage. En
effet si on compare les valeurs de RMS (root memmaig derivation), on remarque qu’elles
sont faibles, ce qui correspond a une bonne supkigo des conforméres et donc a une
stabilité de la structure.

L’hélice artificielle n’est pas déformée par I'ége apportée par le chauffage. Cela
montre une stabilité de ce type de structure h@laze I'enchainement de poly C5.

Pour la partie N-terminale, I'orientation variealneoup plus que la partie C-terminale,
mais reste dans une zone assez restreinte etayeh@ds un trés grand espace. Pour pouvoir
comparer les orientations, les mémes calculs sapiigaé au CRF.

IV 3 : Comparaison avec la molécule naturelle

On peut donc comparer le hCRF et l'analogue airpdds deux dynamiques

moléculaires réalisées.
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hCRF Hybride SEEPP(C%RKLMEII-NH

Figure 11 : représentation en ruban des dynamiquesioléculaires du hCRF et de I'analogue
SEEPP(C5,0RKLMEIl -NH,

Il ressort de cette étude de dynamique moléculgike 'nomologie entre le CRF et
I'analogue est grande. Le diamétre apparent dédinértificielle est plus important que celui
de I'hélice a, mais I'absence de chaines latérales dans I'héee’hybride compense
'augmentation de volume. L'extrémité C terminal@rge orientation comparable a celle du
CRF, quant a celle de la partie N terminale, edlmlsle un peu plus décalée.

Aux vues de ces résultats, on peut donc envidagarise en place de la synthése
chimique de la molécule hybride SEEPP(GRKLMEII-NH ».

Ce protocole est appliqué a toutes les moléculesngus avons sélectionnées pour la

synthése d’hydrides non peptidique du CRF qui sgrasentés dans les prochains chapitres.
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Chapitre 2 : Liste des molécules modélisées

Les motifs contraints sélectionnés dans la littéea (mimes de dipeptides et de
tripeptides) ont tous été soumis a une étude deilisation moléculaire. Les résultats sont
consignés dans le tableau suivaableau 4

Ce tableau compile les résultats avec dans laiprermolonne le nom du fichier et la
nomenclature chimique ; dans la deuxiéme, la stractdans la troisieme, les caractéristiques

des décameéres et dans la derniére, le choix dgdati®n.

Sélection et
o Nom du fichier . Caractéristiques | détermination
N Structure des motifs
et nomenclature structurales du nombre de
motifs
[¢)
A2buDglu
NH
,99-9-amino-5,10- élice irréguliere| Trop de motifs
1 2R,99-9-amino-5,10 Hélice irréguliere| Trop d tif:
dioxo-1,6-diazecane-2- A NH et compacte | sont nécessaires
carboxylic acid HoN iR
% COOH
[¢)
A2buglu
NH
5 (2599-9-amino-5,10- Hélice tres Trop de motifs
dioxo-1,6-diazecane-2- NH compacte sont nécessaires
carboxylic acid HNT S R
o COOH
o)
ACDN
N COOH Al
[(3R79-7-amino-1,4- | HyNue: Hélice tordue ne
3| 5 NH résiste pas a la NON
dioxooctahydropyrrolo[1,2} d .
! . ! ynamique
a]pyrazin-3-yl]acetic acid
o]
ACHC COOH On ne retombe
4 (1R,2R)-2-aminocyclo strupcatljrzurréuﬂleiére ??7??
hexanecarboxylic acid ., 9 i
“NH, comme Gellman
COOH
ACPC
5 _ Helice H1-12 pas oul
(1R,2R)-2-aminocyclo a gauche
pentanecarboxylic acid “NH,
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PARTIE Il : MODELISATION

AlaGly CHs
(Alanylglycine) HoN NH\/COOH Hélice Oui=20 motifs
[(2aminopropanoyl)amino
acetic acid o)
H,N
Aminoprocis
Couplage par
-4-aminopyrro anime primaire
2S,49-4-ami Iani imai NON
lidine-2-carboxylic acid COGH Hélice trés étirée
HoN
Aminoprotrans
(2S4R)-4-aminopyrro O\ Psifucitzfggeszs NON
lidine-2-carboxylic acid N COOH
NH
AspLys o
(4S79-4-amino-2,5-dioxo .
9 -1,6-diazacycloundecane-}- COOH Helice oul
carboxylic acid H NHO,
H,N

Bena2bu

[(39-3-(2-aminoethyl)-8-
(aminomethyl)-2,5-dioxo-

Couplage par NH
sur I'aromatique

a droite, résiste

Hélice H1-12, pas Oui =13 motifs

tetrahydro-H-1,4-benzo
diazepin-1-ylJacetic acid

10 2,3,4,5-tetrahydroH1-1,4-
benzodiazepin-1-yl]acetic assez bien a la
acid dynamique
Benglu
Couplage par
3-[(39-8-(aminomethyl)-1- I'acide N-acétique
11 (carboxymethyl)-2,5-dioxa Hélice H1-7, pas NON
-2,3,4,5-tetrahydroH-1,4 - a gauche, ne résite
benzodiazepin-3-yl] pas ala
propanoic acid dynamique
Benlact
[(39-8-(aminomethyl)-3- Hélice H1-12, pas
12 | methyl-2,5-dioxo-2,3,4,5- a droite, résiste & Oui=13 motifs
la dynamique
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Chapitre 2 : Liste des riécules modélisées

Benphe
[(39-8-(aminomethyl)-3- He;'scg 'r;i%‘;:frﬁg
13 | benzyl-2,5-dioxo-2,3,4,5- présistg el NON
tetrahydro-H-1,4-benzo d nangi e
diazepin-1-ylJacetic acid y q
Benzo
Hélice tres
14 | 3-(aminomethyl)benzoic compacte, pas 3 NON
acid droite.
BETHA
15 [(49-4-amino-2-0x0 Hélice trop lache NON
piperidin-1-yllacetic acid
C5(R)
16 [(3R)-3-amino-2-o0x0 Pas d’hélice NON
pyrrolidin-1-yl]acetic acid
C5(9) COOH
: H,N N . . .
17 [(39-3-amino-2-0x0 | Hélice Oui~20 motifs
pyrrolidin-1-yl]acetic acid 3
C5Ala
COOH
. N~
(29-2-[(39-3-amino-2- HoN 7 PP
18 oxopyrrolidin-1-yl] eH, Hélice étirée NON
propanoic acid o]
CbHAlaR
COOH
(2R)-2-[(39-3-amino-2- H,N . A
19 oxopyrrolidin-1-yl] l L, Hélice trop lache NON
propanoic acid
Couplage par
C5Asp \/COOH I'acide enp de N
. N—_ Hélice pas a
20 (29-2-{(39-3-amino-2- HaN B droite H 1-7 et NON
oxopyrrolidin-1-ylJsuccinic l 2 H
acid o) T~CoOoH ,lasp-asp
Ne résiste pas a la
dynamique
C5Lys COOH Couplage par
N N— I'acide enp de N
21 (29-3-amino-2-[(H-3- 2 = Hélice tordue, pas NON
amino-2-oxopyrrolidin-1- u (CH,), a droite, ne résiste
yl] propanoic acid NH, pas é la
dynamique
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Chapitre 2 : Liste des riécules modélisées

wNH
C6
Hélice assez .
. L X Trop de motifs
22 [(45).-4-am|no-2joxop|per| N o corppgc}te et sont nécessairas
din-1-yl]acetic acid K réguliére
COOH
NH,
C6R
. L Helice assez Trop de motifs
23 | [(4R)-4-amino-2-oxopiperi N o compacte et . .
. : ) PUN sont nécessaires
din-1-yl]acetic acid k réguliere
COOH
C7
24 [(38)-3-am|i]no-2-oxo ] N N\/COOH Hélice compactel Oui30 motifs
azepan-1-yljacetic aci 2
o]
C7R
25 3R)-3-amino-2-0xo N Hélice compacte oul
a[z(ep;n-l-yl]acetic acid HaN® A\ —coon P
o]
CargPro
(35,6S,9a5)-6-amino-5- Hélice aplatie ne
26 oxooctahydro-H- résiste pas a la NON
pyrrolo[1,2-a]azepine-3 - dynamique
carboxylic acid
«NH -
CHACSR R Hélice compacte
o i pas a droite, ne
27 [(AR,29-2 amlnoc_yclo COOH résiste pas 4 la NON
hexyl]acetic acid d .
ynamique
CHEX COOH
28 (1R,29-2-aminocyclo O: Pflg‘ 3|:1;|:ace NON
hexanecarboxylic acid NH, g
CPENT (RS) L COOH
29 (1S2R)-2-aminocyclo <:| Helice H1-14 pas oul
X : “, a gauche
pentanecarboxylic acid “NH,
CPENT (SR) COOH
30 (1R,29-2-aminocyclo Pas d’hélice NON
pentanecarboxylic acid NH,
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Cys H S
(3R 65825-6-amino-5- anglgteeHn%a-Zéz?ss{e
31 | oxohexahydro-B-[1,3]thia N as 3 la NON
zolo[3,2-a]pyridine-3- HoN d pnami e
carboxylic acid o COOH y q
0
Da2buDglu
NH
32 (2R, 9R)-9-amino-5,10- Hélice irréguliére| Trop de motifs
dioxo-1,6-diazecane-2- LR NH - et compacte | sont nécessairgs
carboxylic acid 2
o COOH
o)
Da2buglu
2S9R)-9-amino-5,10- NH Hélice trés Trop de motifs
33
dioxo-1,6-diazecane-2- ‘ NH compacte sont nécessaires
carboxylic acid HNY R S
o COOH
DBC
NH,
[(3R)-3-amino-2-oxo0- Hélice pas a - .
34 2,3,4,5-tetrahydrof-1- N gauche, H 1-7. OUI=17 motifs
benzazepin-1-ylJacetic acid J ©
HOOC

S
DBT
NH,
35 [(39-3-amino-2-oxo- N Hélice Oui=8 motifs

2,3,4,5-tetrahydrof-1-
benzazepin-1-yllacetic acid J

HooC
DBTCF, S
[(839-3-amino-4-0xo-7- /@( NH,
36 (trifluoromethyl)-3,4- FsC N Hélice Oui~15 motifs
dihydro-1,5-benzothiaze J 0
pin-5(2H)-yl]acetic acid HoOC

DBTCH; S
(29-2-[(39-3-amino-4- NH;

37 oxo0-3,4-dihydro-1,5- N Hélice H1-7 NON
benzothiazepin-5¢2)- & o
[lpropanoic acid e
ylJpropanoic aci H3C cooH
DBTMet HyC S
[(39-3-amino-8-methyl -4 \©[ NH,
38 oxo-3,4-dihydro-1,5- N Hélice Oui~8 motifs
benzothiazepin-52)- J o
yllacetic acid HOOC
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Gamaac wNH;
Hélice avec un
[(1R,29-2-aminocyclo pas a gauche, ne
39 hexyl]acetic acid COOH résiste pas a la NON

dynamique

Gamaactr NH, .
Hélice avec un
40 [(1R,2R)-2-aminocyclo pas a gauche; e NON
: ; COOH résiste pas a la
hexyl]acetic acid d !
ynamique
NH,
Gamahex
41 (1S3R)-3-aminocyclo Hélice tordue NON
hexanecarboxylic acid
COOH
HEX41 COOH
42 (1R,2R)-2-aminocyclo o O/ Pas d’hélice NON
pentanecarboxylic acid e
o)
Lact29R HoNis,, W
43 [(4R)-4-amino-2-oxo N Hélice tres étirée NON
pyrrolidin-1-yl]acetic acid \__—COOH
Lact29S o
H,N =
44 [(49-4-amino-2-0x0 o Hélice trés étirée NON
pyrrolidin-1-yl]acetic acid \_COOH

dihydro-1,5-benzothia
zepin-5(H)-yl]acetic acid

S
LBT
-t NH,
45 | [(BR)-3-amino-4-0x0-3,4- " Hélice Oui=8 motifs
o

HOOC

dihydro-1,5-benzothiaze triangle
pin-5(2H)-yl]acetic acid

LBTCF, s
. < 11iNH, .
[(3R)-3-amino-4-oxo-7- Hélice assez
46 (trifluoromethyl)-3,4- F4C N compacte de type Oui=15 motifs
o

HOOC

0x0-3,4-dihydro-1,5-benzo
thiazepin-5(H)-yl]acetic
acid HOOC

HsC S
LBTMet
.--llNH2
47 | [(BR)-3-amino-8-methyl-4- N Hélice Oui~8 motifs
o
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48

LysAsp

(25109-10-amino-4,11-
dioxo-1,5-diazacyclo

; H,N
undecane-2-carboxylic acid 2 QH
H

Hélice

OUI mais trop
de motifs sont
nécessaires

49

M100

[3-(2-aminoethyl)-2,4-
dioxo-3,4-dihydroquina
zolin-1(2H)-yl]acetic acid

Pas d’hélice

NON

50

M103

(1S858aR)-8-amino-3-
oxooctahydroindolizine-1-
carboxylic acid

Hélice assez
compacte

Trop de motifs
sont nécessaire

51

M120RS

(1S9R)-9-amino-10-0x0

octahydro-&1-pyridazino

[1,2-a][1,2]diazepine-1-
carboxylic acid

Pas d’hélice

NON

52

M120SS

(1S,99-9-amino-10-o0x0

octahydro-6i-pyridazino

[1,2-g][1,2]diazepine-1-
carboxylic acid

COOH ¢

NH,

Hélice compacte
pas a gauche, H
1-7, ne résiste pad
a la dynamique

NON

n

53

M121

(4S7S12R)-4-amino-5-
oxo-1,2,3,4,5,7,8,12b-
octahydroazepino[2,&}
isoquinoline-7-carboxylic
acid

H,N
o}

COOH

Pas d’hélice

NON

54

M121mod

(4575 10aR)-7-amino-6-
oxodecahydropyrido[1,2-
alazepine-4-carboxylic aci

=N

COOH

feuillet linéaire

NON
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PARTIE Il : MODELISATION

M350H

[(83549)-3-amino-4-hydro
xy-2-oxopyrrolidin-1-yl]
acetic acid

55

H,N

COOH
Pas d’hélice

COOH

NON

M36

(2559)-5-amino-6-0x0
piperidine-2-carboxylic
acid

56

H,N

NH

Hélice trés étirée

NON

M38

(356S,8a9-6-amino-5-
oxooctahydroindolizine-3
carboxylic acid

57

Hélice trés étirée

NON

M39

(1S4R)-4-amino-3-0xo-
1,2,3,4-tetrahydroiso

58
quinoline-1-carboxylic acig

NH Pas d’'hélice

OCH

Ovives

NON

M41

59 (1R,858a9-8-amino-3-
carboxylic acid

oxooctahydroindolizine-1-

Pas d’hélice

NON

M41CR

60 (1R,858&R)-8-amino-3-
carboxylic acid

oxooctahydroindolizine-

1-

\O

Pas d’hélice

H COOH

NON

M42

8-amino-3-oxooctahy

61
indolizine-2-carboxylic

dro
acid

Zin
I
N

COOH
carrée

Hélice compacte

Trop de motifs
sont nécessaires

M55

62

(2R)-2-[(39-3-amino-2-
oxopyrrolidin-1-yl]-3-
phenylpropanoic acid

COOH

NON

Hélice tordue
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M59

(2S3S4R,5R,69-6-

63 (aminomethyl)-3,4,5-

trinydroxytetrahydro-Bi-
pyran-2-carboxylic acid

Hélice trés étirée NON

ORTHO NH,

64 COOH Hélice Oui~12 motifs

[2-(aminomethyl)phenyl]
acetic acid

OXETANE COOoH

(2R,354R)-3-amino-4-
[(19-1-hydroxyethyl] !
oxetane-2-carboxylic acid EH;,

65 Hélice H1-10 oul

NH,

PDB NH,
[(2S11&9)-2-amino-5,11-
dioxo-2,3,11,11a-tetrahy

dro-1H-pyrrolo[2,1<c][1,4]
benzodiazepin-10¢9)-yl]

acetic acid

66 Hélice irréguliere NON

Phényl

67 Hélice trés étirée NON

o

(3-aminophenyl) acetic ac

Pip HNC>_\ Hélice tres étirée
68 N . . ne résiste pas a la NON
piperidin-4-ylacetic acid COOH

dynamique
Proene
Hélice pas a
(1R,22)-2-[(29-2-amino droite H 1-16 - .
69 propylidene]cyclopentanega HsC avec la méme Oui=18 motifs
rboxylic acid NH, COOH orientation
ProGly o
(Prolylglycine)
70 . N coon Hélice Oui=18 motifs
[(pyrrolidin-2-ylcarbonyl)
amino]acetic acid NH
Prophen
. Hélice tordue ne
71 | (IR29)-2-[(29-2-amino-3- - résiste pas a la NON
phenylpropylidene]cyclope dvnamique
ntanecarboxylic acid y q
NH, COOH
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Spiro
[(5R)-6-0x0-1,7-diaza N COOH A s

72 spiro[4.4]non-7-yl] acetic / N~ Hélice irréguliére NON
acid o
Thio H,N COOH

S Hélice étirée pas [a
73 | [5-(aminomethyl)thien-2- gauche. Oui~22 motifs
yllacetic acid \ / H1-16

Tableau 4 : Compilation des résultats de modélisain

Nous nous sommes plus particulierement intéressés molécules (28) dont
I'enchainement est susceptible de conduire a destisies secondaires organisées. Ces
candidats (5, 6, 9, 10, 12, 17, 22, 23, 24, 2532933, 34, 35, 36, 38, 45, 46, 47, 48, 50, 61,
64, 65, 69, 70, 73) ont été étudiés plus en détmilis avons voulu connaitre ’lhomogénéité

des angles et des distances qui les caractérisent.
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Chapitre 3 : Les molécules candidates

Dans ce chapitre, les caractéristiques conformadites des molécules qui ont été
synthétisées sont présentées en détail. Nous ewpsskes différentes étapes du protocole
pour chaque monomeére. Parmi les molécules modsjiséertaines ont retenues notre
attention. Le premier critére de sélection étaitdpacité de ces oligomeres a se structurer en
hélice stable. Le second critere est l'utilisataiun nombre de monomeére le plus bas pour
construire les hélices artificielles. D’autres &nis de choix ont dicté notre sélection. Il fallait
que la synthese des monoméres soit rapide (un roaxide 8 étapes), qu’elle ne comporte
pas d’étape limitante en fin de synthése, qu’'aie &nantiospécifique et que les synthons de
départ soient peu onéreux.

Le respect de ces criteres nous a permis de iséleet 12 molécules parmi lesquelles
huit mimes contraints de dipeptides (DBT (35), LB/b), DBTMet (38), DBTCE (36), C5
(17), C7 (24), DBC (34) et Ortho (64)), deux dipdes (AlaGly (6), ProGly (70)) et deux
dipeptides cycliques (AspLys (9), LysAsp (48)). Llssitheses de trois de ces molécules se
sont avérées trop contraignantes ; DBC nécesaitaitétape de déracémisation a la derniere
étape ; la cyclisation finale de AspLys et de LysAsonduisait a I'obtention largement
préférentielle de molécules dimériques, de plussefilossédaient une trés faible solubilité
dans les solvants utilisés pour réaliser la cyttiga Ces raisons nous ont poussé a
abandonner la synthése des ces trois molécules.

La synthese des analogues du hCRF incorporannéggs DBT, LBT, MeDBT et
DBTCH; fait parti de la these de Delphine MAUX. Nous rdadterons donc pas leurs études.

Les motifs que nous avons étudié en détail sont d&5 (17), C7 (24) et Ortho (64).
Les dipeptides AlaGly (6), ProGly (70) ont été immrés dans la séquence du hCRF, mais

I'étude détaillé de ces molécules n'a pas étégéali
| : Le monomere C5

Le monomeére C5 nous a servi de modeéle pour l@pot, il est donc présenté dans le

chapitre 1.
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Il : Le monomere C7

I1' 1 : Minimisation

l a1 43
b
14
13
B
13
S
>
>
o
b
b
b
>
13

39

gt Kecal)

37

¥ L
DU I a o o o s am & oo é
q- b ma e L N WV S

] le 20 30 40 S0 60 76 8@ 9@ 100
Conformation

Figure 12 : Famille conformationnelle du motif C7

Nous avons sélectionné le motif le plus stabkenfls 60, E : 33,8741 kcal/mol) pour la

suite de I'étude.

Il 2 : Variation des angles diedres
Pour I'étude de variations des angles diedress meons modifié les extrémités C et
N-terminales comme pour le motif C5 et avons faitier les angles avec un pas de 30°. Le

diagramme obtenu est le suivant.

[ P TP ISP P TR B T B B L
= & Conforméres sous contrain
o] .| d’angles ¢,, ¢5 et ; avec E < 34,2
& sea b | Kcal/mole
at, 24 ':&‘*A‘ Ve as I -
s . 549800k bt ! (O Lieux de conergences de
st gt e .| conforméres libérés des contrair
i .| d'angles
T et [
N A‘“‘:}K“‘;::“A:Aﬁé “| |FramelEnergie d | tau | phi2 | phi3| psi3
$ pet, Shes 711 2204] 28.986.9665.73-143.64-88.04 78.09
60 O e 2| 2276| 29.20 | 6.4464.92-142.8288.05 -78.12
8 Q, | 3| 2357| 29.56|5.7870.8| -96.6 | 87.67-77.05
e 7 ° "1 4] 2198| 32.25 | 7.9860.69-143.6%-87.86-83.25
o] | 5] 2284| 32.62|7.4059.14]-144.2987.05 81.11
PR S 6d7 """"" . , | 6]3387] 33.50]5.6985.3¢ 70.2 |-86.7476.19

Figure 13 : Graphe f (d,r, E) et tableau d’identification des points de corargences.
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Il 3 : Construction et comparaison des oligomeres
Parmi les sept conformeres obtenus, seulemerdtaignt compris dans la fourchette

de 5 kcal/mol. lls ont donc servi de points de dépaur générer les décameres.

N° | EmotifKcal/mole | dmotifA | tmotif | EoligoKcal/mole Toligo 3

1 28,99 6,96 | -65,73° 305,27 -66.47420.27) |0.50

2 29,21 6,44 64.92 285,83 | 6.790.11) | 46,816.62) [0.50

3 29,56 | 578 | 70,80° 300,90 | 6,710.73) | 49,0416.65) |0,52

ee
AL 247
Tl

4 32,26 | 793 [-60,69° 363,59 | 6.800.64) | .4,193509) |0.81

5 32,63 | 742 59,14° 389,12 | 7,360.05) | 56,142.10) [2.07

6 33,50 569 | -85,38° 367,04 | 5,060.29) | -36,3¢24.47) [0.90

Tableau 5 : Comparaison des différents conforméred’oligomeres de C7
Le conformere le plus stable est le n°2 (285,88/kwl) alors que le monomeére dont

il découle n’est que le deuxieme en énergie ; maadifférence d’énergie est faible, elle n’est
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que de 0,22 kcal/mol. L’hélice obtenue possédeasngpgauche avec un pictch de 4,75 A et le
diameétre du squelette est de 6,38 A. Nous avongsepté dans le tableau ci-dessous les
caractéristiques conformationnelles de I'hélice. n¥s résultats montrent 'homogénéité des

valeurs d'angles et de distances de chacun dekigggui composent I'hélice.

c7s10 2 d tau phi2 phi3 psi3
Motif unitaire 6.44 64.92 -142.82 88.05 -78.12
Oligomeére
6.94 63.17 -140.69 82.73 -115.17
6.75 46.78 -151.77 78.65 -104.57
6.99 42.15 -153.06 76.86 -114.24
6.74 47.20 -144.65 75.14 -106.60
6.74 45.85 -154.23 73.83 -100.89
6.84 42.19 -155.44 72.06 -105.77
6.72 45.36 -151.30 73.91 -100.63
6.68 42.14 -155.80 71.97 -94.85
6.80 41.22 -155.97 71.53 -97.15
6.67 52.04 -157.07 82.95 -80.49
Moyenne 6.79 46.81 -152.00 75.96 -102.04]
Ecart-type 0.11 6.62 5.34 4.25 10.03
Distance N---C 13.21

Tableau 6 : Caractéristiques de I'hélice C7

Nous avons calculé qu'il faudrait 30 résidus Ca@ntda représentation est donnée ci-

dessous) pour remplacer I'hélieelu hCRF.

Figure 14 : Représentation de I'hybride SEEPP-(C%)-RKLMEII-NH ».

Le grand nombre de motifs C7 a incorporer, nousarger a exclure la mise en place

de la synthése de I'hybride SEEPP-(§¢RKLMEII-NH ».
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Chapitre 3 : Les molécdeandidates

Il : Le monomeére Ortho

Il 1 : Minimisation
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Figure 15 : Famille conformationnelle du motif Ortho

La rigidité du cycle aromatiqgue conduit la molécuh adopter seulement 4

conformations. Nous avons sélectionné le motiflles gtable (Frame 7, E : 44,8105 kcal/mol)

pour la suite de I'étude.

[Il 2 : Variation des angles diedres

Nous avons modifié les extrémités C et N-termimal@mme pour le motif C5 et avons

fait varier les quatre angles avec un pas de 4btidgramme obtenu est le suivant.
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Figure 16 : Graphe f (d,r, E) et tableau d’identification des points de corargences.
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PARTIE Il : MODELISATION Chapitre 3 : Les molécdeandidates

L’'absence de centre d’asymétrie dans la molécyt®wa conséquence, la présence
d’'une symétrie des conforméres générés par lati@arides angles diedres. Dans le graphe,
nous n'avons arbitrairement représentés que cenkldovaleur de Tau est positive et nous
n’exploiterons que ces conforméres. Nous pensoesl'qavironnement du résidu induira

I'orientation de la conformation (Droite ou Gauche)

[Il 3 : Construction et comparaison des oligomeres

Parmi les conforméres obtenus, peu ont donnétdesiges résistant a la dynamique
moléculaire. Nous allons seulement présenter Iéoco@re Orthol0 1 qui se structure pour
donner I'hélice la plus stable. Il s’agit d’une ibéldroite avec un pas de 3,36 A et le diamétre
du squelette est de 3,55 A. Elle posséde 3.8 résmu tour stabilisé par des liaisons
hydrogénes de type H1-10 entre le carbonyle i girtéon amidique i+2, c’est donc une
hélice de type 38 Nous avons représenté dans le tableau ci-de$ssusaractéristiques

conformationnelles de I'hélice n°1.

orthol0 1 d tau phi2 psi2 phi3 psi3
Motif unitaire 3.91 95.49 -118.56 80.54 84.55 -112.2p
Oligomeére
3.84 108.60 -119.66 77.95 82.84 -109.2p
3.77 119.79 -115.94 76.90 81.13 -109.6p
3.78 119.49 -115.78 77.37 80.91 -109.9p
3.78 119.56 -115.62 77.52 80.83 -110.0p
3.78 119.57 -115.55 77.57 80.82 -110.0f
3.78 119.57 -115.57 77.55 80.83 -110.0p
3.78 119.61 -115.56 77.58 80.80 -110.1Q
3.78 119.74 -115.51 77.72 80.63 -110.3p
3.79 120.51 -115.15 78.24 80.08 -111.04
3.86 107.93 -113.84 80.28 82.40 -112.6p
Moyenne 3.79 117.44 -115.82 77.87 81.13 -110.32
Ecart-type 0.03 4.85 1.47 0.92 0.84 0.94
Distance N---C 33.76

Tableau 7 : Caractéristiques de I'hélice ortho

Nous avons représenté I'hélice n°l minimisée seamstraintes, on remarque la

présence de liaisons hydrogénes 1-10. Le décatageahaque résidu est de 95°.

Figure 17 : Hélice n°1 ortho_10_1.2 (vue horizonta)
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PARTIE Il : MODELISATION Chapitre 3 : Les molécdeandidates

Figure 18 : Hélice n°1 ortho_10_1.2 (vue de face)
Nous avons calculé gu'il faudrait 12 résidus oglear remplacer I'hélice du hCRF.

[Il 4 : Incorporation de I'hélice dans la séquence

Le protocole suivi est le méme que pour le mo&f C

Figure 19 : Hybride du hCRF, SEEPP-(Ortho),-RKLMEII-NH , minimisé sans contraintes

La modélisation montre que I'hélice conserve lgami#@ des liaisons hydrogéenes
malgré la déformation due au repliement de la @giptidique C-terminale. Cela semble étre
causé par la liaison qui se crée entre le CO dui@ee résidu ortho et le proton amidique de
I'arginine. La formation de cette liaison est resgable de I'absence de liaison H entre le CO
du résidu en 8 et le NH en 10.

Néanmoins, la conformation que prend la molécstecempatible avec I'orientation

des extrémités C et N-terminales du hCRF.
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Chapitre 4 : Validation du protocole

Le protocole utilisé pour la minimisation des mowges et les études par variation
des angles diédres a été employé par I'équipe difidans I'étude conformationnelle de
mimes deB-turn. lls ont voulu déterminer les caractéristgjukes différents mimes (valeurs
des angles diedres et distances) pour pouvoir eraples3-turns peptidiques présents dans
les peptides par des mimes contraints capabledudianles mémes orientations que celles de
la chaine peptidique.

Afin de valider le protocole de modélisation mailéire pour la construction des
hélices, nous avons sélectionné deux hélicescietifis décrites par les équipe de Fi&ast
de Gelmantf’ qui ont été caractérisées par RMN et nous lessasonmises & notre protocole

de modélisation moléculaire.

| : Etude de I'oxétane

L’équipe de Fleéf® a synthétisé un oligomére de six résidus compa@séndtifs
oxétane (I'acide (R,3S4R)-3-amino-4-[(15-1-hydroxyethyl] oxetane-2-carboxylique). Les
études RMN et IR ont mis en évidence la présencéamns hydrogéne entre le proton
amidique en position i et le carbonyle en i+1 foninguatre liaisons de type 1-10 (cf : Partie
[, Chapitre 2, Il B 1 6 : Conformation de type béliLO de$-peptides).

Nous avons appliqué notre protocole au monomes gu’a I’lhexamere. Nous avons
dans un premier temps, minimisé le motif unitar@@us avons sélectionné le conformere le
plus stable (frame 17, E :37,3433 kcal/mol). Nausons ensuite ajouté les extrémités C et
N-terminales et nous avons fait varier les angleR Rt Psi3 avec un pas de 10°. Apres
minimisation, nous avons obtenu cinq conforméresate/ergence dont les caractéristiques

sont données dans le tableau ci-dessous.

Frame Energie d tau phi2 psi3
1 1375 28.8312 5.05 26.09 -141.61 -106.79
2 1390 29.87809 5.26 7.75 -141.59 137
3 1499 30.09057 3.49 13.87 -87.19 76.24
4 2365 30.25736 5.03 26.07 -146.14 -106.61
5 2612 31.32434 5.12 8.59 -143.69 133.2

Tableau 8 : Caractérisation des points de convergen

Nous avons ensuite construit 'hexamere en apaligles contraintes d’angle, libéré
ces contraintes et réalisé une dynamique moléeutaiur contréler la stabilité des structures.

Les résultats obtenus montrent que les oligomerest ¥ issus des conformeres de

%7 Gillespie, P. ; Cicariello, J. ; Olson, G.L. Confwtional analysis of dipeptide mimeti@opolymers, 1997,
43, 191-217
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PARTIE Il : MODELISATION Chapitre 4 : Validationudprotocole

convergence 1 et @ableau 8)donnent la méme structure en héliEgure 20) et possedent
les mémes caractéristiqu€&ableau 9) que I'hélice décrite par Fleet. Les valeurs deglem
des motifs unitaires des conformeres 1 et 4 seéstgroches, c'est I'orientation de la chaine
latérale qui est responsable de la différence di@eles monomeres. Les oligomeres 2, 3 et
5 ne donnent pas de structure en hélice.

Oxe6 1 d tau phi2 psi3
Motif unitaire 5.05 26.09 -141.61 -106.79
Oligomere
4.80 22.60 -156.13 -83.95
4,74 8.31 -98.98 -108.97
4.76 1.21 -102.57 -109.90
4,59 -0.40 -98.42 -98.49
4.82 -3.02 -111.73 -108.74
5.08 11.31 -122.81 -126.64
Moyenne 4.77 6.21 -112.12 -105.57
Ecart-type 0.14 9.06 17.03 10.84

Tableau 9 : Caractéristiques de I'hélice oxétane

Figure 20 : Hélice oxétane6_1.2 (vues de profil de face)

Nous avons aussi réalisé I'étude sur le décaniergure 21) et les résultats
concordent avec ceux obtenus avec la molécule elet Fc’est a dire que les structures les
plus stables obtenues, I'on été avec les confosriErt 4. Les hélices générées a partir de ces
conformeres qui possedent elles aussi les carstay@es de I'hélice 1-10.
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Figure 21 : Hélice oxétanel0_1.2 (vues de profil de face)

Nos calculs ont permis de définir comme meilleurédction de structure, une

structure qui est en total accord avec celle obépérimentalement par Fleet.

[l : Etude de 'ACPC

L’équipe de Gellmali’ a synthétisé des oligoméres (6 et 8) composés atéfsm
ACPC (acide (R,2R)-trans-2-aminocyclopentanecarboxylique) dont la configiora au
niveau des cycles est trans. Les études de RMNrigtallographie et de CD ont mis en
évidence la présence de liaisons hydrogénes emtoarbonyle en position i et le proton
amidique en i+3 formant des liaisons de type 1-422 (Partie |, Chapitre 2, Il B 1 4:
Conformation de type hélice 12 deépeptides).

Nous avons appliqué notre protocole au monomerg girlau décamere. Nous avons
dans un premier temps, minimisé le motif unitaire@us avons sélectionné le conformere le
plus stable (frame 2, E :13,6078 kcal/mol). Nousakons ensuite ajouté les extrémités C et
N-terminales et nous avons fait varier les angleR Rt Psi3 avec un pas de 10°. Apres
minimisation, nous avons obtenu sept conformeresot@ergence dont les caractéristiques

sont données dans le Tableau 10.

Frame Energie d tau phi2 psi3
1 1370 2.377706 3.82 -75.15 97.41 105.5
2 1374 2.480319 3.44 -41.84 103.48 -5.71
3 1390 2.607933 3.66 -71.45 80.48 71.87
4 1505 2.756454 4.94 -66.7 150.77 127.39
5 1375 3.055856 4 -43.93 101.73 -54.99
6 1388 3.372693 4.64 -44.3 147.52 -61.9
7 1614 4.848695 3.94 -10.09 -53.37 108.78

Tableau 10 : Caractérisation des points de convergee

Nous avons ensuite construit le décameére en ajgpliges contraintes d’angle, libéré
ces contraintes et réalisé une dynamique moléeutaiur contréler la stabilité des structures.
Les résultats obtenus montrent que les oligomerest B issus des conformeres de
convergence 1 et @ableau 10)donnent une structure en hélice de type H 1Flg@ure 22)

qui posséde les mémes caractéristiqliebleau 11)que I'hélice décrite par Gellman.
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acpcl0 1 d tau phi2 psi3

Motif unitaire 3.82 -75.15 97.41 105.50

Oligomere

3.40 -78.95 98.61 90.23

3.48 -71.69 93.33 99.10

3.37 -77.76 90.57 99.89

3.45 -74.49 93.94 98.21

3.42 -75.86 91.84 100.22

3.43 -76.42 93.74 97.79

3.44 -74.29 91.77 101.15

3.39 -77.78 93.36 96.30

3.44 -73.22 93.56 97.27

3.42 -78.11 89.29 103.87

Moyenne 3.42 -75.86 93.00 98.40
Ecart-type 0.03 2.38 2.49 3.60

Tableau 11 : Caractéristiques de I'hélice ACPC

Figure 22 : Hélice ACPC10_1.2 (vues de profil et dace)
Nos calculs ont permis de définir comme meilleprédiction de structure, une

structure qui est en total accord avec celle obépérimentalement par Gellman.

[l : Conclusion

Nous avons vu qu’avec ces deux exemples de daditire, les structures données par
leurs auteurs étaient en accord avec les prédsctilgnstructure que nous avons réalisé au
laboratoire. Nous pouvons considérer que le pré¢ogoe nous avons mis en place est un bon
outil pour la prédiction des structures en hélioacernant les mimes contraints de motifs
pseudo-peptidiques.

Apres le tri réalisé, nous pouvons mettre en plasynthese de ces oligomeres et leur
incorporation dans la séquence du hCRF a la placéhdlice naturelle. Nous espérons
pouvoir caractériser par différentes méthodes (RMR, CD et cristallographie), les

structures ainsi générées.
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Les résultats obtenus en modélisation moléculaings ront permis de sélectionner
plusieurs molécules conformationnellement contesirdont I'enchainement est susceptible
de générer des structures en hélice. Parmi lesdatagotentiels, deux molécules, le lactame
C5 et le résidu Ortho ont été sélectionnés.

Cette partie est consacrée a la synthese de nutifsaints, de leurs oligoméres
correspondants et des analogues du hCRF.

Le chapitre 1 décrit la synthese des monomerésastipour obtenir des oligoméres et
pour insérer dans la séquence du hCRF.

Le chapitre 2 est consacrée a la synthése desnadigs. Pour cela, un rappel sur
synthése peptidique en phase solide est présemtélogpme les différents appareillages,
conditions de couplage et stratégies de synthékséatdans ce travail. Les oligoméres du
lactame C5 ont été synthétisés sur support dabstlde réaliser des analyses structurales et
pour étre introduit par bloc dans la séquence ddafh@.es oligoméres du motif Ortho n’ont
été synthétisés que pour les analyses structiealphase homogeéne.

Dans le chapitre 3, la synthése de toutes lesauleg de la famille du hCRF est
présentée. Dans un premier temps, le hCRF ehilddCRF qui ont été synthétisés comme
molécule de référence, dans un deuxieme tempdiffésentes stratégies utilisées en fonction
de la nature du résidu incorporé (C5 ou Ortho)eetadséquence et dans une derniere partie

'ensemble des modes opératoires sont décrits.
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PARTIE lll : PARTIE EXPERIMENTALE Chapitre 1 : Stimese des monomeéres

Chapitre 1 : synthese des monomeres

Les synthéses des monomeres préparés au laberatmit décrites dans ce chapitre.
lls seront utilisés pour la synthése des oligomeétedes analogues pseudo-peptidiques du
hCRF.

| : Stratégie de synthese
| 1: Lactame C5

Le lactame C5 est synthétisé selon la méthodeiteguar Freidinger et &f2 et la
stratégie est présentée danSéhéma 1

Le couplage peptidigue entre la méthionine N-gyé& par un groupemeiért-
butyloxycarbonyle (Boc) et I'ester éthylique de décine en utilisant comme agent de
couplage le BOP en présence d’'une base (NMM) pedobtenir le dipeptidel) avec un
rendement quantitatif. La méthylation du soufre ldeméthionine par un large exces
d'iodométhane conduit & un sulfonium qui, en milewhydre, en présence d’hydrure de
sodium conduit au lactam@)(aprés une saponificatian-situ. Un traitement du lactame)(
par de l'acide trifluoroacétique permet de dépretétn fonction amine qui est ensuite
protégée par un groupement fluorométhyloxycarbormdemoyen de Fmoc-Cl en milieu

basique pour obtenir le lactans).(

H,C.__CH,

BOP, NMM Mel NH COOEt
Boc-Met-OH + H-Gly-OEt : Boc-Met-Gly-OEt ———=
oc-Me % T oc-Met-Gly: BocHN ~
(1)
99 % (o]

1) NaH, DCM/DMF MC\ coon L TFA cooh
2) H,0 N 2) FmocCl, NaCO. N
2 BocH ~ QCFI’I:JI‘OCN ~

52 % H @ 92 % H (3)
o 0

Schéma 1 : Synthése du lactame C5

348 Freidinger, R.M. ; Veber, D.F.; Perlow, D.S. ;oBks, J.R.; Saperstein, R. Bioactive conformatibn
luteinizing hormone-releasing hormone : evidencemfrthe conformationally constrained anal&gience.,
198Q 210, 656-658.
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| 2 : Synthon Ortho

Le synthon ortho est synthétisé selon la méthastzite par Zhilian et &' et la
stratégie est présentée danSéhéma 2

Le groupement méthyle du 2-méthylphénylacétatehyglé est bromé par réaction
radicalaire par le N-bromosuccinimide en préseratalgtique de péroxyde de benzoyle dans
le chloroforme pour donner le compogé. La substitution nucléophile du brome est réalisé
par I'azide de sodium pour donner le compdsé l(a saponification de I'ester éthylique est
réalisé au moyen de lithine pour conduire au co@g®s L’hydrogénation de l'azide par
'hydrogéne en présence de catalyseur au palladionduit au composé7) totalement
déprotégé. Le groupement amine de7) (est protégé par un groupement
fluorométhyloxycarbonyle au moyen de Fmoc-OSu etiemibasique pour donner le
composeé §) ; il est protégé par un groupemertt-butyloxycarbonyle (Boc) a l'aide de

Boc,O pour conduire au compos®.(

COOE{\Bs(PhCQ) COOEt Na COOEt
0), N,
HCCl, Br DMF N,
CH, 4 (5)

86 % 775 %

LiOH
93.5 % | EtOH 95%

COOH  Boc,0 COOH H,, Pd/C COOH
- -_—
NHBoc NaoOH NH, EtOH 95% N,

(C) 2% @) 83 % (6)

Fmoc-OSu
Na,CO,

COOH
NHFmoc
(8)

85 %

Schéma 2 : Synthése du synthon Ortho

349 7zhilian, T.; Pelletier, J.C. Preparation of ansidigom acids and resin bound azides: Suppression of
intramolecular lactam formatiofietrahedron. Lett., 1998 39, 4773-4776.
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Il : Partie expérimentale

[I'1 :Motif C5:

Synthése de Boc-Met-Gly-Of)
Dans un ballon de 500 ml, on introduit Boc-Met-QH @ — 40 mmol), HCI, H-Gly-OEt (5.6
g — 40 mmol), BOP (17.72 g — 40 mmol) que I'on digsdans 40 ml de DMF, on ajoute

ensuite la NMM (9.8 ml — 88 mmol). On vérifie qeedH est basique et on I'ajuste si cela est

nécessaire en ajoutant de la NMM. Aprés 2 heuregédetion, on ajoute au milieu
réactionnel une solution saturée de bicarbonateodeum, puis on extrait avec de 'acétate
d’éthyle. La phase organique est ensuite lavé@aulpuis avec une solution aqueuse 1M
d’hydrogénosulfate de potassium. La phase orgaregu@lors séchée sur sulfate de sodium
anhydre, filtrée puis concentré sous pression tédue produit ainsi obtenu est purifié sur
gel de silice, élué par un mélange acétate d'étimgl@ne (1/4). On obtient un solide blanc
(23.37 g — 39.9 mmol).

Rendement : 99%

M+H": 335.43 ; Rf (3/7) :0.5.

Synthése de I'acide 3($rt-butyloxycarbonylamino-2-oxo-1-pyrrolidine acétique
(Boc-(C5)-OH)(2).
Dans un ballon de 500 ml on introduit Boc-Met-GA@L) (13.37 g — 39.9 mmol) puis on

ajoute l'iodométhane (80 ml), le mélange réactibmse agité une nuit puis I'iodométhane en

exces est éliminé sous pression réduite et co-égapbéther.

Le sulfonium ainsi formé est séché une nuit sodg yiuis dissous sous atmosphére inerte
dans 200 ml d’'un mélange DMF/DCM (1/1). Le milieactionnel est refroidi a 0°C puis on
ajoute I'hydrure de sodium a 60% en suspension tange (3.2 g — 80 mmol) par petites
fractions. On laisse agiter 2 heures a températoreiante puis on ajoute 100 ml d’eau au
milieu réactionnel et on vérifie que le pH est basi Au bout d’'une demi heure, tout I'ester a
été saponifié, le DCM est alors évaporé, le mélaasgielave a I'éther, acidifié avec une
solution aqueuse 1M d’hydrogénosulfate de potassiuam extrait avec de I'acétate d’éthyle.
La phase organique est lavée avec une solutionelMidsulfate de sodium, a I'eau, puis par
une solution aqueuse saturée en NaCl, séchée Hatesde sodium anhydre, filtrée et
évaporée. On obtient un solide |égerement jaungtieest lavée par un mélange acétate
d’éthyle/éther (1/4) pour conduire au produit puBp g - 20.7 mmol).

Rendement : 52 %

M+H": 259.28; T°fus :168°C uD]weon(C=1)=-51 ; Rf (120/10/5):0.43
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RMN'H (DMSOd6, 400 MHz): 1.38 ppm (9H, s, gBbc), 1.81 ppm (1H, m, proton de CH
enp de N du cycle), 2.22 ppm (1H, m, proton de CHate N du cycle), 3.30 ppm (2H, m,
protons e de N du cycle), systéme AB: 3.81 ppm (1H, d, pro¢oa de I'acide, J=17.5
Hz) et 4.01 ppm (1H, d, proton ende l'acide, J=17.5 Hz), 4.09 ppm (1H, dd, protodu
cycle, J=9 Hz et J=19.4 Hz), 7.14 ppm (1H, d, prate I'amide, J=8.8 Hz).

Synthése de l'acide Fmoc(S)-3amino-2-oxo-1-pyrinédacétique.(Fmoc-(C5)-
OH).(3
Dans un ballon de 250 ml on introduit le Boc-(CH@) (5 g — 19.38 mmol) et l'acide

trifluoroacétique (20 ml), aprés 30 minutes le TE# évaporé sous pression réduite et co-

évaporé avec de I'éther.

Le sel de TFA formé est repris dans 50 ml d’ea®Oemnl de dioxane, le milieu réactionnel est
refroidi a 0°C. On ajoute ensuite le carbonateadiusn (5.13 g — 48.45 mmol) et on agite 15
minutes, ensuite on introduit Fmoc-Cl (6.51 g —22Bmol). La réaction est ramenée a
température ambiante et au bout de 3 heures leniorst éliminé sous vide. On ajoute de
l'eau et on vérifie que le pH est basique. La phegeeuse est lavée avec de I'éther puis
acidifiée avec une solution aqueuse 1M d’hydrogelfa® de potassium et on extrait avec de
l'acétate d'éthyle. La phase organique est endaitée avec de I'eau et avec une solution
aqueuse saturée en NaCl, séchée sur sulfate denmsadihydre, filtrée et évaporée. On
obtient un solide Iégerement jaunatre, qui estdapér un mélange acétate d’'éthyle/éther
(1/9) pour donner le produit pur (6.78 g - 17.8 jmo

Rendement : 92%

M+H": 381; Rf (120/10/5): 0.3

RMN'H (DMSOd6, 400 MHz): 1.79 ppm (1H, m, proton de €Hp de N du cycle), 2.18
ppm (1H, m, proton de CH ghde N du cycle), 2.60 ppm (1H, m, proton du CH duoE),
3.25 ppm (2H, m, protons ende N du cycle), systeme AB: 3.76 ppm (1H, d, pnatao de
l'acide, J=17.5 Hz) et 3.93 ppm (1H, d, protonoete I'acide, J=17.5 Hz), 4.10 ppm (1H, m,
proton a du cycle), 7.22 ppm (2H, m, protons aromatiquesFdwc), 7.31 ppm (2H, m,
protons aromatiques du Fmoc), 7.60 ppm (3H, ntopsaromatiques du Fmoc et le proton
de I'amide), 7.79 ppm (2H, m, protons aromatique$-thoc), 12.70 ppm (1H, s large, proton

de l'acide).
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[1 2 : Motif Ortho :

Synthése du 2-bromométhylphénylacétate d'éttd)e

Dans un monocol d'un litre, on introduit le 2-méphénylacétate d’éthyle (25 g — 140
mmol) que I'on dilue dans 600 ml de chloroforme. &oute ensuite le N-bromosuccinimide
(50 g — 280 mmol) et le péroxyde de benzoyle (@@0- 0.82 mmol). Le milieu réactionnel
est porté a reflux sous atmosphere inerte (argenjignt 2 heures. Le chloroforme est alors
évaporé est le tout est repris dans I'acétate y@tiyui est lavé trois fois avec une solution
saturée de bicarbonate de sodium et ensuite tmgs dvec une solution aqueuse 1M
d’hydrogénosulfate de potassium puis avec uneisalsaturée de bicarbonate de sodium. La
phase organique est ensuite lavée avec de I'eeeetune solution aqueuse saturée en NacCl,
séchée sur sulfate de sodium anhydre, filtrée @p@ée. On obtient une huile qui est purifiée
sur colonne de gel de silice et éluée avec un rmgélacétate d'éthyle/hexane (1/9) pour
conduire au produit py#) (31.06 g — 120 mmol).

Rendement : 86 %

M+H": 257 et 259; Rf (1/9): 0.5.

Svynthése du 2-azidométhylphénylacétate d'étfBle

Dans un monocol d’'un litre, on solubilise le praddi) (31 g — 120 mmol) dans 600 ml de
DMF auquel on ajoute I'azidure de sodium (78 g2-rhol). Le milieu réactionnel est chauffé
a 60 C° pendant deux heures, et le DMF est enéu#tporé. Le résidu est repris dans 300 ml
d’eau et extrait avec de l'acétate d’éthyle. Laggharganique est lavée trois fois avec de
'eau et avec une solution aqueuse saturée en NaChée sur sulfate de sodium anhydre,
filtrée et évaporée. On obtient une huile qui estfige sur colonne de gel de silice et éluée
avec un mélange acétate d’éthyle/hexane (1/5) pauduire au produit pyb) (20.5 g — 93
mmol).

Rendement : 77.5 %

M+H": 220; Rf (1/4): 0.65.

Synthése de I'acide 2-azidométhylphénylacéti@e

Dans un ballon de 500 ml, on solubilise le prodbi (20.5 g — 93 mmol) dans 200 ml
d’éthanol 95 % auquel on ajoute 120 ml de LiOH 1. bout de 30 minutes, I'éthanol est
évaporé et on ajoute de I'eau. La phase aqueudavest deux fois a I'éther, acidifiée avec

une solution aqueuse 1M d’hydrogénosulfate de ptas et extraite avec de l'acétate
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d’éthyle. La phase organique est ensuite lavée faiseavec une solution aqueuse 1M
d’hydrogénosulfate de potassium, lavée avec de Btavec une solution aqueuse saturée en
NaCl, séchée sur sulfate de sodium anhydre, fileéeévaporée. On obtient un brut
réactionnel avec une pureté HPLC de 95.3.8214 nm)(16.51 g — 86.5 mmaol).

Rendement : 93.5 %

M+H": (6) ne s’ionise pas ; Rf (180/10/5): 0.55.

Synthése de l'acide 2-aminométhylphénylacétiqe
Dans un ballon de 500 ml, on dissout le prod6j) (16.5 g — 86.5 mmol) dans 300 ml

d’éthanol & 95 % auquel on ajoute une quantitéytatae de palladium a 10% sur charbon.
On fait barboter un courant d’hydrogéne une nuit. fltre le catalyseur et le filtrat est
évaporé. On co-évapore a I'éthanol et on obtiensalide qui est lavé avec de I'éther froid
puis filtré pour conduire au produit p(#) (11.93 g — 72.3 mmol).

Rendement : 83 %

M+H": 166 ; Rf (80/20/50/10): 0.3.

Svynthése de I'acide Fmoc-2-aminométhylphénylacét{gu

Dans un ballon de 250 ml, on dissout le pro@jit5 g — 30.3 mmol) dans 50 ml d’eau et 30
ml de dioxane, le milieu réactionnel est refroidDaC. On ajoute le carbonate de sodium
(4.82 g — 45.5 mmol) et on agite 15 minutes, easoiit introduit Fmoc-OSu (11.24 g — 33,3
mmol). La réaction est ramenée a température amebi@naprés une nuit, le dioxane est
éliminé sous vide. On ajoute de I'eau et on véqdfie le pH est basique. La phase aqueuse est
lavée avec de I'éther, acidifiée avec une solutamjueuse 1M d’hydrogénosulfate de
potassium puis on extrait avec de I'acétate d'éthlyh phase organique est ensuite lavée avec
de I'eau et avec une solution aqueuse saturée €h Biechée sur sulfate de sodium anhydre,
filtrée et évaporée. On obtient un solide |égeranammatre, qui est lavé a I'éther froid pour
donner le produit pur (9.96 g — 25.8 mmaol).

Rendement : 85 %

M+H": 388; T°fus : 151 - 153°C ; Rf (180/10/5):0.45

RMN'H (DMSOd6, 400 MHz): 2.61 ppm (1H, t, proton du @ Fmoc), 3.68 ppm (2H, s,
CH; ena de l'acide), 4.14 ppm (2H, dd, Gléna de I'amide, J=6 Hz et J=12 Hz), 4.35 ppm
(2H, d, proton em de I'O), 7.21 ppm (4H, m, protons du noyau phényle33 ppm (2H, m,

protons aromatiques du Fmoc), 7.43 ppm (2H, moparomatiques du Fmoc), 7.71 ppm
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(2H, m, protons aromatiques du Fmoc), 7.78 ppm (ligroton de I'amide, J=6 Hz), 7.90
ppm (2H, m, protons aromatiques du Fmoc), 12.36 (gtin s large, proton de I'acide).

Synthése de I'acide Boc-2-aminométhylephénylacétigu

Dans un ballon de 250 ml, on dissout le prodmjt(6.2 g — 37.5 mmol) dans 50 ml d’eau et
30 ml de dioxane, le milieu réactionnel est refrai®°C. On ajoute ensuite 41.3 ml de soude
1IN et on agite 15 minutes, ensuite on introduit Bo€9 g — 41.2 mmol). La réaction est
ramenée a température ambiante et au bout de 2shleudioxane est éliminé sous vide. On
ajoute de I'eau et on vérifie que le pH est basidjagphase aqueuse est lavée avec de I'éther,
acidifiée avec une solution aqueuse 1M d’hydrogélfiate de potassium et on extrait avec de
l'acétate d'éthyle. La phase organique est endaitée avec de I'eau et avec une solution
agueuse saturée en NaCl, séchée sur sulfate densadihydre, filtrée et évaporée. On
obtient un solide Iégerement jaunatre, qui est EVéther froid pour donner le produit pur
(7.13 g — 22.0 mmol).

Rendement : 72 %

M+H": 265; T°fus : 111-113°C ; Rf (180/10/5):0.5

RMN'H (DMSOd6, 400 MHz): 1.38 ppm (9H, s, @Bbc), 3.66 ppm (2H, s, GHena de
l'acide), 4.14 ppm (2H, d, CHena de I'amide, J=6 Hz), 7.20 ppm (4H, m, protons dyau
phényle), 7.28 ppm (1H, t, proton de I'amide, J=8),H.2.36 ppm (1H, s large, proton de

l'acide).
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Chapitre 2 : synthése des oligomeéres

| : Présentation

Les oligoméres ont été synthétisés pour réalises @nalyses structurales
(cristallographie, dichroisme circulaire, RMN, IR} ainsi d’étudier la capacité de telles
molécules a se structurer en hélice en fonctiola dengueur et de la nature des groupements
terminaux. Nous avons aussi synthétisé des fragmurotégés pour les introduire dans la

séquence du hCRF.

Les divers oligomeres du motif C5 dont les forrsuignérales sont Ac-(GSPH et
Ac-(C5)-NH, ont été synthétisés pour des analyses structur@les composés ont tous
aceétylés. La partie C-terminale est sous la forfoe dcide libre ou amidée, nous espérons
ainsi pouvoir faciliter la cristallisation de cdggomeres.

Les fragments synthétisés sont :

= Ac-(C5)-OH (10)
= Ac-(C5)-OH (11)
* Ac-(C5)-OH (12)
= Ac-(C5)-NH; (13)
= Ac-(C5)-NH; (14)
= Ac-(C5)-NH; (15)
= Ac-(C5)1-NH; (16)

Le fragment Fmoc-(C5)OH (17) a été préparé en grande quantité pour étre introdui

par bloc dans la séquence du hCRF.

Tous les oligoméres du lactame C5 ont été syn#eéten utilisant une chimie
supportée, une partie sera donc consacrée auxafjgggde la synthése peptidique en phase

solide que nous avons utilisé.

Les dérivés du motif Ortho dont les formules gétes sont Boc-OrtheNHMe, Piv-
Ortha,-NHMe et Boc-Ortho-NHiPr ont été préparés en pHasmogéne. Ces composés ont
été synthétisés en vue d’étre cristallisés. Nousaitons aussi, a partir d’études RMN, CD et
IR sur ces molécules de taille croissante, metirévédence une structuration progressive en

hélice comme nous I'a prédit I'étude de modélisatiwoléculaire.
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lls sont composés entre un et trois motifs Ortho.
= Boc-ortho-NHMe (18) » Piv-ortho-NHMe (19) = Boc-ortho-NHiPr (20)
= Boc-(ortho)-NHMe (21) * Piv-(ortho}-NHMe (22)
= Boc-(ortho}-NHMe (23) » Piv-(orthoy-NHMe (24)

Pour des problémes de solubilité, a I'inverse dgritent Fmoc-(C3)OH, aucun bloc

Ortho n’a été préparé pour étre incorporé danédaence du hCRF.

Il : Généralités sur la synthese peptidique en phassolide

Les généralités présentées dans ce chapitre neeocdpas le large éventail de la
synthése peptidique en phase solide, mais lattotddis appareils, des stratégies de synthése
et des conditions de couplage qui ont été utildass ce travail. Cela concerne aussi bien la

synthése des oligoméres que des molécules hylthdk€RF.

Il 1 : Appareillages

II'11: Réacteur manuel

Les synthéses peptidiques sont réalisées dansédeteurs en verre cylindriques
composés d'un fritté de porosité n°2 prolongé parrobinet de vidange et muni d’'un
bouchon a vigSchéma 3) Le réacteur est fixé perpendiculairement a I'axendnoteur et
I'agitation s’effectue par rotation. La vidange diéacteur est réalisée par aspiration et les

effluents sont collectés dans un erlenmeyer faigtiice de poubelle.

/ﬂ Vide
Bouchon j
avis

Frite l Poubelle

Robinet — »
de vidange

Schéma 3 : Réacteur manuel pour la synthése peptiflie en phase solide
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[I' 12 : Synthétiseurs automatisés
1121 : Synthétiseur Perseptive Pioneer

La résine est placée dans un réacteur cylindrigueerre fermé par deux frittés aux
extrémités. Les réactifs et les solvants sont iiséis sous atmosphére inerte (azote) et

I'agitation de la résine se fait par flux continu.

I 12 2: Synthétiseur Advance ChemTech (ACT)

La résine est placée dans des puits de synthese¢dedfond est composé d’un fritté.

La distribution des réactifs et des solvants esligée sous atmosphére inerte par le haut du

puit a I'aide d’un bras robot. L’'agitation mécarggest transversale par vas et vient.

Il 2 : Couplages

I 2 1: Couplage au BOP

La résine est mise en suspension dans le DCMjooitean+1 équivalents de DIEA par
rapport a la charge de la résine, n équivalentsadBaaminé N-protégé, n équivalents de BOP.
Le réacteur est agité pendant 30 minutes a plusieeures (en fonction de la difficulté de
couplage). La solution de couplage est filtréerdlsine est lavée 3 fois au DCM, 2 fois a

I'isopropanol, puis 3 fois au DCM.

12 1: Couplage a 'lHBTU

La résine est mise en suspension dans le DMF.j@utean+1 équivalents de DIEA
par rapport a la charge de la résine, n équival@atsde aminé N-protégé, n équivalents de
HBTU. Le réacteur est agité pendant 30 minutes usi@lirs heures (en fonction de la
difficulté de couplage). La solution de couplagefdisée, la résine est lavée 3 fois au DMF,

1 fois a l'isopropanol, puis 3 fois au DCM.

Il 3 : Les stratégies de synthése

Les deux stratégies de synthése peptidique @disé phase solide (Boc et Fmoc) font
appel a un méme schéma : Accrochage du premielurBsprotégé (par un Boc ou un Fmoc),
déprotection de I'amine N-protégée, couplage dutnearésidu N-protége, etc. Le décrochage
et la déprotection des chaine lattérale est régéséralement lors de la méme ét§pbéma
4,
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Premier amino-acide  Résine

||?1

P—NH—CH-¢—X

®

|

(@]
1) Déprotection
2) Lavages

0]
l 1) Activation

Couplage
2) Lavages
T T
P—NH—CH—Cl—NH—CH—Cl—X‘
O O
i R
P—NH—CH—%—O-—~ ~~~~~~~~~~~~ —NH—CH—Cl—NH—CH—Cl—X—.
O o] o]

l Clivage de la résine et
déprotection des chaines
latérales

i A,
NHZ—CH—(li—O—--- —NH—CH—Cli—NH—CH—%:—XH + ‘
o] 0] o

Schéma 4 : Schéma général de la synthése peptidicqere phase solide (X= O, NH)

I 31: La stratégie Boc
Dans une stratégie Boc, les acides aminés owighans sont protégés sur I'azote N
terminal par un groupement temporaire de tigse-butyloxycarbonyle (Boc). Les chaines

latérales quant a elles, sont protégées par depgnments dits « orthogonaux » qui sont des
144
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protections permanentes qui ne seront enlevées @in'ele synthése. Le groupement Boc est
éliminé par un traitement a I'acide trifluoroacétq (TFA). Les protections permanentes
doivent résister a ce traitement ; on peut dorigseti des groupements acidolabiles n’étant

pas sensibles au TFA, ou des groupements basalabile

Les résines utilisés sont de deux types :

» Larésine MBHA (paraméthylbenzydrylamine) est uésire dite « amide » qui va
conduire a I'obtention d’'un peptide amide aprésagtage de la résine. La résine
est placée dans le réacteur, lavée au DCM, puéelgpendant 5 minutes par un
mélange DCM/DIEA afin de neutraliser le chlorhyérat donc générer 'amine
libre. Elle est ensuite lavée au DCM, MeOH et DCM.

= La résine de Merrifief° (chlorométhylpolystyréne) doit étre fonctionnatiggar
estérification en utilisant la méthode de Gigipour ancrer le premier résidu. La
résine est mise en présence du premier résidu tég&dBoc) qui est sous forme
de sel de césium. Aprés 72 heures d’agitation taf¥VF a 55°C, la résine est
filtrée, lavée puis séchée sous vide. Le taux detionnalisation est évalué par

gain de poids.

Elimination du groupement Boc :

La résine est traitée par un mélange TFA/DCM (50fthdant 2 minutes puis rincée
par du DCM et traitée & nouveau pendant 28 mirpaede mélange TFA/DCM. La solution
est filtrée, la résine est lavée 2 fois par du D@Mois par de I'isopropanol et deux fois par
du DCM.

Décrochage du peptide et déprotection des chatiEsles :

La résine est placée dans le réacteur en téflonedfampe a HF, sous agitation en
présence d’l ml d’anisole par gramme de résinemlL@e HF sont distillés sous vide et
condensés dans le réacteur refroidi a I'azoteduOn laisse le HF revenir a I'état liquide,
puis le mélange est agité pendant 1 heure danaiordb glace. Le HF est distillé sous vide et
piégé dans un autre réacteur placé dans l'azatedéqLe peptide totalement déprotégé est
précipité dans I'éther et récupéré par filtratidnest ensuite solubilisé dans un mélange
eau /acétonitrile /TFA (50/50/0.1), puis lyophilisé

50 Merrifield, R.B. Solid phase peptide synthesighe synthesis of a tetrapeptideAm. Chem. Soc., 1963 85,
2149-2154.

%1 Gisin, B.F. Preparation of Merrifield resins thgbutotal esterification with cesium saltdelv. Chim. Acta.
1973 56, 1476-1482.
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I 32 : La stratégie Fmoc

Dans une stratégie Fmoc, les acides aminés oynésoss sont protéges sur 'azote N
terminal par un groupement temporaire de type @rflnylméthyloxycarbonyle (Fmoc). Les
chaines latérales quant a elles, sont protégéedegagroupements acidolabiles sensibles au
TFA. Le groupement Fmoc est éliminé par un traitendela pipéridine.

Avec une stratégie Fmoc, toutes les résines adidedapeuvent étre utilisées, mais les
plus employées sont généralement celles dont leédeefinal est décroché par du TFA (Rink
amide, Trityle).

La résine a été utilisée est une Rink arfiiderotégée par un groupement Fmoc, il doit
étre éliminé. Pour cela la résine est traité pamétange DMF/Pipéridine pendant 2 minutes
puis rincée par du DMF et traitée a nouveau pendamhinutes par la solution de
déprotection. La solution est filtrée, la résin¢ lasée 2 fois par du DMF, 2 fois par du
méthanol et deux fois par du DCM.

Le décrochage du peptide est effectué en traimdgnt 2 a 5 heures (en fonction de
la nature des protections des chaines latéraleg)rpmélange TFA/DCMITIS (49/49/2). Le
mélange réactionnel est ensuite concentré sous yidipité a I'éther et récupéré par
filtration. Comme pour la stratégie Boc, le peptelt ensuite solubilisé dans un mélange
eau /acétonitrile /TFA (50/50/0.1), puis lyophilisé

Il 4 : Tests colorimétriques
Des tests colorimétriques spécifiques permettersiuilge I'avancement de la réaction
de couplage ou de déprotection.
. Le test de Kaisér®:
Il permet de mettre en évidence la présence d’apnienaires libres présentes sur les
billes de résine. Trois solutions sont préparés :
0 Ninhydrine : 500 mg de ninhydrine sont dissous dahml d’éthanol.
0 Phénol : 80 g de phénol sont dissous dans 20 ritiatiél.
o] KCN/Pyridine : 2 ml d’'une solution aqueuse 0.001d® cyanure de
potassium sont ajoutés a 98 ml de pyridine.
Quelques billes de résine sont placées dans unembeerre, une goutte de chaque
solution est ajoutée. Le tube est chauffé 3 minat@20°C. En présence d’amines libres, les

billes et la solution prennent une couleur violstienbre.

%2 Rink, H. Solid-phase synthesis of protected pepfidgments using a trialkoxy-diphenyl-methylesesin.
Tet. Lett., 1987 28, 3787-3790.
%3 Kaiser, E.; Colescott, R.L. ; Bossinger, C.D.qo&, P.I. Color test for detection of free termimahino
groups in the solid-phase synthesis of peptidaal. Biochem., 197Q 34, 595-598.
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. Le test au TNBE*:
Comme le test de Kaiser il permet de mettre eneéwd les amines primaires libres.
Les deux solutions de réactifs sont :
o] DIEA a 10 % dans le DMF.
o] Acide 2,4,6-trinitrobenzénesulfonique dans le DMF
Quelques billes de résine sont placées dans unembeerre, une goutte de chaque
solution est ajoutée. En présence d’amines libess,billes prennent une couleur rouge-
orangée.
. Le test au chlorarit®
Ce test permet de mettre en évidence la préseaceirtés secondaires (ex : proline).
Les deux solutions de réactifs sont :
o0 Acétaldéhyde a 2 % dans le DMF.
o Chloranil a 2 % dans le DMF.
Quelques billes de résine sont placées dans unembeerre, une goutte de chaque
solution est ajoutée. En présence d’amines seamsditires, les billes prennent une couleur

verte.

Il : Stratégie de synthése

[Il 1 : Synthese des poly-C5.

[l 11: Stratégie de synthese des oligoméres dgpe Ac-(C5)-OH

Pour construire les fragments de type Ac-¢&BM, nous avons utilisé une synthése
sur support avec une résine de Merrifield en grat®oc et le BOP comme agent de
couplage. La premiere étape consiste a fonctiosgrala résine. Nous avons tout d’abord
introduit le motif Boc-C5-OH par la méthode au sglel Césium décrite par Gisin dont le

schéma réactionnel est décrit danBigure 1.

%4 Hancock, W.S. ; Battersby, J.E. A new micro-testthe detection in incomplete coupling reactiamsalid-
phase peptide synthesis using 2,4,6-trinitrobermdfanic acid Anal. Biochem., 1976 71, 260-264.
¥5Vojkovsky, T. Detection of secondary amines oridsphasePept. Res., 1995 8, 236-237.
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EtOH, H,0
— < >

Boc-C5-OH + Cs,CO, Boc-C5-0O, Cs*

i j : Boc-C5-07, Cs*
—_—
d DMF,50C  Boc-CyO C :

Figure 1 : Fonctionnalisation de la résine de Merfiel par la méthode de Gisin

La synthese des oligoméres est réalisée selomatieode pas a pas. Chaque fois que
cela était nécessaire, c’est a dire apres la d&giroh du troisiéme et du quatrieme C5, une
quantité définie de résine était prélevée pour étgé par I'anhydride acétique avant le
décrochage par de l'acide fluorhydrique. Cettetégi@ nous a permis d’obtenir les trois
oligoméres (Ac-(C%)OH (10), Ac-(C5),-OH (11) et Ac-(C5)-OH (12)) avec un seul lot de
résine.

Le Schéma Sest donc valable pour les trois oligoméres quesmons synthétisés.

C5 e C5 ™ C5
Boc——‘
TFA
Boc——oOH H——.
BOP/DIEA
Boc .
TFA
Boc——OH | H .
BOP/DIEA
Boc ‘
TFA
H o
AC,O/DIEA
Ac @
HF
Ac OH
\ /n—2

Schéma 5 : Synthése générale des fragments Ac-(GOH

La pureté des trois composés bruts ainsi obterait dé 97 & 99 %. Nous les avons
utilisés tels quels pour les études conformatidasefjui seront traités dans la quatrieme

partie.
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[l 1 2 : Stratégie de synthese des fragments depg Ac-(C5h-NH

Pour synthétiser les fragments de type Ac-{@®),, nous avons utilisé une synthese
sur support avec une résine de type MBHA en sti@atBgc et I'agent de couplage est le
BOP. Le protocole d’ancrage de tous les synthonglestique. Comme pour la synthese des
fragments Ac-(C5OH, une partie de la résine est prélevée au cdeirsélongation de la
séquence, acylé par I'anhydride acétique avangtzodhage par de I'acide fluorhydrique.
Nous avons ainsi obtenu les quatres oligoméreq&s-NH, (13), Ac-(C5)-NH, (14), Ac-
(C5)-NH; (15) et Ac-(C5):-NH, (16)) avec un seul lot de résine.

Le Schéma 6Gest valable pour les quatre oligomeres.

C5 7 Cc5 ) C5

Boc———OH NHZ—‘
Boc BOP/DIEA .
TFA
Boc——OH| H o
BOP/DIEA
Boc .
TFA
Boc—+—OH | H ‘
BOP/DIEA
Boc ‘
TFA
H ®
Ac,O/DIEA
Ac @
HF
AcC NH2
o o

Schéma 6 : Synthése générale des oligomeéres Ac-(&SH,

La pureté HPLC brute (65 a 88 %) et les rendem@isa 46 % apres purification)
obtenus avec la résine MBHA sont moins bons qu& obtenus avec la résine de Merrifield.
Cela peut s’expliquer du fait que la résine MBHA m®ins bien solvatée que la Merrifield,

réduisant I'accessibilité des fonctions de la résinx réactifs.
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[l 1 3: Stratégie de synthese du fragment de typEmoc-(C5%-OH (17)

Nous avons synthétisé une grande quantité de R@®)E-OH (940 g.mol) dans le
but de coupler les fragments sur une chaine pgpgden croissance. Afin d'éviter une
purification finale et aux vues des puretés obtenasec la résine de Merrifiel lors de la
synthése des fragments Ac-(&®)H, nous avons utilisé le méme type résine ertégfia
Boc. L'agent de couplage est le BOP, le dernieidtésouplé, I'a été sous forme Fmoc-C5-

OH car ce groupement protecteur résistes aux donditle clivage par HF.

Le Schéma 7de synthése est présenté ci-dessous.

C5 C5 C5 C5 C5
Boc—4‘
TFA
Boc——OH H—4‘
BOP/DIEA
Boc ‘
TFA
Boc——OH H ‘
BOP/DIEA
Boc ‘
TFA
Boc——OH H .
BOP/DIEA
Boc ‘
TFA
Fmo(—/—OH H ‘
BOP/DIEA
Fmoc .
HF
Fmoc OH

Schéma 7 : Synthése générale du fragment Fmoc-(G&)H

Nous avons réalisé cette synthése en plusiewgides puretés HPLC ont été trés bon
(92 &4 99 %) et les rendements acceptables (598)68ela nous a donc permis d'utiliser ces

blocs lors de la synthése des hybrides du hCRF.

[l 2 : Synthese des dérivés du motif Ortho

[l 2 1: Présentation des dérivés du motif Ortho

Nous avons synthétisé des dérivés monomeériquagridjues et trimériques de l'acide
2-aminomeéthylphénylacétique (ortho) afin de canés®é la conformation de ces molécules.

En effet, il n'existe pas d’études conformationegllde ce résidu et nous espérons pouvoir
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cristalliser ces molécules en apportant différemtasiations aux extrémités C- et N-
terminales. Elles sont toutes protégées sur leanttep\-terminale par un groupement Boc ou
Piv et sur leur partie C-terminale par un grouperaemnométhyle ou aminoisopropyle.
Ces molécules sont :
= Boc-ortho-NHMe (18) = Piv-ortho-NHMe (19) = Boc-ortho-NHiPr (20)
= Boc-(ortho)-NHMe (21) » Piv-(ortho}-NHMe (22)
= Boc-(ortho}-NHMe (23) » Piv-(orthoy-NHMe (24)

Il 2 2 : Stratégie de synthese des dérivés du mbtdrtho

Les synthéses ont été réalisés en phase homogedartale cas présent, la synthése
supportée apportait plus de contraintes que d'agmst

Pour cette synthese multiple, nous sommes partia delécule Boc-Ortho-OHKO).
Tous les composés synthétisés possedent un groopérméthylamide a I'exception du
Boc-Ortho-NHiPr(20) qui est le seul a posséder un groupement N-isofaopge. Pour la
synthése de ce composé nous sommes donc partisad@mBho-OH(9) et d'isopropylamine
qui en présence de BOP en milieu basique condaiitcaOrtho-NHiPr(20).

Boc-Ortho-NHMe(18) est obtenu partis du Boc-Ortho-QH) et de méthylamine en
présence de BOP en milieu basique.

Un traitement Boc-Ortho-NHM¢18) par de I'acide chlorhydrique 4N dans l'acétate
d’éthyle permet de déprotéger la fonction amine.cGmposé est acylé par le chlorure de
pivaloyle en présence de DIEA pour donner Piv-GithitMe (19), ou couplé avec le Boc-
Ortho-OH en présence de BOP comme agent de couptagelieu basique pour donner Boc-
(orthox-NHMe (21).

Le traitement Boc-(orthedNHMe (21) par de 'acide chlorhydriqgue 4N dans l'acétate
d’éthyle permet de déprotéger la fonction amine.cGmposé est acylé par le chlorure de
pivaloyle en présence de DIEA pour donner Piv-@gHNHMe (22), ou couplé avec le Boc-
Ortho-OH en présence de BOP comme agent de couptagelieu basique pour donner Boc-
(orthok-NHMe (23).

Boc-(ortho}-NHMe (23) est traité par de I'acide chlorhydrique 4N danséiate
d’éthyle permet de déprotéger la fonction amineasgtiacylé par le chlorure de pivaloyle en
présence de DIEA pour donner Piv-(orthlHMe (24).

La synthése est représenté de facon intégralelel@théma 8
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COOH
NHBoc

MeNH,, BO o
DIEA, DCM 97.5%
CONHMe
NHBoc
HCI 4N, AcOEt 92 %

CO-NHMe
NH,

Boc-Ortho-OH, BO

DIEA, DMF 85 %

HCI 4N, AcOEt | 100 %

CO-NHMe
NHFH

2

Boc-Ortho-OH, BO
DIEA, DMF

CO-NHMe
NHfBoc

(23) 3

98 %

iPrNH,, BOP

DIEA, DCM
45 %

(18)

Piv-Cl, DIEA, DMF

84.5 %

Piv-Cl, DIEA, DMF

67.5 %

1) HCI, AcOEt

2) Piv-Cl, DIEA, DMF

80 %

CONHiPr
NHBoc

(20)

CONHMe
NHPiv

(19)
CO-NHMe
NH-Piv
(22) 2
CO-NHMe
NH-Piv
(24) 3

Schéma 8 : Schéma de synthese des dérivés de I'ac2daminométhylephénylacétique
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IV : Mode opératoire

IV 1 : Synthese des poly-C5.

IV 11 : Fonctionnalisation de la résine

10 mmol de Boc-C5-OH (2.58 g) sont dissoutes datisanol 95% auquel on ajoute
de I'eau jusqu’a la limite de précipitation. On@®5 mmol de carbonate de césium (1.63 g),
(le pH doit rester neutre). Aprés 30 minutes datgin I'éthanol est évaporé et la solution est
lyophilisée. On obtient 3.92 g de sel de Boc-C53§ qui sont ajoutés a 8 g de résine de
Merrifield fonctionnalisée de 1 a 2 mmol/g dansD#&IF, la solution est agitée a 55°C
pendant 72 heures. La résine est filtrée et laudeMF, a I'eau, au méthanol, a I'isopropanol,
et au dichlorométhane avant d’étre séchée sous @debtient 9.72 g (gain de poids : 1.72

0). La résine obtenue est fonctionnalisée a 0.9@®ligntestimé par gain de poids).

IV 12 : Synthése des oligomeres Ac-(GsPH

Nous sommes partis d’'un lot de 750 mg (72 mmol)édine Boc-C5-O-Merrifield ou
nous avons prélevé au cours de la synthese, unditgude 300 mg de résine Boc-(&8®)-
Merrifield, puis 300 mg de résine Boc-(G%)-Merrifield que nous avons déprotégé et
acétylé par de I'anhydride acétique a 50 % darBd& en présence de DIEA pendant 10
minutes. Le lot final de résine Boc-(G&)-Merrifield a été traité de la méme maniére asto
ces composés sont décrochés par de l'acide fludduel L'agent de couplage utilisé est le
BOP, les temps de couplage sont de 3 heures ebfefitions de couplage et les quantités

obtenus sont données dans le tableau suivant.

Conditions de couplage Masse Rdt Pureté M (g.mol™)
brute HPLC
Boc-(C5)-O-Merrifield 2 eq, 1.44 mmol, 372 mg
Boc-(C5%-O-Merrifield 2 eq, 1.44 mmol, 372 mg 300 mg de résine sonty#sle
Ac-(C5):-OH (10) 7mg | 69% | 99% | 480
Boc-(C5),-O-Merrifield 2 eq, 0.95 mmol, 245 mg 300 mg de résine sont#éle
Ac-(C5),-OH (11) 82mg | 64% | 99% | 620
Boc-(C5)-O-Merrifield 2 eq, 0.63 mmol, 162 mg 460 mg de résine
Ac-(C5)s-OH (12) 150mg| 68% | 97% | 760

Tableau 1 : Conditions de synthése et quantités geoduits obtenus
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IV 1 3 : Synthése des oligomeres Ac-(GBNH

Nous sommes partis d’1 gramme de résine substiy8 enmol/g, avec 2 eq de Boc-
C5-OH pour chaque étape et I'agent de couplagke &DP. Afin d’optimiser la substitution
de la résine, on réalise un double couplage deudebepour ancrer le premier résidu et un
capping a I'AgO est effectué a la fin de cette premiére étaps.temps de couplage des
autres résidus sont compris entre 6 heures etwiheQomme pour la synthése des fragments
Ac-(C5),-OH, une partie de la résine est prélevée au arif®longation de la séquence afin
de pouvoir générer les fragments suivants :

Dans le tableau ci-dessous sont donnés les comsliie couplages et les quantités

obtenues.
Conditions de Masse Pureté Masse Rdt M
couplage brute HPLC purifiée | purifiée (g.mol'l)
Boc-C5-MBHA (X2) 2 eq, 1.6
mmol, 413 mg

BOC-(C5\);MBHA 2 eq, 1.6 mmol,

a 435 mg de résine sont prélevés
Boc-(C5)-MBHA 413 mg
Ac-(C5)s-NH, (13) 130mg| 74% | 80mg | 46% | 759
Boc-(C5)-MBHA
2 eq, 1.14 mmol, , . .
et 294 mg 320 mg de résine sont prélevés

Boc-(C5)-MBHA

Ac-(C5)-NH, (14) 113mg| 8% | 63mg | 42% | 1039

Boc-(C5)-MBHA (X2) 2 eq, 0.83

et
Boc-(C5)-MBHA mmol, 214 mg

700 mg de résine sont prélevés

Ac-(C5)s-NH, (15) 232mg| 70% | 1120mg| 30% | 1319

Boc-(C5)-MBHA (X2) 2 eq, 0.63

et
Boc-(C5),-MBHA mmol, 162 mg

320 mg de résine

Ac-(C5),,-NH, (16) 142mg| 65% | 35mg | 16% | 1599

Tableau 2 : Conditions de synthése et quantités geoduits obtenus
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IV 14 : Synthése du fragment Fmoc-(C3)}OH
Nous sommes partis de deux lots (3 et 1.77 ggsiee de Merrifield substituée a 0.96
mmol/g et un autre lot (3 g) substitué & 0.86 magol/

Les conditions de synthése sont résumés sous fiertesleaux.

Lots de résine Conditions de couplage Masse Rdt Pureté HPLC
Boc-C5-O-Merrifield brute
Sur 3 g a 0.96 mmol/g
Boc-C5-OH 2 eq, 5.76 mmol, 1.48 g
Fmoc-C5-OH 2 eq, 5.76 mmol, 2.19 g
1°"HF sur 1.05 g de résine 360 mg 58 %
2°M*HF sur 1.10 g de résine 445 mg 68 %
3°"HF sur 1.10 g de résine 445 mg 68 %
4°™ HF sur 1.30 g de résine 595 mg 77 %
Total 1.845¢g 68 % 99 %
Sur 1.77 g 2 0.96 mmol/g
Boc-C5-OH 2 eq, 3.39 mmol, 0.88 g
Fmoc-C5-OH 2 eq, 3.39 mmol, 1.29 g
HF sur 1.96 g de résine 1g | 61% | 92%
Sur 3 g & 0.86 mmol/g
Boc-C5-OH 2 eq, 5.16 mmol, 1.33 g
Fmoc-C5-OH 2 eq, 5.16 mmol, 1.96 g
1°"HF sur 1.3 g de résine 460 mg 54 %
2°™ HF sur 1.3 g de résine 520 mg 61 %
3°™HF sur 1.1 g de résine 460 mg 64 %
Total 1.440g |  59% 94 %

Tableau 3 : Conditions de synthese et quantités geoduits obtenus

IV 2 : Mode opératoire des dérivés du motif Ortho
Synthése deert-butyl 2-[2-(isopropylamino)-2-oxoethyl]benzylcarbate(20)
(Boc-ortho-NHiPr) :

Dans un ballon de 100 ml, on introduit Boc-ortho-@b g — 1.88 mmol), iPr-NJH0.241 ml

— 2.82 mmol), BOP (0.910 g — 2.07 mmol) que I'ossdut dans 20 ml de DCM, on ajoute

ensuite la DIEA (0.646 ml — 3.76 mmol). On vérijee le pH est basique. Apreés une nuit de

réaction, on évapore de DCM, et le tout est reddas de l'acétate d'éthyle. La phase
organique est lavée trois fois avec une solutidaréa de bicarbonate de sodium, trois fois
avec une solution aqueuse 1M d’hydrogénosulfateadassium, avec une solution saturée de
bicarbonate de sodium, de I'eau et une solutiorasg saturée en NaCl, séchée sur sulfate de
sodium anhydre, filtrée et évaporée. On obtiensoilide qui est lavé a I'éther. On obtient
donc un solide pur (264 mg — 86.3 mmol). M+1307.18 ; Rf (5/5) :0.7.

Rendement : 45 %
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Synthése deert-butyl 2-[2-(méthylamino)-2-oxoéthyl]benzylcarbaméi8)
(Boc-ortho-NHMe) :
Dans un ballon de 50 ml, on introduit Boc-ortho-(b6 g — 1.88 mmol), Me-NEH HCI (253
mg — 3.73 mmol), BOP (0.910 g — 2.07 mmol) que bssout dans 20 ml de DMF, on ajoute
ensuite la DIEA (1.30 ml — 7.52 mmol). On vérifiaegle pH est basique. Aprés une nuit de

réaction on ajoute de I'eau puis on extrait avetat®tate d’éthyle. La phase organique est
lavée trois fois avec une solution saturée de baate de sodium, trois fois avec une
solution aqueuse 1M d’hydrogénosulfate de potassiamec une solution saturée de
bicarbonate de sodium, de I'eau et une solutiorasg saturée en NaCl, séchée sur sulfate de
sodium anhydre, filtrée et évaporée. On obtiensoilide qui est lavé a I'éther. On obtient
donc un solide pur (510 mg — 1.83 mmol). M+1279.19 ; Rf (5/5) :0.7.

Rendement : 97,5 %

Synthése de 2-[2-(aminométhyl)phéniméthylacetamide
(H-ortho-NHMe) :
Dans un ballon de 50 ml, on introduit Boc-ortho-NEIND.51 g — 1.83 mmol) auquel on

ajoute une 5 ml d’'une solution d’'HCI 4N dans 'AcORprés 30 minutes, on évapore le
solvant, le mélange réactionnel est repris darthdi€ filtré et séché. On obtient donc un
solide pur (360 mg — 1.68 mmol). M¥H179.9.

Rendement : 92 %

Synthése de 2,2-dimethid{2-[2-(methylamino)-2-oxoethyl]benzyl}propanamide
(Piv-ortho-NHMe) (19):
Dans un ballon de 50 ml, on introduit H-ortho-NHM¢CI (154 mg — 0.71 mmol), Piv-ClI
(132ul — 1.08 mmol) que I'on dissout dans 3 ml de DMk apoute ensuite la DIEA (37l —

2.15 mmol). On vérifie que le pH est basique. A@dweures de réaction, on ajoute de I'eau
puis on extrait avec de l'acétate d'éthyle. La ghasyanique est lavée trois fois avec une
solution saturée de bicarbonate de sodium, trois &vec une solution aqueuse 1M

d’hydrogénosulfate de potassium, avec une solummrée de bicarbonate de sodium, de
I'eau et une solution aqueuse saturée en NaClgséalr sulfate de sodium anhydre, filtrée et
évaporée. On obtient un solide qui est lavé ad¥tn obtient donc un solide pur (157 mg —
0.6 mmol). M+H : 263.50.

Rendement : 84,5 %
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Synthése de Boc-(ortheNHMe (21):
Dans un ballon de 100 ml, on introduit H-ortho-NH{8&0 mg — 1.68 mmol), Boc-ortho-OH
(491 mg — 1.85 mmol) et BOP (817 mg — 1.85 mmof Hon dissout dans 20 ml de DMF,

on ajoute ensuite la DIEA (818 — 5.04 mmol). On vérifie que le pH est basiquerés une

heure de réaction, on ajoute de l'eau puis on ixargec de l'acétate d’éthyle. La phase
organique est lavée trois fois avec une solutidaréa de bicarbonate de sodium, trois fois
avec une solution aqueuse 1M d’hydrogénosulfateati@ssium, avec une solution saturée de
bicarbonate de sodium, de I'eau et une solutiorasgl saturée en NaCl, séchée sur sulfate de
sodium anhydre, filtrée et évaporée. On obtiensalide qui est lavé a I'éther. On obtient
donc un solide pur (607 mg — 1.42 mmol). M+H26,3.

Rendement : 85 %

Synthése de H-(ortheNHMe :
Dans un ballon de 50 ml, on introduit Boc-(orthbjHMe (400 mg — 0.94 mmol) auquel on

ajoute une 5 ml d’'une solution d’'HCI 4N dans I'AcORpres 30 minutes, on évapore le
solvant, le mélange réactionnel est repris darthdi€ filtré et séché. On obtient donc un
solide pur (340 mg — 0.94 mmol). M+H326,2.

Rendement : 100 %

Synthese de Piv-(ortheNHMe (22).
Dans un ballon de 100 ml, on introduit H-(orthd)HMe, HCI (140 mg — 0.38 mmol), Piv-ClI
(51 ul — 0.43 mmol) que I'on dissout dans 3 ml de DMR,apoute ensuite la DIEA (37 —
2.15 mmol). On vérifie que le pH est basique. lagément est le méme que pour Piv-ortho-
NHMe. On obtient donc un solide pur (105 mg — 1#60l). M+H': 410,2.
Rendement : 67,5 %

Synthése de Boc-(orthgINHMe (23):.
Dans un ballon de 30 ml, on introduit H-(orth®dHMe, HCI (140 mg — 0.39 mmol), Boc-
ortho-OH (114 mg — 0.43 mmol) et BOP (190 mg — GwBol) que I'on dissout dans 3 ml de
DMF, on ajoute ensuite la DIEA (150 — 0.86 mmol). On vérifie que le pH est basique. L

traitement est le méme que pour Boc-(orfHdHMe. On obtient donc un solide pur (219 mg
—0.38 mmol). M+H: 573,3.
Rendement : 98 %
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Synthése de Piv-(ortheNHMe (24).
Dans un ballon de 30 ml, on introduit Boc-(orthblHMe (100 mg — 0.175 mmol) auquel on

ajoute une 2 ml d’'une solution d’'HCI 4N dans 'AcORprés 30 minutes, on évapore le
solvant, le mélange réactionnel est repris darkdi¢ filtré et séché. H-(ortheNHMe, HCI
obtenu est placé dans un ballon de 30 ml, auquejarte Piv-Cl (244 — 0.193 mmol) que
I'on dissout dans 2 ml de DMF, on ajoute ensuit®IBA (67 pl — 0.385 mmol). On vérifie
gue le pH est basique. Le traitement est le mémaeyqur Piv-ortho-NHMe. On obtient donc
un solide pur (77 mg — 0.14 mmol). M¥H557,09.

Rendement : 80 %
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Chapitre 3 : Synthése des analogues du CRF

Ce chapitre est consacré a la synthese des medébybrides du CRF qui ont été
réalisées au cours de ce travail. Les synthesetoutes les molécules de type agoniste
[(mime)] *3‘CRF et [(mime)] ***CRF et de type antagoniste [(mire)*'CRF(9-41) sont
décrites.

Les stratégies de synthése difféerent en fonctionmime utilisé et de la séquence a

synthétiser.

| : Stratégie de synthése

| 1 : Synthése des peptides de référence

Le hCRF et I'antagonistgs; hCRF ont été synthétisés comme référence pouida m
en place des tests biologiques. g hCRF posséde la méme séquence que la molécule
naturelle mais il est délété des 8 premiers résidusoté N-terminal.

Pour la synthése de ces deux peptides, nous avisrenmlace la synthése en stratégie
Fmoc. Notre choix a porté sur cette stratégie aasyinthése pouvait étre automatisée en
utilisant les robots de synthése que nous aviatisposition. Le hCRF de 41 acides aminés a
été synthétisé sur un synthétiseur Pioneer etagamtistey 4, hCRF de 33 acides aminés sur
un robot ACT.

Les séquences des deux peptides sont les suivantes

hCRF : SEEPPISLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLMEII-NH , (25)
9-41hCRF : DLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSN RKLMEII-NH ; (26)

Les deux robots utilisent 'THBTU comme agent deiglage et de la DIEA comme
base. Les acides aminés qui possedent des chai@edds qui seraient susceptibles de réagir
au cours de la synthése sont protégées par depegnemts stables. lls seront enlevés au
moment du décrochage de la résine. Les acides anegnéont sous la forme de Fmoc-
Ser(tBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH;moc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-
His(Trt)-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, BwAsn(Trt)-OH et Fmoc-
Lys(Boc)-OH.
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Pour la synthése du hCRF, la résine est de typecfAL-PEG-PS (congue pour le
flux continue) et les temps de couplage sont d’heare et celui de la déprotection du
groupement Fmoc est de 5 minutes. Des doubles ageplont été mis en place chaque fois
gue nous estimé que cela était nécessaire.

Pour la synthése dus; hCRF, la résine est de type Rink amide (conguer pou
I'agitation), les temps de couplage sont de 90 temuet celui de la déprotection du
groupement Fmoc est de 20 minutes. Des doubledagrgpsont réalisés a chaque étape.

Ces résines sont clivées par le TFA en présensealengers. Le schéma de synthése
suivit pour ces deux peptides est le méme que cdaiit dans le chapitre consacré aux

généralités sur la synthése peptidique en phasksol

| 2 : Synthése des molécules hybrides analogues dQRF
La synthése des molécules hybrides du hCRF aéétisée sur support solide. Nous
avons axé nos recherches sur les hybrides de tygmniste dont les résultats

pharmacologiques seront présentés dans la quatpartie.

Dans le modele agoniste, nous avons exploré deies v

Dans un premier temps, nous avons décidé de audostit totalité de I'hélicer qui
représente la séquence 6-34 du hCRIBdgle 1). Nous avons opté pour cette stratégie car
nous voulions remplacer la totalité de I'hélicea@tsi voir s’il y avait une affinité pour le

récepteur.

SEEPH (Mimes), KLMEII-NH

En appliguant ce modéle, nous avons synthétiséadéscules suivantes :

. SEEPP-(AG)4+ARKLMEII-NH , (27)
. SEEPP-(AG)o-RKLMEII-NH (28)
. SEEPP-(GP)4+GRKLMEII-NH (29)
. SEEPP-(GP)g-RKLMEII-NH (30)
. SEEPP-(C5)-RKLMEII-NH (31)
. SEEAA-(C5),1-RKLMEII-NH (32)
. SEEPP-@);-RKLMEII-NH (33)
. SEEAA-(®);-RKLMEII-NH (34)
. SEEPP-@®);,-RKLMEII-NH (35)
. SEEPP-@):5RKLMEII-NH (36)
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Dans un deuxieme temps, nous n'avons remplacé egieadides aminés qui ne
semblent pas avoir un r6le primordial pour I'affénau récepteur, c’est la raison pour laquelle

nous avons restreint la substitution a la séqu2@edd Modele 2.

SEEPPISLDLTFHLLREVLE| (Mimes)y KLMEII-NH 2
En appliquant ce modéle, nous avons synthétiséadéécules suivantes :

. SEEPPISLDLTFHLLREVL-(C5) 1-RKLMEII-NH ,  (37)
. SEEPPISLDLTFHLLREVL-( ®)s-RKLMEII-NH » (38)

| 2 1: Les hybrides peptidigues (Modele 1)

Nous avons déterminé par l'étude de modélisationiéaulaire que les motifs
dipeptidiques Ala-Gly et Pro-Gly se structurent Bélice. Nous avons donc décidé
d’'incorporer ces résidus dans la séquence du hGRRE k& but de déterminer si une hélice
peptidiqgue ne possédant pas de chaines latéradedigpes permettait d’induire la réponse
biologique du hCRF.

211 :Incorporation de (Ala-Gly)x

Nous avons calculé par modélisation, en utilisarprbtocole que nous avons mis en
place, que le nombre de résidus a introduire pemptacer les 29 acides aminés était de 40.
Nous n’obtenons pas une hélieemais une structure plus compacte qui ne ressemble
aucune structure décrite. Nous avons donc décidéatporer 20 résidus Ala-Gly mais aussi

une séquence (Ala-Gly}Ala qui correspond aux 29 acides aminés de laesémpunaturelle.

Pour la synthése de ces deux peptides, nous avsrenrplace la synthése en stratégie
Fmoc sur le robot Pioneer en utilisant une résméyge Fmoc-PAL-PEG-PS. Les stratégies
sont les mémes que pour la synthese du hCRF etaldddes couplages ont été mis en place
chaque fois que nous estimé que cela était néoessai
Les séquences des deux peptides sont les suivantes
* SEEPP-(AG)+ARKLMEII-NH , (27)
» SEEPP-(AGLhRKLMEI-NH , (28)

I 212 : Incorporation de (Gly-Pro)

Comme pour le dipeptide Ala-Gly, nous avons déteénmar modélisation qu'il fallait

18 motifs Pro-Gly pour remplacer I'hélicedu hCRF. La aussi, les caractéristiques des angles
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diédres obtenus (-78°, 50°, 125°, 17°) ne corredponnpas a des structures standards. Nous
avons la aussi substitué I'nélice naturelle ded@8es aminés par (Gly-Pra)Gly.
Pour la synthése de ces deux peptides, nous avisrenmlace la synthése en stratégie
Fmoc sur le robot Pioneer en utilisant une résméyge Fmoc-PAL-PEG-PS. Les stratégies
sont les mémes que pour la synthése du hCRF etaldses couplages ont été mis en place
chaque fois que nous estimé que cela était nécestanotamment plus les glycines car le
couplage sur une proline est toujours délicat.
Les séquences des deux peptides sont les suivantes
= SEEPP-(GP),+GRKLMEII-NH , (29)
* SEEPP-(GP)gRKLMEII-NH ,  (30)

| 2 2 : Incorporation de (C5) dans la séquence du hCRF (Modele 1)

Nous avons incorporé les oligoméres du motif Chsda séquence 6-34 du hCRF.
Nous avons aussi réalisé une petite modificatiors da séquence 6-34 en substituant les deux
prolines par deux alanines dans le but de conféla@molécule une meilleure flexibilité de la
partie N-terminale. Des études de relation strecaativité ont montrées que les deux
prolines avaient un role d’inducteur pour I'héliee du hCRF. Dans notre cas, nous
synthétisons des molécules qui ne possedent paog’h, nous avons donc pensé que nous

pouvions remplacer ces deux prolines.

» Synthése de SEEPP-(C5-RKLMEII-NH ; (31)
o Par Blocs (stratégie Fmoc) :

La synthése de cet hybride constitue la premiérghgge de tous les hydrides du
hCRF que nous avons réalisé. Nous avons décidélisuune stratégie Fmoc et de réaliser
la synthése des parties peptidiques sur le systhétiautomatique. Nous avons choisi
d’introduire manuellement dans la séquence lesfsn@®, sous la forme de quatre fragments
Fmoc-(C5)-OH qui ont été préalablement préparés en utilisanBOP comme agent de
couplage. Nous avons choisi cette stratégie afenlgpurification de la molécule finale soit
moins contraignante.

Nous avons utilisé une résine de type Fmoc-PAL-FGet afin d’avoir la meilleure
pureté possible de la partie C-terminale, nous avéalisé des doubles couplages a chaque

étape, il en a été de méme pour la partie N-telmBehéma 9
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Ser Glu Glu Pro Pro (C5, (C5, (CH, (CH, Arg Lys Leu Met Glu lle lle

Fmoc._OHH__.
Fmoc .
Fmoc oHH .
Rdsine: PAL-HEG-P Fmoc| OB )
Adent de couplage: HBTU/ DIEA Fmocl OHH—2EU Q
Déprotection du Fmgc: DMIF/ PIPERIDINE Fmoc tBu
Décrochpge dii pept|de et géprotegtion dep FmocloH 1 tBu
chgines |atérales: TRA/ THIOANISOLE Fmoc tBu
FmocLoHH tBu
Emoc Boc tBu
FmoekOH H-.BOC tBu
FmoelPmc NBoc tBu
FmocloH H Pmc [‘Boc tBu
Emoc. Pmc [‘Boc tBu
Fmocl oH H Pmc [*Boc tBu
Emoc Pmc |[*Boc tBu
FmocloH H Pmc [*Boc NotBu
Emoc Pmc |[‘Boc tBu
FmOC—OH H Pmc Boc tBu
Fmoc Pmc |*Boc tBu
FmocloH H Pmc |*Boc tBu
Fmoc Pmc | ‘Boc tBu
Fmocl oH H Pmc [‘Boc tBu
Emoc. Pmc [‘Boc tBu
Fmoc| 0 Pmc | *Boc tBu
Frnoc tBU Pmc [‘*Boc tBu
Fmocl op g 2tBu Pmc [“Boc tBu
FmoclOtBu [\otBu Pmc [MBoc NotBu
FmocloHH NotBu tBu Pmc |MBoc tBu
FmoclBU Notsu [MotBu Pmc [MBoc tBu
tBu tBu [XOtBu Pmc |‘*Boc tBu
H NH,

Schéma 9 : Schéma de synthése de SEEPP-(GHBKLMEII-NH , en stratégie Fmoc par blocs.

La purification n'a pas permis d’obtenir le proddésiré sans la présence d'impuretés
(21 mg; rdt:4 % ; pureté: 60 %). Aux vues de césultats nous avons décidé de
resynthétiser la molécule en modifiant les condgio

Nous avons donc réalisé la synthése selon la mé&atégie, la seule différence réside
du fait que toute la synthese a été réalisée ssyrithétiseur. Malheureusement les blocs de
Fmoc-(C5)-OH n’étaient pas suffisamment solubles dans lantitggade DMF délivrée
(solvant dont le robot se sert pour solubiliserésstifs qui sont contenus dans des tubes dont
le format est limité). Ce probléme a engendré ureéae synthése. Nous avons donc décidé

de changer de stratégie.

0 Pasapas:
Nous avons décidé d’introduire les monomeéres sau®rime de Fmoc-C5-OH en

utilisant une méthode pas a pas réalisé sur ldéfiseur automatique. Nous avons réalisé des

doubles couplages a chaque étapkéma 10
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Ser Glu Glu Pro Pro ~ C5 ) Arg Lys Leu Met Glu lle lle
Fmos—OHH__.
Fmos; .
FMo&-OHH .
Fmoc tBu .
Resine] PAFHEG-P§ Fmoel-OHH-fcabu O
Apent de couplage] HBTU/ DIEA Fmos tBu
Diprotection du Fnjoc: DMF/ PIPERIDINE Fmoct-OH H tBu
Diécrochage du pegtide ef déprotedqtion des Fmoe 1Bu
chaineq latérales: TFA/ THIOANISPLE FMOGLOHH 18U
FmoekBoc tBu
FMOSLOH H [ Boc tBu
EmoeLPmc Boc tBu
Pmc N\Boc tBu
Fmop—OH H
Pmc [MBoc tBu .
Fmog
FMoe-OH H Pmc |*Boc tBu
Emoe Pmc [*Boc tBu
FmoekoH H Pmc |*Boc tBu
Fmoe Pmc {*Boc tBu
FMOSKOH H Pmc [*Boc tBu
Fmock 2tBu Pmc |MBoc tBu
FMockOH H tBu Pmc |MBoc tBu
ch,\OtBu tBu Pmc |*Boc NotBu
FMO&LOHH Noteu [MotBu Pmc {‘Boc tBu
Emoe. fBu_ otBu tBu Pmc [MBoc NotBu .
tBu tBu tBu \ ) Pmc |‘Boc tBu
H N = NH,
20

Schéma 10 : Schéma de synthese de SEEPP-gGRKLMEII-NH , en stratégie Fmoc pas a pas.

Aprés purification par HPLC, le composé est analysanalyse ESI Figure 2)
montre qu’il y a trois composés dont les masses:stt02 g/mol ; 4242 g/mol et 4382 g/mol
dans les proportions 29 % ; 51,5 % et 19,5 %. Casses correspondent aux hybrides avec 19
C5, 20 C5 et 21 C5. La molécule qui contient 19dés C5 s’explique par une délétion lors
du couplage, la molécule avec 20 C5 est celle dtermquant a la molécule contenant 21
résidus C5, une déprotection prématurée du groupeRmoc est intervenue au cours d’'un

cycle de synthése, cela a engendré le couplagewdendotifs C5 au cours de ce cycle.
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14:34:
17-May-200
ZNR 105 14 Sm (SG, 2x31) S— Sean ES+|
100, /',L—H_ 5.01e5
% /_/ Heighf
0 T T T T T T T T I.h e T T T T T T
ZNR 105 14 Sm (SG, 2x31) _ Scan ES+
100-, 7.93;800235 7:}&
% =" Heigh
ZNR 105 14'Sm (SG, 2x31) ‘ 014232 T " ScanEst
100, 7.93;1423285 1.1415
% £ Heigh
0 o

ZNR 1% 1“I T T T T T T T T ] Sl 17 L] T T
214 nm(
7.96 ALOG
100, 2.03e6

%
?25 T T T — T T T T T T ———— Time
2,00 4.00 6.00 8.00 10,00 12100 14.00 16,00 18.00

Figure 2 : LC-MS de SEEPP-(C5);RKLMEII-NH , aprés purification.

Les craintes que nous avions de délétions lorsadgyhthése, avaient dirigé notre
choix vers une stratégie par fragments qui ne gastavéré étre aussi efficace que nous le
pensions du fait de 'encombrement des groupenfemisc-(C5)-OH. Les résultats obtenus
avec la stratégie pas a pas, montrent que cedesaitaient fondées. De plus, nous avons eu
des difficultés a obtenir des composés pur apéage de purification HPLC en raison de la

trop faible différence de masse et de polaritérdel€cules présentes dans le brut réactionnel.

= Synthése de SEEAA-(C5)-RKLMEII-NH , (32)

Nous avons déterminé par modélisation moléculaire lg nombre de résidus C5
nécessaire a introduire dans le cas ou les deuxgscsont remplacées par deux alanines et
de 21. Cette modification permet d’orienter correntnt les extrémités C-et N-terminales de
I'hybride.

Les différentes conditions que nous avons utilisgg&zédemment, ont montré les
avantages et les inconvénients des deux méthodess (bt pas a pas). Pour réaliser la
synthése de ce nouvel hybride en stratégie Fmacs awons réalisé la synthése des parties
peptidiques ainsi que des 11 derniers C5 sur I¢hégiseur en utilisant comme agent de
couplage I'HBTU et les 10 premiers C5 ont été ipooés sous forme de deux blocs Fmoc-
(C5)%-OH manuellement en utilisant comme agent de cgepla BOP. Nous avons réalisé
des doubles couplages a chaque étape.

Aprés purification, nous avons obtenus 11,8 mg J3&produit, mais nous sommes
en présence de deux molécules, celle que nougslatitesn(75 %) et une avec la délétion d'un
résidu C5 (25 %).
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L'utilisation combinée des deux stratégies au calgr$a méme synthese, a permis de

limiter la délétion et la déprotection accidentellegroupement Fmoc en cours de synthése.

| 2 3 : Incorporation de Ortho, dans la séquence du hCRBViodéle 1)

Comme pour le motif C5, nous avons incorporé legifreotho dans la séquence 6-34

du hCRF. Nous avons la aussi réalisé une petiteificatibn dans la séquence 6-34 en

substituant les deux prolines par deux alanineswewela a été réalisé pour le lactame C5.
La premiére stratégie mise en place, a été uatégte Fmoc car nous souhaitions

automatiser les réactions. Nous avons ensuitepapteun stratégie Boc afin d’augmenter les

rendements.

| 2 3 1: Stratégie Fmoc
» Synthése de SEEPP4§);-RKLMEII-NH  (33)
o Stratégie Fmoc sur le synthétiseur

Les synthéses réalisées en utilisant le dérivé FBOH nous ont conduit a utiliser
le méme protocole pour lincorporation des résidutho dans la séquence du hCRF.
Néanmoins I'idée d’incorporer ces résidus sous éda blocs a été rapidement abandonnée a
cause de leur faible solubilité dans les solvaatsyhthese.

Les monomeres ont été introduits sous forme de Fortdw-OH en utilisant une
méthode pas a pas réalisé sur le synthétiseur atitpra. Des doubles couplages ont été
réalisés a chaque étape. Le peptide est décroctstighort et les protections des chaines
latérales sont éliminés par I'action du mélange /Moanisole (95/55chéma 11
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Sel Glu Glu Prc Prc (~ Ortho ) Arg Lys Leu Met Glu lle lle
Fmoel-oHHQ
Fmoe;
FMOoeOHH .
REsine{ PA-REG-PE Fmoe| 2tBu 5)
Agent de couplage] HBTU/ DIEA FmoerOHH Igz D)
DEprotection [du Fmoc: DMF/ Fmoe -
P|PERIPINE FmoeroH -
Dgcrochage du peptide gt déprotgetion|des FmOG-OHHb tBu
chaineg latérales: TFA/ THIOANIOLE Fmoe E‘;‘; :2“
Fmoe; t L
Fmo i%'}','{' Boc tBu
~ N\
Pbf [‘Boc tBu
Fmoey t
oH " Por [NBoc tBu ©
Fmog
Fmoe-OH H Pbf |*Boc tBu
Fmoe Phf [MBoc tBu
FmoeloH H Pbf |*Boc tBu
Fmoe Pbf {*Boc tBu
FMoekOH 1 Phf [MBoc tBu
FmeStBu Pbf |*Boc 1Bu
FMoekOH H tBu Pbf |*Boc tBu
Frmoel QLB tRU Pbf {*Boc 1B
Fmoel-OHHLBU tBU Pbf {MBac tBu
FmoelXBU_OtBu [OtBu Pbf [MBoc tBu
tBu tBu | OtBu Pbf |*Boc tBu
. \_ . N
H ~ ~ NH»

12
Schéma 11 : Schéma de synthese de SEEPP-(Orthd3KLMEII-NH , en stratégie Fmoc pas a pas
Le profil HPLC du brut réactionnelGfaphe 1) et I'analyse LC-MS Tableau 4)
donne un profil avec des délétions de 147 Daltoriedes pics principaux ce qui correspond

a la masse du résidu ortho.

300000 7%
Q N
250000- g «
0
&
200000+
1500001
100000
500001
0
20.00 21.00 22.00 23.00 24.00 25.00 26.00 27.00

Graphe 1 : Profil HPLC (=214 nm; 0 a 100 % d’ACN en 50 min)
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Pics | 7-ortho| 8-ortho | 9-ortho | 10-ortho | 11-ortho | 12-ortho
Temps de rétention (min)21.900| 22.467 23.000 23.500 23.9%50 24.083
Masse (g/mol) 2468 2615 2762 2909 3056 32¢3
Intensité relative (%) 6.80 9.90 13.71 16.32 20.1233.16 |

Tableau 4 : Caractéristiques des pics correspondasfaux délétions des résidus ortho.

Cela signifie que les couplages des Fmoc-ortho-Qititrpas été quantitatifs. Les
purifications HPLC n’ont pas permis de séparer dé&rents composés avec une pureté
acceptable. C’est la raison pour laquelle nous s\aécidé d’améliorer les couplages en

réalisant les couplages des Fmoc-Ortho-OH dangacteur manuel.

o Stratégie Fmoc sur un réacteur manuel

Nous avons utilisé la méme résine et nous avonthéiisé la partie peptidique C-
terminale sur le synthétiseur. Les résidus Fmdeee@H ont été introduits manuellement
ainsi que la partie peptidigue N-terminale en saitit comme agent de couplage le BOP. Les
conditions de décrochage du peptide et de traitersent les mémes que celles utilisées
précédemment. Le profii HPLC et l'analyse LC-MS sodonne un profil avec 2 pics
majoritaires correspondant au peptide attendu (B@t%&u peptide délété d’un résidu ortho
(70 %).

400000

24.167

350000

300000

24.617

250000

200000

150000

100000

50000
20.00 21.00 22.00 23.00 24.00 25.00 26.00 27,00

graphe 2 : Zoom sur le profil HPLC (=214 nm ; 0 & 100 % d’ACN en 50 min)

La mise en place de couplages manuels des Fmiog-Oitl a permis de limiter la
délétion et I'emploi du BOP comme agent de coupfamé le motif Ortho est plus adapté. Le
probléme de solubilité de ce composé (DMF ou DM8OJonc de son injection HPLC, ne

nous a pas permis de purifier le produit. Par egntlans une autre synthése réalisée en
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parallele qui incorpore deux alanines a la place deux prolines la purification a été

possible.

= Synthése de SEEAA®)1-RKLMEII-NH ; (34)

Nous avons déterminé par modélisation moléculaie lg nombre de résidus Ortho
nécessaire a introduire dans le cas ou les deuingsosont remplacées par deux alanines
reste de 12. Les extrémités C-et N-terminales dgbtide conservent les orientations du
hCRF.

La stratégie de synthese utilisée est la méme que [a synthese de SEEPP-
(Ortho)-RKLMEII-NH > en réacteur manuel. La purification a pu étre n@seplace en
solubilisant le brut réactionnel obtenu dans unimirm de TFA. Nous avons obtenu 5,5 mg

(2,3 %) de composé avec une pureté HPLC de 86 %.

Cependant, les rendements obtenus en stratégie Bord trés faibles donc, afin
d’améliorer les rendements de couplage, nous ad@étsdé de changer de stratégie et

d’utiliser une stratégie Boc.

| 2 3 2 : Stratégie Boc

Pour utiliser une stratégie Boc, nous devions geade résine et utiliser une résine de
type MBHA qui résiste au traitement par la TFA etciive au HF. N’étant pas équipé d’'un
synthétiseur automatique compatible avec I'emploiTéFA nous avons dd nous servir d’'un
réacteur manuel pour toute la synthese.

Comme pour la stratégie Fmoc, les acides amingpapsedent des chaines latérales
qui seraient susceptibles de réagir au cours deyghese doivent étre protégées par des
groupements stables. lls seront enlevés au momewtédrochage de la résine. Les acides
aminés le sont sous la forme de Boc-Ser(Bzl)-OH;-8&u(Ochx)-OH, Boc-Arg(Toz)-OH et
Boc-Lys(2CIZ)-OH. Nous avons donc utilisé une rédilBHA pour la synthese du composé,
le décrochage du peptide et la déprotection detebdatérales sont effectués par I'acide
fluorhydrigueSchéma 12

La premiere synthése a été mise en place pouniol8&EPP-®);-RKLMEII-NH ;

qui n'avait pas pu étre purifié lors de la synthésestratégie Fmoc.
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Les résultats obtenus avec cette nouvelle stegtdgus ont poussé a mettre en place la
synthése des homologues inférieurs et supérieUeERB-()1:-RKLMEII-NH , (35) et
SEEPP-0)13-RKLMEII-NH ; (36)).

La synthése de ces composés correspond au méémaade synthése.

Ser Glu Glu Pro Pro f Ortho \ Arg Lys Leu Met Glu Ille lle

Boc{-OHH-| @

Boc. .

Boc_]_OHH '
NocHx

Boc ‘
CHX

Boc_{ OHH ’
Boc bCHX
i HX
Rgsine:|[MBHA Boc_| OH H \0ng
Agent de couglage: HBTU|ou BOP/ DIHA Boc O‘?_ﬂ: orX
Dgprotection du Bod: TFAIDCM Boc_N2CIZ CHX
DecArocr age du peptl_de gt déprotectjondes BOC—KOH " 2gleZ CHX
chaines|latérales: HF/anisple Boc_|> Tos CHX
Tos |N\2Clz CHX

Bocl OH H
Tos [N2CIZ CHX .
Boc
Boc_{ OH H Tos 2Clz CHX
Boc Tos |\2CIZ CHX
Boc_| OH H Tos 2Clz CHX
Boc Tos 2Clz CHX
Boc_L OH H Tos |\2Clz CHX
Boc NOCHX Tos [\2CIZ CHX
Boc_|oH HLOCHX Tos [N2CiZ CHX
Boc_OCHX [OCHX Tos [\2Ciz CHX
Boc_|_on H_@CHX [oCHX Tos |\2CIZ CHX
Boc [OCHX [YOCHX Tos Naciz NOCHX
CHX MOCHX Tos [N\2CIz CHX
H NH,
10,11,12

Schéma 12 : Schéma de synthése de SEEPP-(OrthdKLMEII-NH , en stratégie Boc pas a pas

» Synthése de SEEPP4§);-RKLMEII-NH  (33)

Pour la synthese de ce composé nous avons UitHB&U comme agent de couplage
pour les acides aminés de la partie C-terminaleisNovons aussi utilisé cet agent pour la
synthése du premier Boc-Ortho-OH qui a été inséésda séquence lors d’'un double
couplage. L'emploi du BOP s’est avéré étre pluxatie pour les autres Boc-ortho-OH car un
seul couplage de 3 heures était suffisant. Toetesdnditions sont présenté dans la partie du

mode opératoire.
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On notera ici que le profil HPLC et l'analyse LC-M% font pas apparaitre de
délétions d’un résidu ortho. Cela signifie qu’erasigie Boc, le couplage de Boc-ortho-OH

est quantitatif.

1200000 3
10000001 'c‘o/ Produit
800000
600000
400000
200000

o
-200000 ™

-400000

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1b

graphe 3 : Profil HPLC (A=214 nm; 0 & 100 % d’ACN en 15 min)

Ces résultats encourageant ne résolvent pas léeprelde la solubilisation du brut
réactionnel. Néanmoins nous sommes parvenus ateénj@®0 mg de brut et nous avons
recueilli 4,2 mg de composé pur (rdt : 1,4 %).

Aux vues des résultats obtenus nous avons cosgsigiée cette stratégie était la
meilleure et nous I'avons mis en place pour lesesuséquences mettant en jeu le résidu

ortho.

= Synthése de SEEPPd)::-RKLMEII-NH , (35)
SEEPP-@®);-RKLMEII-NH , (33)
SEEPP-@®);3-RKLMEII-NH , (36)

La stratégie de synthése que nous avons mis ea @sida méme que pour la synthese
précedente. Les seules modifications apportées Isdifisation du BOP comme agent de
couplage pour toute la synthése et une étape dengppvec de I'anhydride acétique aprés
chaque étape de couplage du résidu Boc-Ortho-OHis Mgpérons ainsi obtenir des bruts
réactionnels trés propres. Une quantité définieédame est prélevé au cours de I'élongation
de la séquence pour la synthése des trois comp&ESPP)1:-RKLMEII-NH , (35),
SEEPP-0):-RKLMEII-NH ;> (33) et SEEPP®):5-RKLMEII-NH, (36)). Les rendements
obtenus (bruts et purifiés) ainsi que la pureté GRles bruts de synthese sont compilés dans

le Tableau &
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Masse| Rdt | Pureté| Masse | Rdt M
brute HPLC | purifiée | purifié | (g.mol")
SEEPP-@),,-RKLMEII-NH , (35)] 426 mg 93 %] 82 % | 24.4md 53 % | 3056
SEEPP-@),,-RKLMEII-NH , (33)| 258 mg| 54 %| 51% | 58mg| 1.2% 3203
SEEPP-@),-RKLMEII-NH , (36)| 320 mg| 64 %] 79% | 6.2mg| 1.2% 3350

Tableau 5 : Quantités, rendements et puretés obters

L'utilisation de BOP comme agent de couplage aatdtylation aprés chaque couplage
de résidus Boc-Ortho-OH ont permis de limiter Ié&tions lors des synthéses des composés.
En effet les résultats obtenus montrent que ledements bruts sont trés bon poBE)(
corrects pour36) et acceptables poud3). La pureté HPLC obtenue po®5 est de 82 % et
de 79 % pour36) ; la stratégie Boc est donc la plus efficace gbacorporation du résidu

Ortho dans une chaine peptidique.

| 2 4 : Incorporation de (C5) et Ortho, dans la séguence du hCRF (Modele 2)
Nous avons incorporé les oligoméres du motif COrho dans la séquence 20-34 du

hCRF. Cette modification a été réalisé en s'inspirdes travaux de Beyermd&fhou il a
remplacé dans un analogue de I'Urocortine, seulemea partie de I'hélice. Nous avons
alors décidé de substituer la partie peptidique320du hCRF. Les différentes études de
relation structure-activité ont montré que les rfiodiions apportées aux amino-acides de
cette séquence (ala-scan, D-scan, substitutionratéa) affectaient peu l'activité de ces
analogues.

La modélisation moléculaire nous a permis de détenme nombre de résidus C5 et
Ortho a incorporer pour remplacer les 15 aminoexcide la séquence 20-34 ; nous avons
donc utilisé 10 motifs C5 et 5 motifs Ortho.

Aux vues des résultats obtenus précédemment nooss agtécidé d'utiliser une
stratégie Boc pour les deux synthéses. L’agentod@lage BOP qui s’est avéré étre le plus
efficace pour l'introduction de ces résidus entégie Boc a été utilisé et une étape de
capping avec de l'anhydride acétique a été réafwés chaque couplage des monomeres
Boc-C5-OH et Boc-Ortho-OH. La résine amide emplogsiede type MBHA. Tous les acides
aminés qui portent une fonction sur la chaine d#¢ésusceptible de réagir au cours de
I'élongation sont protégés (Boc-Ser(Bzl)-OH, Boax@&chx)-OH, Boc-Asp(Ochx)-OH, Boc-
Thr(Bzl)-OH, Boc-His(Tos)-OH, Boc-Arg(Tos)-OH et Bdys(2CIZ)-OH). Ces
groupements protecteurs sont éliminés et les depdes sont décrochés de leur support en

fin de synthése par I'anhydride fluorhydrique.
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Le schéma de synthése utilisé est le méme quela@ynthese des dérivés SEEPP-

(Ortho)-RKLMEII-NH ; en stratégie Boc. Les molécules obtenues sont :

» SEEPPISLDLTFHLLREVL-(C5) 1-RKLMEII-NH , (37)
= SEEPPISLDLTFHLLREVL-( ®)s-RKLMEII-NH »  (38)

Aprés le clivage, ces composés ont été purifidgdgipurification de38 a été facilitée
par la présence plus importante d’'acides aminés ldachaine peptidique) est on obtient 14.2
mg (2.2 %) de37) et 11.5 mg (2 %) de38).

| 3 : Synthése des molécules hybrides analogues 4l hCRF

Afin de générer des hybrides pseudo-peptidique9-dt hCRF, nous nous sommes
appuyés sur les résultats de la littérature comacernes analogues peptidiques de I'hélical 9-
41 CRF. Comme pour le hCRF, nous avons dans tgusake conservé la partie C-terminale
composée des sept derniers résidus. Nous avonemm$ace deux stratégies différentes en
fonction de la nature du motif qui compose I'hélatficielle.

Pour le motif C5, nous avons réduit au fur et a ureda longueur de la partie

peptidiqgue en compensant cette perte de tailledparséquences de plus en plus longues de
poly C5.

(C5) LLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLMEII-NH

(C5) KLMEII-NH

En appliquant ce modeéle, nous avons synthétiséadéécules suivantes :

H-(C5),-LLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLMEII-NH  » (39)
H-(C5)s-LEMARAEQLAQQAHSNRKLMEI-NH » (40)
H-(C5)1:-AEQLAQQAHSNRKLMEII-NH , (41)
H-(C5)14-QQAHSNRKLMEII-NH , (42)
H-(C5)1-NRKLMEII-NH , (43)
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Pour le motif ortho, nous avons seulement consevé&ept derniers acides aminés et
nous avons graduellement augmenté la taille desgrtho afin d’obtenir des séquences de

différentes longueurs.

| (Ortho) [KLMEII-NH

En appliquant ce modéle, nous avons synthétiséadéécules suivantes :

. H-(®)1-RKLMEII-NH ,  (46)
. H-(®)1-RKLMEII-NH ,  (45)
. H-(®)s-RKLMEI-NH ,  (44)
. H-(®)s-RKLMEI-NH ,  (50)
. H-(®)-RKLMEI-NH ,  (49)
. H-(®)s-RKLMEII-NH ,  (48)
. H-(®)s-RKLMEI-NH ,  (47)

La synthese des molécules hybridesodu hCRF a été réalisée sur support solide.
Nous avons ici axé nos recherches sur les hybdées/pe antagoniste dont les résultats

pharmacologiques seront présentés dans la quatpartie.

| 31 : Incorporation de (C5) dans la séquence dy4; hCRF

Nous somme partis de le séquence du 9-41hCRF stavauns substitué des longueurs
croissantes d'acides aminés de I'extrémité N-teateipar des enchainements de motifs C5
de longueur croissante afin de conserver une taittede du peptide équivalente a celle de
I'hybride peptidique.

Nous voulions automatiser la synthése, nous avons dhoisi d'utiliser une stratégie
Fmoc. Les syntheses ont été réalisées sur le AD®ten utilisant les mémes conditions que
pour la synthese du 9-41hCRF. Pour la synthesg,dinCRF, la résine est de type Rink
amide, les temps de couplage sont de 90 minutesl@tde la déprotection du groupement
Fmoc est de 20 minutes. Des doubles couplageséaligtés a chaque étape.

Ces résines sont clivées par le TFA en présensealengers. Le schéma de synthese
suivit pour ces molécules est le méme que celuritdéans le chapitre consacré aux

généralités sur la synthése peptidique en phagkesol

Les rendement obtenus sont compilés dafsldeau 6
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Masse| Rdt | Masse | Rdt M
Brute | (%) | Purifiée | Purifié | (g.mof%)
(mg) (mg) | (%)
(39) H-(C5)-LLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLMEII-NH  ,| 265 | 82 10.5 3.2 | 3847
(40 H-(CLEMARAEQLAQQAHSNRKLMEII-NH , | 286 | 89 12 3.7 3797
(41 H-(CEYAEQLAQQAHSNRKLMEII-NH ,| 246 | 80 22.9 7.4 3617
(42) H-(G2QQAHSNRKLMEII-NH , | 264 | 89 166 | 5.6 3525
(43) H-(C5)s-NRKLMEII-NH ,| 251 | 87 32.7 | 11.3 3434

Tableau 6 : Quantités, rendements et puretés obteprs

Le double couplage et le temps de mise en réa(@i@min) ont permis de réduire les
délétions des résidus C5. Les rendements sontotepeur des séquences de cette taille et de

cette nature.

I 31 : Incorporation de (ortho), dans la séquence dg.s hCRFE

Nous avons choisis dans le cas de l'incorporadi®motifs ortho dans la séquence du
9-41 hCRF en gardant comme partie peptidique, rifiers résidus de la partie C-terminale
et d’'introduire des longueurs variables d’enchakmeis de résidus ortho. Nous avons dans un
premier temps, synthétisé selon une stratégie FErasdybrides contenant 9, 10 et 11 ortho et

dans un deuxiéme temps, synthétisé en stratégiecBag contenant 3, 5, 7 et 8 ortho.

= Synthése de H®)y-RKLMEII-NH ; (44), H-@)10-RKLMEII-NH , (45) et
H-(®)1:-RKLMEII-NH ; (46)

Nous voulions dans un premier temps, synthétisehigrides contenants 10 et 11
résidus ortho ; mais les délétions obtenues lsssgethéses3raphe 4 et §, ont permis lors
de la purification, de pouvoir isoler du brut réachel le composé possédant 9 orthd) (

La partie peptidique a été montée sur le synthétiseles résidus ortho ont été insérés
manuellement sont la forme de Fmoc-ortho-OH. L'agencouplage est 'HBTU pour toute
la synthese.

Les rendements obtenus sont compilés dadeau 7.

Masse| Rdt | Masse | Rdt M
Brute | (%) | Purifiée | Purifié | (g.molY)
(mg) (mg) | (%)

(43) H-@)eRKLMEII-NH , 55 2225

(44) H-(@);-RKLMEII-NH ,| 110 | 51| 7.4 35 2372
(45) H-(@);-RKLMEII-NH ,| 106 | 47| 55 2.4 2519

Tableau 7 : Quantités, rendements et puretés obteps
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graphe 4 : Profil HPLC de H-(®),,-RKLMEI-NH , (A=214 nm; 0 & 100 % d’ACN en 3 min)
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graphe 5 : Profil HPLC de H-(®);;-RKLMEI-NH 5 (A=214 nm ; 0 a 100 % d’ACN en 3 min)
Les deux profils HPLC (ci-dessus) montrent quertssdements des couplages des

résidus ortho n'ont pas été quantitatifs. Nous avaependant pu séparer lors des

purifications les molécules les plus abondantes.
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= Synthése de H@):-RKLMEII-NH ; (47), H-(@)s-RKLMEII-NH  (48),
H-()-RKLMEII-NH  (49) et H-@)s-RKLMEII-NH  (50)

Les profils HPLC obtenues lors des synthéses pedtéd, nous ont emmené a
changer de stratégie. Nous avons donc utilisé tragégie Boc qui s’est avérée étre la plus
efficace pour incorporer les résidus Ortho lorssleghéses des hybrides du hCRF.

Nous avons utilisé une résine MBHA, I'agent de dage pour toute la synthése est le
BOP et nous avons utilisé 4 eq d’amino acide etg3de Boc-ortho-OH. Apres chaque
couplage d’'un résidu Boc-ortho-OH nous avons réalis capping par AO.

Les peptides sont décrochés de leur support pamitement au HF sans anisole. Les

rendements obtenus sont compilés daffatdeau 8

Masse| Rdt | Masse | Rdt M
Brute | (%) | purifiée | purifié | (g.mol™")
(mg)

(46) H-@);-RKLMEII-NH ,| 130 | 84| 18 11.6| 1343
(47) H-@)s-RKLMEII-NH ,| 170 | 83| 54 26.3| 1635
(48) H-@)-RKLMEII-NH ,| 150 | 68| 35 159 1931
(49) H-@)s-RKLMEII-NH ,| 150 | 63| 25.7 | 10.8] 2078

Tableau 8 : Quantités, rendements et puretés obteprs
Les différents résultats obtenus montrent queri&égie Boc augmente nettement les

rendements et que les syntheses sont plus propegs. est vérifiable dans le graphe ci-

dessous, ou sont représentés les quatre profilCHIels bruts réactionnels.

167 ozhoS ortho7

i ortho
i; H i1 ortho8
| |
|

|

Ab

0.8
0.6 1

0.4
0.2 o
0 - Antih N~

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00

ortho 3—----ortho 5 ortho 7—-—--ortho 8

graphe 6 : Profils HPLC de 47, 48, 49 et 506214 nm ; 0 & 100 % d’ACN en 3 min)
Tous ces composés ont été testés pour leur affputé le récepteur du CRF et

certains d’entres eux ont été testé pour leursiagzthiologique.
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Il : mode opératoire

Il 1 : synthése des peptides de référence

I111:Le hCRF (25)

La séquence du hCRF est la suivante :
SEEPPISLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLMEII-NH , (25)

Nous avons utilisé 400 mg de résine de type FnidcPEG-PS substituée a 0,360

mmol/g (0.144 mmol), 4 équivalents d’amino-acid@$3TU comme agent de couplage et de
la DIEA comme base. Les temps de couplage sonedaure et celui de la déprotection du
groupement Fmoc est de 5 minutes. Les lavagesffectué par du DMF.

La synthése est présentée darikableau 9

n|AA Dérivé DC|quantité| n |AA Dérivé DC|quantité
1] lle Fmoc-lle-OH ouif 204 mg| 22Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH 245 mg
2] lle Fmoc-lle-OH 204 mg| 2BLeu Fmoc-Leu-OH 204 mg
3 | Glu [ Fmoc-Glu(OtBu)-OH oui | 245 mg | 24 Val Fmoc-Val-OH 195 mg
4 | Met Fmoc-Met-OH 214 mg| 2pGlu [ Fmoc-Glu(OtBu)-OH oui [ 245 mg
51| Leu Fmoc-Leu-OH 204 mg| 2BArg | Fmoc-Arg(Pmc)-OH 382 mg
6 | Lys| Fmoc-Lys(Boc)-OH 270 mg| 27neu Fmoc-Leu-OH 204 mg
7 | Arg | Fmoc-Arg(Pmc)-OH| oui | 382 mg | 28 Leu Fmoc-Leu-OH 204 mg
8 [ Asn| Fmoc-Asn(Trt)-OH 344 mg| 29His | Fmoc-His(Trt)-OH | oui| 357 mg
9 | Ser| Fmoc-Ser(tBu)-OH 221 mg PBPhe Fmoc-Phe-OH 223 mg
10| His | Fmoc-His(Trt)-OH 357 mg| 3[LThr [ Fmoc-Thr(tBu)-OH 229 mg
11| Ala Fmoc-Ala-OH 179 mg| 3RLeu Fmoc-Leu-OH 204 mg
12| GIn | Fmoc-GIn(Trt)-OH 352 mg| 3BAsp | Fmoc-Asp(OtBu)-OH 237 mg
13| GIn | Fmoc-GIn(Trt)-OH 352 mg| 3pLeu Fmoc-Leu-OH 204 mg
14| Ala Fmoc-Ala-OH 179 mg| 3bSer| Fmoc-Ser(tBu)-OH 221 mg
15( Leu Fmoc-Leu-OH 204 mg| 3plle Fmoc-lle-OH 204 mg
16| GIn | Fmoc-GIn(Trt)-OH | oui| 352 mg| 37Pro Fmoc-Pro-OH ouil 194 mg
17| Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH 245 mg | 39 Pro Fmoc-Pro-OH ouil 194 mg
18| Ala Fmoc-Ala-OH 179 mg| 3PGlu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH oui | 245 mg
19| Arg | Fmoc-Arg(Pmc)-OH 382 mg | 4Q Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH 245 mg
20| Ala Fmoc-Ala-OH 179 mg| 4l Ser| Fmoc-Ser(tBu)-OH 221 m(
21| Met Fmoc-Met-OH 214 mg

Tableau 9 : Nature et quantité des résidus utilisé\A : Acide Aminé ; DC : Double Couplage

Apres une derniere étape de déprotection du Flagésine est séché puis le peptide
est décroché de son support et les protectionshidsees latérales sont éliminées par I'action
du mélange TFA/TIS/EAU (95/2.5/2.5) pendant 4 hsuf@n obtient 502 mg de produit brut
(rdt : 73 %) avec une pureté HPLC de 42 %. La mation HPLC préparative est réalisée en
deux lots (240 et 260 mg), on obtient 120mg deigdeqdur (rdt : 17.5 %).

Caractérisation ESI : (M+4B4 : 1190.1 ; (M+5H)/5 : 952.5— M : 4757 g.mol*

112 : Le g41 hCRF (26)

La séquence dyu; hCRF est la suivante :
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H-DLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLMEII-NH 2 (25)

Nous sommes partis de 120 mg de résine Rink asuiblstituée a 0,7 mmol/g (0,084
mmol), 'agent de couplage est 'HBTU, 4 équivatedfune solution 0,5M d’amino acide
dans la NMP sont utilisés et un double couplage pbaque étape. Le temps d’'un couplage
est de 90 minutes et celui de déprotection de 2Qit@s. Les conditions sont résumées dans le
Tableau 10

H-DLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLMEII-NH  , (25)
n | AA Dérivé n | AA Dérivé n| AA Dérivé
11 lle Fmoc-lle-OH 12 GIn| Fmoc-GIn(Trt)-OH | 23 Leu Fmoc-Leu-OH
2| lle Fmoc-lle-OH 13 GIn| Fmoc-GIn(Trt)-OH | 24 Val Fmoc-Val-OH
3 | Glu| Fmoc-Glu(OtBu)-OH 14| Ala Fmoc-Ala-OH 25 Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH
4 | Met Fmoc-Met-OH 15 Leu Fmoc-Leu-OH 26 Arg | Fmoc-Arg(Pmc)-OH
5| Leu Fmoc-Leu-OH 16 GIn| Fmoc-GIn(Trt)-OH | 27 Leu Fmoc-Leu-OH
6 | Lys| Fmoc-Lys(Boc)-OH| 17 Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH 28| Leu Fmoc-Leu-OH
7 | Arg| Fmoc-Arg(Pmc)-OH| 18| Ala Fmoc-Ala-OH 29 His | Fmoc-His(Trt)-OH
8 [ Asn| Fmoc-Asn(Trt)-OH| 19 Arg | Fmoc-Arg(Pmc)-OH| 30| Phe Fmoc-Phe-OH
9 [ Ser| Fmoc-Ser(tBu)-OH| 20Ala Fmoc-Ala-OH 31 Thr| Fmoc-Thr(tBu)-OH
10| His | Fmoc-His(Trt)-OH | 21 Met Fmoc-Met-OH 34 Leu Fmoc-Leu-OH
11| Ala Fmoc-Ala-OH 22 Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH 33| Asp| Fmoc-Asp(OtBu)-OH

Tableau 10 : Nature des résidus utilisés. AA : Aciel Aminé

Pour décrocher le peptide de son support, ors@tle méme protocole que pour le
hCRF. On obtient 153 mg de produit brut (rdt: 48Y avec une pureté HPLC de 42 %.
Apres purification, on obtient 5.2 mg de peptide (@dt : 1.6 %).

Caractérisation ESI : (M+3B3 : 1302.3 ; (M+4H)/4 : 977.0— M : 3904 g.mol*



PARTIE lll : PARTIE EXPERIMENTALE Chapitre 3 : Syimese des analogues du CRF

Il 2 : Les hybrides peptidiques
I 21 : Incorporation de (Ala-Gly)
» SEEPP-(AGY+ARKLMEII-NH , (27)
Nous avons utilisé 400 mg de résine de type FmdcPBG-PS substituée a 0,360
mmol/g (0.144mmol), 4 équivalents d’amino-acid&d4BITU comme agent de couplage et de

la DIEA comme base. Les conditions sont résumées i@ ableau 11

n |AA Dérivé DC|quantité] n |AA Dérivé DC| quantité
1 lle Fmoc-lle-OH oui 204 mg 'g]g%'g Gly Fmoc-Gly-OH 171 mg
2 lle Fmoc-lle-OH 204 mg 36| Ala Fmoc-Ala-OH oui| 179 mg
3 Glu| Fmoc-Glu(OtBu)-OH 245 mg 37 | Pr Fmoc-Pro-OH ou| 194 mg
4 Met Fmoc-Met-OH 214 md 38| Pio Fmoc-Pro-OH 194 m(
5 |Leu Fmoc-Leu-OH 204 mg 39| GlEmoc-Glu(OtBu)-OH 245 mg
6 | Lys| Fmoc-Lys(Boc)-OH 270 mg 40| G|#moc-Glu(OtBu)-OH 245 mg
7 | Arg| Fmoc-Arg(Pmc)-OH 382mg| 41 | Sef Fmoc-Ser(tBu)-OH 221 mg
pair Ala.
8 3 34 Ala Fmoc-Ala-OH 179 mg

Tableau 11 : Nature et quantité des résidus utilis® AA : Acide Aminé ; DC : Double Couplage

Pour décrocher le peptide de son support, orsetle méme protocole que pour le
hCRF. On obtient 260 mg de produit brut (rdt : Spetec une pureté HPLC de 82 %. Aprés
purification, on obtient 58 mg de peptide pur {rii2.2 %).

Caractérisation ESI : (M+3W)3 : 1102.7 ; (M+4H)/4 : 827.3— M : 3305 g.mol*

» SEEPP-(AG)r-RKLMEII-NH ; (28)
Nous avons utilisé 400 mg de résine de type FmdcPBG-PS substituée a 0,360
mmol/g (0.144 mmol), 4 équivalents d’amino-acid@$3TU comme agent de couplage et de

la DIEA comme base. Les conditions sont résumées léd ableau 12

n| AA Dérivé DC|quantité] n |AA Dérivé DC| guantité
1| e Fmoc-lle-OH | ouil 204 mg g“gj'g Gly| Fmoc-Gly-OH 171 mg
2| lle Fmoc-lle-OH 204 mg 9p§'£7 Ala|  Fmoc-Ala-OH 179 mg
3| Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH 245mg| 48 | Pr Fmoc-Pro-OH ouj 194 mg
4 | Met Fmoc-Met-OH 214md 49| Pro Fmoc-Pro-OH oul 194 mg
5| Leu Fmoc-Leu-OH 204 mg 50 GliFEmoc-Glu(OtBu)-OH 245 mg
6| Lys| Fmoc-Lys(Boc)-OH 270 m( 51| G|imoc-Glu(OtBu)-OH 245 mg
7| Arg | Fmoc-Arg(Pmc)-OH 382 mg 52 | Ser Fmoc-Ser(tBu)-OH 221 mg

Tableau 12 : Nature et quantité des résidus utilise AA : Acide Aminé ; DC : Double Couplage

Pour décrocher le peptide de son support, orsetle méme protocole que pour le
hCRF. On obtient 312 mg de produit brut (rdt : Sfeéec une pureté HPLC de 78 %. Apres
purification, on obtient 42 mg de peptide pur {rdt3 %).
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Caractérisation ESI : (M+3B3 : 1335.0 ; (M+4H)/4 : 1001.6— M : 4003 g.mol*

I 2 2 : Incorporation de (Gly-Pro)y
= SEEPP-(GP),+GRKLMEII-NH , (29)
Nous avons utilisé 300 mg de résine de type Fmac-PBG-PS substituée a 0,360
mmol/g (0.108 mmol), 4 équivalents d’amino-acid#4BTU comme agent de couplage et de
la DIEA comme base. Les conditions sont résumées l@d ableau 13

n| AA Dérivé DC|quantité] n |AA Dérivé DC| guantité
1] lle Fmoc-lle-OH ouil 153 mg 8p§I:r36 Gly Fmoc-Gly-OH oui| 128 mg
impair
2| lle Fmoc-lle-OH 153 md 9235 Pro Fmoc-Pro-OH 146 mg
3| Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH 184 mg| 37 | Pr Fmoc-Pro-OH ouj 146 mg
4| Met Fmoc-Met-OH 160 m 38| Pio Fmoc-Pro-OH 146 m(
5| Leu Fmoc-Leu-OH 153 ma 39| GlFEmoc-Glu(OtBu)-OH oui | 184 mg
6| Lys| Fmoc-Lys(Boc)-OH 202 mg 40| GJoFmoc-Glu(OtBu)-OH 184 mg
7| Arg | Fmoc-Arg(Pmc)-OH 286 mg 41 | Ser Fmoc-Ser(tBu)-OH 221 mg

Tableau 13 : Nature et quantité des résidus utilise AA : Acide Aminé ; DC : Double Couplage

Pour décrocher le peptide de son support, ors@tle méme protocole que pour le
hCRF. On obtient 310 mg de produit brut (rdt : 78e%ec une pureté HPLC de 91 %. Apres
purification, on obtient 116 mg de peptide pur (rd9.4 %).

Caractérisation ESI : (M+3B3 : 1219.3 ; (M+4H)/4 : 914.8— M : 3656 g.mol*

» SEEPP-(GP)gRKLMEII-NH , (30)

Nous avons utilisé 300 mg de résine de type FmacPBG-PS substitués a 0,360
mmol/g (0.108 mmol), 4 équivalents d’amino-acid#4BTU comme agent de couplage et de
la DIEA comme base. Les conditions sont resumées lgd ableau 14

n| AA Dérivé DC|quantité] n |AA Dérivé DC | quantité
1] lle Fmoc-lle-OH ouil 153 mg 'g]gi'; Pro Fmoc-Pro-OH 146 m(
2| lle Fmoc-lle-OH 153 mg gpg':ls Gly| Fmoc-Gly-OH | oui| 128 mg
3| Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH 184 mg| 44 | Pr Fmoc-Pro-OH ouj 146 mg
4| Met Fmoc-Met-OH 160 m 45| Pro Fmoc-Pro-OH 146 m(
5| Leu Fmoc-Leu-OH 153 m 46| GloFmoc-Glu(OtBu)-OH oui | 184 mg
6| Lys| Fmoc-Lys(Boc)-OH 202 m( 47| G|oFmoc-Glu(OtBu)-OH 184 mg
7| Arg | Fmoc-Arg(Pmc)-OH 286 mg 48 | Ser Fmoc-Ser(tBu)-OH 221 mg

Tableau 14 : Nature et quantité des résidus utilis® AA : Acide Aminé ; DC : Double Couplage

Pour décrocher le peptide de son support, ors@tle méme protocole que pour le
hCRF. On obtient 402 mg de produit brut (rdt : 88e&tec une pureté HPLC de 85 %. Aprés
purification, on obtient 95 mg de peptide pur (rd0.8 %).

Caractérisation ESI : (M+3W3 : 1405.9 ; (M+4H)/4 : 1054.8— M : 4215 g.mol*
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Il 3 : Les hybrides pseudo-peptidiques du hCRF
I 31: Incorporation de (C5)x (Modele 1)
= Synthése de SEEPP-(C&RKLMEII-NH ; (31)
o Par Blocs (stratégie Fmoc)

Nous sommes donc partis de 600 mg d’une résire R4l -PEG-PS substituée a 190
mmol/g (114 mmol). Les couplages des fragments FH@5&3-OH ont été longs (2 fois 24
heures). Les conditions sont résumées damaleau 15

n AA Dérivé Agent de couplage Temps de couplage Eq | quantité
1 lle Fmoc-lle-OH HBTU 2 x 1 Heure 5 201 mg
2 lle Fmoc-lle-OH HBTU 2 x 1 Heure 5 201 nmg
3 Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH HBTU 2 x 1 Heure 5| 243 my
4 Met Fmoc-Met-OH HBTU 2 x 1 Heure 5 212 mg
5 Leu Fmoc-Leu-OH HBTU 2 x 1 Heure 5 201 mg
6 Lys | Fmoc-Lys(Boc)-OH HBTU 2 x 1 Heure b 267 Mg
7 Arg | Fmoc-Arg(Pbf)-OH HBTU 2 x 1 Heure 5 370 mg
8al12| (C5)| Fmoc-(C53-OH BOP 2 x 24 Heures 2 228 ng
13217 (C5)%| Fmoc-(C5)-OH BOP 2 x 24 Heures 2 228 ng
18 a 22 (C5)%| Fmoc-(C5)-OH BOP 2 x 24 Heures 2 228 ng
23427 (C5)%| Fmoc-(C5)-OH BOP 2 x 24 Heures 2 228 ng
28 Pro Fmoc-Pro-OH HBTU 2 x 1 Heure 4 154 1ng
29 Pro Fmoc-Pro-OH HBTU 2 x 1 Heure 4 154 ng
30 Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH HBTU 2 x 1 Heure 4] 194 mg
31 Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH HBTU 2 x 1 Heure 4] 194 mg
32 Ser| Fmoc-Ser(tBu)-OH HBTU 2 x 1 Heure 4 175ng

Tableau 15 : Nature et quantité des résidus utilis® AA : Acide Aminé ; Eq : nombre d’équivalents

Le peptide est décroché de son support et lesghiarte des chaines latérales sont
éliminées par l'action du mélange TFA/Thioanisd®/b) pendant 2 heures. Le reste du
traitement est le méme que pour le hCRF. On ob8BBmg de produit brut (rdt: 52 %) ; le
profil HPLC et I'analyse LC-MS nous donne une pérde 26.9 % pour le produit attendu

dont les pics caractéristiques en masse sont: KV#3:1415,55 ; (M+4H)/4 :1061,84 ;
(M+5H")/5 :849,59— M : 4242 g.mol".

0 Pas a pas (stratégie Fmoc)

Nous avons utilisé 500 mg de résine de type FmdcPBG-PS substituée a 0,190
mmol/g (0.095 mmol), 4 équivalents pour chaquediésiet 'HBTU comme agent de
couplage. Les conditions sont résumées damatkéeau 16
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n | AA Dérivé Temps de couplagegquantité
1 lle Fmoc-lle-OH 2 x 1 Heure 134 mg
2 lle Fmoc-lle-OH 2 x 1 Heure 134 mg
3 | Glu| Fmoc-Glu(OtBu)-OH 2 x 1 Heure 162 m(
4 Met Fmoc-Met-OH 2 x 1 Heure 141 mg
5 Leu Fmoc-Leu-OH 2 x 1 Heure 134 mg
6 | Lys| Fmoc-Lys(Boc)-OH 2 x 1 Heure 178 nlg
7 | Arg| Fmoc-Arg(Pbf)-OH 2 x 1 Heure 247 mg
8a27 C5 Fmoc-C5-OH 2 x 1 Heure 144 nmg
28 | Pro Fmoc-Pro-OH 2 x 1 Heure 128 g
29 | Pro Fmoc-Pro-OH 2 x 1 Heure 128 nmg
30 | Glu|Fmoc-Glu(OtBu)-OH 2 x 1 Heure 162 m(
31 | Glu| Fmoc-Glu(OtBu)-OH 2 x 1 Heure 162 m(
32 | Ser| Fmoc-Ser(tBu)-OH 2 x 1 Heure 146 nyg

Tableau 16 : Nature et quantité des résidus utilise AA : Acide Aminé

Pour décrocher le peptide de son support, oneifdisnéme protocole que la stratégie
par blocs. On obtient 240 mg de produit brut (161 26) ; le profil HPLC et I'analyse LC-MS
nous donne une pureté de 65,3 % pour le prodeih@dtt Nous n’avons purifié que la moitié
du produit obtenu et nous avons obtenu 25.4 mg: ¢@t7 %). L’analyse ESI (ci-dessous)
montre qu’il y a trois composeés dont les masses:sth02 g/mol ; 4242 g/mol et 4382 g/mol
dans les proportions 29 % ; 51,5 % et 19,5 %.

= Synthése de SEEAA-(C5)-RKLMEII-NH , (32)
Nous avons utilisé 500 mg de résine de type FmdcPBG-PS substituée a 0,190

mmol/g (0.095 mmol). Les conditions sont résumé&asdeTableau 17

n AA Dérivé Agent de couplage Temps de couplage Eq | quantité
1 lle Fmoc-lle-OH HBTU 2 x 1 Heure 4 134 mg
2 lle Fmoc-lle-OH HBTU 2 x 1 Heure 4 134 ng
3 Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH HBTU 2 x 1 Heure 4] 162 mg
4 Met Fmoc-Met-OH HBTU 2 x 1 Heure 4 141 g
5 Leu Fmoc-Leu-OH HBTU 2 x 1 Heure 4 134 mg
6 Lys | Fmoc-Lys(Boc)-OH HBTU 2 x 1 Heure 4 178 mg
7 Arg | Fmoc-Arg(Pbf)-OH HBTU 2 x 1 Heure 247 mg
8al12| (CH| Fmoc-(C53-OH BOP 2 x 24 Heures 8 268 njg
13a 17 (C5)%| Fmoc-(C53-OH BOP 2 x 24 Heures 8 268 njg
18 a 29 (C5)% Fmoc-C5-OH HBTU 2 x 1 Heure 4 228 mg
29 Ala Fmoc-Ala-OH HBTU 2 x 1 Heure 4 118 njg
30 Ala Fmoc-Ala-OH HBTU 2 x 1 Heure 4 118 njg
31 Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OHl HBTU 2 x 1 Heure 4] 194 m§
32 Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OHl HBTU 2 x 1 Heure 4] 194 m§
33 Ser | Fmoc-Ser(tBu)-OH HBTU 2 x 1 Heure 4 175ng

Tableau 17 : Nature et quantité des résidus utilis® AA : Acide Aminé ; Eq : nombre d’équivalents

Pour décrocher le peptide de son support, oneifdisnéme protocole que la stratégie
par blocs. On obtient 240 mg de produit brut (/88 26) ; le profil HPLC et I'analyse LC-MS

nous donne une pureté de 45,6 % pour le prodwhaidt dont les pics caractéristiqgues en
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masse sont : (M+3B/3 :1444,5 ; (M+4H)/4 :1083,9 ; (M+5H)/5 :867,4— M : 4327 g.mol
1

I 3 2 : Incorporation de (Ortho) x (Modéle 1)
* Synthése de SEEPP4§);:>-RKLMEII-NH > (33)
o Stratégie Fmoc sur synthétiseur
Nous avons donc synthétisé SEERP{-RKLMEII-NH, en utilisant 500 mg de
résine PAL-PEG-PS substituée a 0,190 mmol/g (OrB8mIl), 5 eq pour chaque résidus avec

comme agent de couplage le HBTU en présence de BlERe synthétiseur automatique. Les
conditions sont resumées dand &bleau 18

n | AA Dérivé Temps de couplagéquantité
1 lle Fmoc-lle-OH 2 x 1 Heure 168 ng
2 lle Fmoc-lle-OH 2 x 1 Heure 168 mg
3 Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH 2 x 1 Heure 202 m(
4 Met Fmoc-Met-OH 2 x 1 Heure 176 njg
5 Leu Fmoc-Leu-OH 2 x 1 Heure 168 mg
6 Lys | Fmoc-Lys(Boc)-OH 2 x 1 Heure 223 g
7 | Arg | Fmoc-Arg(Pbf)-OH 2 x 1 Heure 308 njg
8 a 19 Ortho| Fmoc-ortho-OH 2 x 1 Heure 184 nlg
20 Pro Fmoc-Pro-OH 2 x 1 Heure 160 g
21 Pro Fmoc-Pro-OH 2 x 1 Heure 160 g
22 Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH 2 x 1 Heure 202 m(
23 Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH 2 x 1 Heure 202 mg
24 Ser | Fmoc-Ser(tBu)-OH 2 x 1 Heure | 182 mg

Tableau 18 : Nature et quantité des résidus utilise AA : Acide Aminé

Le peptide est décroché de son support et leggirohs des chaines latérales sont
éliminées par I'action du mélange TFA/Thioaniso5/6) pendant 2 heures. La faible
solubilité dans l'acétonitrile, nous a obligé aw@ une grande quantité de DMF pour
solubiliser le peptide. On obtient 146 mg de proQuit (rdt : 48 %).

0 Stratégie Fmoc dans un réacteur manuel
Nous sommes partis de 800 mg de résine PAL-PEGuBStigiée a 0,190 mmol/g
(0,152 mmol). La partie peptidiqgue N-terminale @& ggnthétisé sur la moitié de la résine (500
mg ; 0,076 mmol). Les conditions sont résumées Bahableau 19
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n AA Dérivé Agent de couplage Temps de couplagg Eq | quantité
1 lle Fmoc-lle-OH HBTU 2 x 1 Heure 4 215n|g
2 lle Fmoc-lle-OH HBTU 2 x 1 Heure 4 215nmqg
3 Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH HBTU 2 x 1 Heure 4] 259 my
4 Met Fmoc-Met-OH HBTU 2 x 1 Heure 1 226 nhg
5 Leu Fmoc-Leu-OH HBTU 2 x 1 Heure A4 215 Mg
6 Lys | Fmoc-Lys(Boc)-OH HBTU 2 x 1 Heure A4 285 Mg
7 Arg | Fmoc-Arg(Pbf)-OH HBTU 2 x 1 Heure 1 394 njg
8et9 | Orthg Fmoc-ortho-OH BOP 1 x 3 Heures 3 176 g
10 & 16 Ortho| Fmoc-ortho-OH BOP 1 x 12 Heures 3 176 g
17 & 19 Ortho| Fmoc-ortho-OH BOP 2 x 12 Heures 3 176 g
20 Pro Fmoc-Pro-OH BOP 2 X 2 Heures 3  771hg
21 Pro Fmoc-Pro-OH BOP 2 X 2 Heures 3  771hg
22 Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OHi BOP 2 x 2 Heures 3 84m{
23 Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OHi BOP 2 x 2 Heures 3 84m{
24 Ser | Fmoc-Ser(tBu)-OH BOP 2 x 2 Heures 3 87|ng

Tableau 19 : Nature et quantité des résidus utilis® AA : Acide Aminé ; Eq : nombre d’équivalents
Les conditions de clivages sont les mémes que ceilisées précédemment. On
obtient 124 mg de produit brut (rdt : 51 %).

= Synthése de SEEAA®):>-RKLMEII-NH ; (34)
o Stratégie Fmoc dans un réacteur manuel

Nous avons réalisé la synthése sur l'autre moitié ldt de résine utilisée

précédemment (500 mg ; 0,076 mmol). Les conditsmm résumées dansTableau 20

n | AA Dérivé Agent de couplage Temps de couplage Eq | quantite
20| Ala Fmoc-Ala-OH BOP 2 X 2 Heures B 71mg
21| Ala Fmoc-Ala-OH BOP 2 x 2 Heures B 71mg
22| Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH BOP 2 x 2 Heures 3 84mg
23| Glu | Fmoc-Glu(OtBu)-OH BOP 2 x 2 Heures 3 84mf
24| Ser| Fmoc-Ser(tBu)-OH BOP 2 x 2 Heures 3 87 mg

Tableau 20 : Nature et quantité des résidus utilis® AA : Acide Aminé ; Eq : nombre d’équivalents

Les conditions de décrochage du peptide et deetnent sont les mémes que
celles utilisées précédemment. On obtient 95 mg@rdduit brut (rdt : 40 %) dont les pics
caractéristiques en masse sont : (M9884:1052,1 ; (M+4H)/4 :789,7 > M : 3203 g.mol".

Produit purifié : 5,5 mg (2,3 %) avec une puretd BRle 86 %.

= Synthése de SEEPP4§);-RKLMEII-NH »

o Stratégie Boc dans un réacteur manuel

Nous avons utilisé 400 mg de résine MBHA substitu®8 mmol/g (0,32 mmol). Les
conditions sont résumées dan3 &bleau 21
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n AA Dérivé Agent de couplagg Temps de couplage Eq | quantité |
1 lle Boc-lle-OH HBTU 1+1 H 5 384 m¢
2 lle Boc-lle-OH HBTU 1+1 H 5/ 384 m§
3 Glu | Boc-Glu(Ochx)-OH HBTU 1+12 H 5] 525 mg
4 Met Boc-Met-OH HBTU 1+1 H 5 390 mp
5 Leu Boc-Leu-OH HBTU 15+1H 5 390 mg
6 Lys | Boc-Lys(2ClZ)-OH HBTU 1+12 H 5[ 665 m(g
7 Arg | Boc-Arg(Tos)-OH HBTU 1+2+1 H 5 685mg
8 | Ortho| Boc-ortho-OH HBTU 3+3H 2[ 170 my
9 a 19 Ortho| Boc-ortho-OH BOP 3H 2l 170 mp
20 Pro Boc-Pro-OH HBTU 1+1H 5 344 njg
21 Pro Boc-Pro-OH BOP 1+1 H b 344 nig
22 Glu | Boc-Glu(Ochx)-OH BOP 1+1 H 5| 525 mg
23 Glu | Boc-Glu(Ochx)-OH BOP 1+1H 5[ 525 md
24 Ser | Boc-Ser(Bzl)-OH BOP 1+1H 5 472 mg

Tableau 21 : Nature et quantité des résidus utilis® AA : Acide Aminé ; Eq : nombre d’équivalents

Le peptide est décroché de son support par utermant au HF en présence
d’anisole. On obtient 693 mg de produit brut (ré8: %) dont les pics caractéristiques en
masse sont : (M+2H2 :1603,3 ; (M+3H)/3 :1069,7 :— M : 4327 g.mol".

» Synthese de SEEPPd);:-RKLMEII-NH , (35)
SEEPP-@®);-RKLMEII-NH , (33)
SEEPP-@®);3-RKLMEII-NH , (36)

Nous avons utilisé 400 mg de résine MBHA substitaé®9 mmol/g (0,45 mmol),
I'agent de couplage pour toute la synthése a éBOIB. Aprés chaque couplage d'un résidu
Boc-ortho-OH nous avons réalisé un capping pafA&u cours de la synthese la résine a été

séparée en 3 lots de 0,15 mmol. Les conditionsydth&se sont résumées dansTableau
22 et Tableau 23

n | AA Dérivé Temps| Eq | quantité |
1 lle Boc-lle-OH 3+3H| 4| 346 mg
2 lle Boc-lle-OH 1.5H| 4] 346 m{
3 Glu | Boc-Glu(Ochx)-OH 1.5H | 4| 474 mg
4 Met Boc-Met-OH 1.5H| 4 360 mg
5 Leu Boc-Leu-OH 12H| 4 336 mp
6 Lys | Boc-Lys(2CIZ)-OH 1.5H | 4| 596 mg
7 Arg | Boc-Arg(Tos)-OH| 12 H| 4 692 mp
8 a 18 Ortho| Boc-ortho-OH 5H 3| 357mg
Un tier de la résine est conservée (0.15 mmol)
19 Pro Boc-Pro-OH 2H 4 129 mg
20 Pro Boc-Pro-OH 241 H 4 1299
21 Glu | Boc-Glu(Ochx)-OH 1+1 H| 4| 197 mg
22 Glu | Boc-Glu(Ochx)-OH 1H 4| 197 mg
23 Ser | Boc-Ser(Bzl)-OH 1H 4 177 n|g

Tableau 22 : tableau de synthése de SEEP®);;-RKLMEII-NH ,
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SEEPP-@);-RKLMEII-NH SEEPP-@);5RKLMEII-NH »

n| AA | Dérivé | Temps| Eq | quantité| n | AA | Dérivé | Temps| Eq | quantité

Sur 0.30 mmol de résine Bo®);,-RKLMEII-NH » Sur 0.15 mmol de résine Bo®);-RKLMEII-NH ,

19| Ortho| Boc-ortho-OH | 5H | 3] 238m¢§ J®rtho| Boc-ortho-OH | 5H | 3] 119 m§

La moitié de la résine est conservée (0.15 mmol)

20 Pro Boc-Pro-OH 2H 4 129mp 21Pro Boc-Pro-OH 1+1H 4 | 129 mg

21| Pro Boc-Pro-OH 2+1H 4 | 129 mg] 22 Pro Boc-Pro-OH 1+1H 4 | 129 mg

Boc-Glu(Ochx)- Boc-Glu(Ochx)-

22| Glu OH 1+1H| 4 | 197 mg| 23 Glu OH 1+1H| 4 | 197 mg
23| Glu BOC'G(')‘ﬁOChX)' 1H | 4| 197 mg| 24 Gl BOC'G(')‘ﬁOChX)' 1H | 4| 197 mg

24| Ser | Boc-Ser(Bzl)-OH 1H 4 177 mg P5Ser | Boc-Ser(Bzl)-OH 1H 4 177 mg

Tableau 23 : tableau de synthése de SEEP®Y;-RKLMEII-NH , et SEEPP-(P);5-RKLMEII-NH

Les conditions de décrochage du peptide et deetnent sont les mémes que celles

utilisées précédemment.

II 33 : Incorporation de (C5) et de (Ortho) (Modele 2)
» Synthése de SEEPPISLDLTFHLLREVL-(C5)¢-RKLMEII-NH ; (37)
133 mg de résine MBHA substituée a 0.9 mmol/g (Oribol) est utilisé, I'agent de
couplage est le BOP et nous avons utilisé 4 eqid@mcide et 3 eq de Boc-C5-OH. Aprés
chaque couplage d’un résidu Boc-C5-OH un cappimgfpzO est effectué. Les conditions de

couplage sont résumées danableau 24

n AA Dérivé Temps| quantité | n | AA Dérivé Temps| quantité
1 lle Boc-lle-OH 3+3 H| 150mg 24His| Boc-His(Tos)-OH | 4+12 H 245 mg
2 lle Boc-lle-OH 1.5H| 150mg 25he Boc-Phe-OH 12H| 159 m¢
3 Glu | Boc-Glu(Ochx)OH| 1.5H 197 mpg 27hr| Boc-Thr(Bzl)-OH 12H | 186 mg
4 Met Boc-Met-OH 15H| 161 m@ 24leu Boc-Leu-OH 4H 150 mg
5 Leu Boc-Leu-OH 12H| 150 mg 2&sp|Boc-Asp(Ochx)-OH 12H | 189 mg
6 Lys | Boc-Lys(2ClZ)-OH| 1.5H | 248 mg| 29Leu Boc-Leu-OH 4H 150 mg
7 Arg | Boc-Arg(Tos)-OH| 12H| 288 mg 30Ber| Boc-Ser(Bzl)-OH 12H| 177 m¢
8al7| C5 Boc-C5-OH SH[ 101 mg Ble Boc-lle-OH 4H | 150 mg
18 Leu Boc-Leu-OH 5H 150 mgg 3Pro Boc-Pro-OH 12H| 129 mg
19 Val Boc-Val-OH 12H| 130 mg 33Pro Boc-Pro-OH 4H 129 mg
20 Glu | Boc-Glu(Ochx)-OH 3H 197 mg| 34 Glu | Boc-Glu(Ochx)-OH[ 12 H | 197 mg
21 Arg | Boc-Arg(Tos)-OH| 2x12 H 288 mg| 34 Glu | Boc-Glu(Ochx)-OH| 12 H | 197 mg
22 Leu Boc-Leu-OH 4H 150 mfj 36er| Boc-Ser(Bzl)-OH 12H| 177 m¢
23 | Leu Boc-Leu-OH 4H| 150m |

Tableau 24 : Nature et quantité des résidus utilis® AA : Acide Aminé

Le peptide est décroché de son support par utermant au HF en présence
d’anisole. On obtient 288 mg de produit brut (rd4: %) dont les pics caractéristiques en
masse sont: (M+3H/3:1451.9; (M+4H)/4:1089.1; (M+5H)/5:871.6; — M: 4352

g.mol. Aprés purification, nous avons obtenus 14,2 mg ¢8).
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= Synthése de SEEPPISLDLTFHLLREVL-(®)s-RKLMEII-NH , (38)
133 mg de résine MBHA substituée & 0.9 mmol/g (@nbgol) est utilisé I'agent de couplage
est le BOP et nous avons utilisé 4 eq d’'amino aetd& eq de Boc-ortho-OH. Aprés chaque
couplage d'un résidu Boc-ortho-OH un capping pagQAest effectué. Les conditions de

couplage sont résumés dan3 &bleau 25

n AA Dérivé Temps|quantité | n | AA Dérivé Temps| quantité
1 lle Boc-lle-OH 3+3H| 150mg 19His| Boc-His(Tos)-OH | 4+12 H 245 mg
2 lle Boc-lle-OH 15H| 150mg 20Phe Boc-Phe-OH 12H| 159 mg
3 Glu | Boc-Glu(Ochx)OH| 1.5H 197mp 2Thr| Boc-Thr(Bzl)-OH 12H | 186 mg
4 Met Boc-Met-OH 15H| 161 m¢§ 22eu Boc-Leu-OH 4 H 150 mg
5 Leu Boc-Leu-OH 12H| 150 mf 2&sp|Boc-Asp(Ochx)-OH 12 H | 189 mg
6 Lys | Boc-Lys(2CIZ)-OH| 1.5H | 248 mg| 24Leu Boc-Leu-OH 4H 150 mg
7 Arg | Boc-Arg(Tos)-OH| 12 H| 288 mg 25Ser| Boc-Ser(Bzl)-OH 12H| 177 mg
8a12| Ortho Boc-ortho-OH 5H 120mgq 27lle Boc-lle-OH 4H 150 mg
13 Leu Boc-Leu-OH 5H 150 mp 2Pro Boc-Pro-OH 12H| 129 mg
14 Val Boc-Val-OH 12H| 130mg¢ 28Pro Boc-Pro-OH 4H 129 mg
15 Glu | Boc-Glu(Ochx)-OH 3 H 197 mg| 29 Glu | Boc-Glu(Ochx)-OH| 12 H | 197 mg
16 Arg | Boc-Arg(Tos)-OH| 2x12 H 288 mg| 3( Glu | Boc-Glu(Ochx)-OH| 12 H | 197 mg
17 Leu Boc-Leu-OH 4H 150 mjy 31Ser| Boc-Ser(Bzl)-OH 12H| 177 mg
18 | Leu Boc-Leu-OH 4H| 150 mp |

Tableau 25 : Nature et quantité des résidus utilis® AA : Acide Aminé

Le peptide est décroché de son support par uermant au HF en présence
d’anisole. On obtient 290 mg de produit brut (rétl: %) dont les pics caractéristiques en
masse sont : (M+3H/3 :1276,6 ; (M+4H)/4 :957,8 ; (M+5H)/5 :766,4,— M : 3822 g.mol

! Apreés purification, nous avons obtenus 11,5 m&)2

Il 4 : Les hybrides pseudo-peptidiques dy.4; hCRF

I 4 1 : Incorporation de (C5)x

Nous sommes partis de 120 mg de résine Rink amiogtitiée a 0,7 mmol/g (0,084
mmol) pour chague composé, I'agent de couplag€HBTU, 4 équivalents d’'une solution
0,5M d’amino acide et de Fmoc-(C5)-OH dans la NMRtaitilisés et un double couplage
pour chaque étape. Le temps d’'un couplage est arif@tes et celui de déprotection de 20
minutes. Pour décrocher le peptide de son supportitilise le méme protocole que pour le
hCRF.
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[l 4 2 : Incorporation de (Ortho) «

= Synthése de H®)o-RKLMEII-NH ; (44), H-@)10-RKLMEII-NH ; (45) et
H-(®)1-RKLMEII-NH  (46)

Nous sommes partis d’'un lot de 500 mg de résine-PBG-PS fonctionnalisée a
0.360 mmol/g (0.180 mmol). L'agent de couplagel’®eTU pour toute la synthese et aprés

I'encrage du dixiéme ortho la résine a été partagedeux lots. Les conditions de couplage
sont réesumées dansTableau 26

n AA Dérivé Temps de couplage E guantité
1 lle Fmoc-lle-OH 2 x 1 Heure 4 254 mg
2 lle Fmoc-lle-OH 2 x 1 Heure 4 254 mg
3 Glu Fmoc-Glu(OtBu)-OH 2 x 1 Heure 4 306 mg
4 Met Fmoc-Met-OH 2 x 1 Heure 4 267 md
5 Leu Fmoc-Leu-OH 2 x 1 Heure 4 254 m(
6 Lys Fmoc-Lys(Boc)-OH 2 x 1 Heure 4 337 mg
7 Arg Fmoc-Arg(Pmc)-OH 2 x 1 Heure 4 477 mg
8a17 | ortho Fmoc-ortho-OH 3 Heures 3 209 mg
La moitié de la résine est prélevée soit 0.090 neholivée pour donnéd-(®),;-RKLMEII-NH ,
18 | ortho | Fmoc-ortho-OH | 2 x 3 Heures | B 105 mp

Tableau 26 : Tableau de syntheése de HB),;-RKLMEII-NH , et de H-@),,-RKLMEII-NH ,

Le décrochage a été réalisé grace au TFA/TIS/ex@.632.5) pendant 4 heures.

= Synthése de H®)s-RKLMEII-NH ; (47), H-(®)s-RKLMEII-NH  (48),
H-()-RKLMEII-NH  (49) et H-@)s-RKLMEII-NH ; (50)

Nous avons utilisé 500 mg de résine MBHA substitaé@9 mmol/g (0,45 mmol),
'agent de couplage pour toute la synthése a éBOP et nous avons utilisé 4 eq d’amino
acide et 3 eq de Boc-ortho-OH. Aprés chaque coeptgn résidu Boc-ortho-OH nous avons

réalisé un capping par A©. Les conditions de couplage sont résumées ddarableau 27
AA

Dérivé

n Temps de couplage E gquantité
1 lle Boc-lle-OH 2 x 1 Heure 4 448 mg
2 lle Boc-lle-OH 2 x 1 Heure 4 448 mg
3 Glu Boc-Glu(Ochx)OH 2 x 1 Heure 4 592 mg
4 Met Boc-Met-OH 2 x 1 Heure 4 448 mg
5 Leu Boc-Leu-OH 2 x 1 Heure 4 448 m(
6 Lys Boc-Lys(2Clz)-OH 2 x 1 Heure 4 747 md
7 Arg Boc-Arg(Tos)-OH 2 x 1 Heure 4 865 mg
8410 ortho Boc-ortho-OH 5 Heures B 357 mg
Le quart de la résine est prélevée soit 0.115 naindivée pour donnétl-(®):-RKLMEII-NH ,
11et12 | ortho] Boc-ortho-OH | 5 Heures | B 268 ng
Le quart de la résine est prélevée soit 0.115 naindivée pour donnéil-(®)s-RKLMEII-NH ,
13 et 14 | ortho| Boc-ortho-OH | 5 Heures | B 179 nfg
Le quart de la résine est prélevée soit 0.115 naindivée pour donnétl-(®),-RKLMEII-NH ,
15 | ortho | Boc-ortho-OH | 5 Heures K 90 mg
Le reste de la résine est clivé soit 0.115 mmol gonner H-(®)s-RKLMEII-NH

Tableau 27 : Tableau de synthese de 47, 48, 49, 50
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PARTIE IV : RESULTATS EXPERIMENTAUX Chapitre 1 : Alyses conformationelles

Chapitre 1 : Analyses conformationnelles

Nous avons cherché a déterminer les conformatjoesprenaient les molécules que
nous avons synthétisées. Pour cela, nous avorstudifférentes méthodes d’analyse comme
le dichroisme circulaire, la cristallographie, IMR ainsi que l'infrarouge. Ces études ont été
réalisées en collaboration avec le groupe du psefesMichel Marraud a Nancy.

Dans un premier temps, nous avons caractérisémm®meres qui ont pu étre
cristallisés et dont la structure n'avait pas é&afablement décrite dans la littérature. Dans
un deuxiéme temps, nous nous attarderons sur figsedites structures des oligoméres et
enfin sur celles des hybrides du hCRF e§.gtaCRF.

| : Caractérisation des monomeres

| 1: Le monomere C5

Le monomeére C5 sous forme de Boc-C5-NH@ure 1) a pu étre cristallisé. Les
cristaux ont été obtenus par lent refroidissemeapération d'un mélange AcOEt/EtOH
contenant un minimum de éthanol. Leur taille es@x 0,1 x 0,1 mm de coté. L'analyse de
diffraction des rayons X a été effectuée par uromagment de longueur d’onde de 0.71070
A. L'acquisition des données est effectuée par almymge des valeurs de I'angle Théta
compris entre 3 et 25.27°. 4509 réflexions ont ciifectées. L'ensemble des données est
disponible en annexe.

La maille cristalline est monoclinique, et lesgragétres sont donnés dansTibleau

1
Longueur des cétésParametres angulaires
a=6.88 A o =90°
b=09.62A B =99.88°
c=11.72 A y =90°

Tableau 1 : Parameétres de la maille cristalline

Les données ont été affinées par la méthode désdres carrés (Full-matrix least-

square on § et les atomes d’hydrogénes ont été placés ulténeent par calcul.
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Figure 1 : Représentation ORTEP de Boc-C5-NHMe avecumérotation des atomes

L’analyse des données montre que les molécules &mées et reliées a quatre
molécules voisines par des liaisons hydrogenesiéang! les atomes N1-H, N3-H, O3 et O4.

Les caractéristiques des liaisons hydrogénes eagagit données dansllableau 2

D-H...A | Symétrie |d(H...A) |d(D...A) | Angle(DHA)
N3-H...03|-x,y-1/2, -z 1.92 2.897 159°
N1-H...04| x-1,y,z 1.91 2.898 162°

Tableau 2 : Caractéristiques des liaisons hydrogesemises en jeu

Les caractéristiques des angles diédres de latsteu(Phil = -110°, Psil = -142°,
Phi2 = 108°, Psi2 = 161°) ne correspondent pasaagpies diedres que nous avons obtenus
par modélisation. Dans le cristal, les liaisonsrbgénes entre les molécules favorisent une
structure étirée alors qu’en modélisation, les walcsont réalisés dans le vide sur une
molécule isolée qui ne peut pas avoir d'interactiamec une molécule voisine.

La structure de la molécule au sein du cristalrestésenté¢Figure 2), sous forme

stéréoscopique.
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PARTIE IV : RESULTATS EXPERIMENTAUX Chapitre 1 : Alyses conformationelles

Figure 2 : Vue stéréoscopique de Boc-C5-NHMe dane tristal

Le cycle & 5 de notre molécule posséde une otient&€7-endo par rapport & N1 et
I'angle de torsion formé par les atomes C7, C6,\Dest de —17.6°; les atomes C6, C9, O3,
N2, C8 et C10 sont coplanaires.

| 2 : Le monomere Ortho

| 2 1 : Cristallographie de Boc-Ortho-OH

Le monomére Ortho sous la forme de Boc-Ortho{Bldure 3) a pu étre cristallisé,
aprées une lente évaporation dans I'éther. Noussagbtenu des cristaux en forme d’aiguilles
dont la taille est comprise entre 2 et 4 mm. L'gsalde diffraction des rayons a été effectuée
par un rayonnement de longueur d’onde de 0.71073’&cquisition des données est
effectuée par un balayage des valeurs de I'angéarbompris entre 0.95 et 26.17°. 8934
réflexions ont été collectées. L'ensemble des desesét disponible en annexe.

La maille cristalline est monoclinique, et lesgragtres sont donnés dansTibleau

3.
Longueur des cétésParametres angulaires
a=12.639 A o =90°
b=5.147 A B =107.74°
c=22.545A y = 90°

Tableau 3: Parametres de la maille cristalline

Les données ont été affinées par la méthode désdres carrés (Full-matrix least-

square on § et les atomes d’hydrogénes ont été placés ulténeent par calcul.
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Figure 3 : Représentation ORTEP de Boc-Ortho-OH avenumérotation des atomes

L’'analyse des données montre que des liaison®obgde se forment entre O1 et H2’
de H2'-02’ d’'une autre molécule et inversementpfant un angle de 165°. (« Prime » ()
désigne une seconde molécule, «seconde » (”)gdésiune troisieme molécule et
« troisieme » (") désigne une quatriéme molécul®t arrangement forme un dimere au
niveau de la fonction carboxylique entrainant wraé&rie centrale d’ordre C2. Les distances
0O1C1 et O2C1 sont égales, ce qui confirme la poesefune molécule dimérique avec un
échange des protons H2 et H2’ entre les deux mieigcu

Deux autres liaisons hydrogéne sont présentes &ftrH1 et O3” d’'une troisieme
molécule et O3 et H1"-N1"" d’'une quatrieme molée. Ces liaisons hydrogénes sont moins
fortes que celles engagées entre les fonctionoxgiues, elles connectent les molécules
entre elles, le long de l'axe b de la maille dam<tistal. Elles semblent essentielles a la
cohésion du cristal car on ne détecte aucune aiteracoplanaire, les distances entre les
chaines étant supérieures a la somme de rayondateder Waals. Les caractéristiques des

liaisons hydrogenes engagées sont données daabliEau 4

D-H..A [d(DH) [d(H...A) [d(D...A) [Angle(DHA)
02-H2..01'| 0.82 | 1.87 | 2.669 165°
N1-H1..03"| 0.86 | 2.18 | 3.004 160°

Tableau 4 : Caractéristiques des liaisons hydrogésemises en jeu
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Comme pour la molécule Boc-C5-NHMe, les caradiéuss des angles diédres de la
structure (Phil = 35.1°, Psil = 95.2°, Phi2 = -83Fsi2 = 140.27°) ne correspondent pas aux
angles diédres que nous avons obtenus par modw#lisddans le cristal, les liaisons
hydrogenes de la fonction carboxylique favorisene wstructure dimérique et les autres
liaisons hydrogenes favorisent I'empilement alareq modélisation, les calculs sont réalisés

sur une molécule isolée.

Figure 4 : Empilement des résidus Boc-Ortho-OH danke cristal

| 2 2 : Cristallographie de Boc-Ortho-NHiPr
Le monomeére Ortho sous la forme d’'un Boc-OrthodRHR0) a lui aussi été
cristallisé. L’analyse de diffraction des rayonété effectuée par un rayonnement de longueur
d’onde de 0.71073 A. L’acquisition des donnéeseéfsttuée par un balayage des valeurs de
I'angle Théta compris entre 3.43 et 23.25°. 432@xi@ns ont été collectées. L'ensemble des
données est disponible en annexe.

La maille cristalline est triclinique, et les parstnes sont donnés dansllableau 5

Longueur des cétésParametres angulaires
a=51411 A o =82.93°
b=11.5197 A B =89.537°
c=15.236 A y = 78.52°

Tableau 5 : Parametres de la maille cristalline

Les données ont été affinées par la méthode dé@sdres carrés (Full-matrix least-

square on § et les atomes d’hydrogénes ont été placés ulténeent par calcul.
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C4
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C16

Figure 5 : Représentation ORTEP de Boc-Ortho-NHiPr

L’analyse montre qu’il y a un empilement des résidui est stabilisé par des liaisons
hydrogéne. Chaque résidu engage deux liaisons ¢gdeoavec deux molécules voisines
entre le CO du Boc et le NH’ d’'un autre résidu mtre le CO amidique et le NH” amidique
d’'un troisieme résidu. Les caractéristiques désdies hydrogene engagées sont données dans

le Tableau G

D-H..A _ |d(DH) |d(H...A) [d(D...A) [Angle(DHA)
N(1)-H(1)..0(2)| 0.86 | 2.15 | 2.934 151.6°
N(2)-H(2)..0(3) 0.86 | 2.23 | 3.082 173.8°

Tableau 6 : Caractéristiques des liaisons hydrogésemises en jeu

La cohésion dans le cristal est apportée par isig@ntre les noyaux benzéniques qui

sont séparés de 3.4 A

Figure 6 : Représentation stéréoscopique des résisiBoc-Ortho-NHiPr dans le cristal
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PARTIE IV : RESULTATS EXPERIMENTAUX Chapitre 1 : Alyses conformationelles

La présence du groupement amidiqgue NHiPr engenore nouvelle structure
cristalline différente de celle de Boc-Ortho-OHnYW a plus de formation de dimére. Comme

pour Boc-Ortho-OH, les liaisons hydrogéne ne sastiptramoléculaires.

| 2 3 : Infrarouge

Nous avons voulu déterminer la capacité des moresrigoc-ortho-NHM&18), Boc-
ortho-NHiPr(20) et Piv-ortho-NHMe(19) a former des liaisons hydrogéne intramoléculaires
en solution. Nous avons choisi ces molécules cas roulions déterminer si la présence d’un
groupement plus encombré (isopropyl) et un groupgmglus basique (pivaloyle)
engendraient une modification de la nature desdi@ hydrogene. Des analyses IR ont été
réalisées dans un premier temps dans le dichlor@néta une concentration de 10 mM et
dans le tétrachlorure de carbone a une concemtrdgo2 mM et dans un deuxieme temps
Boc-ortho-NHMe(18) et Piv-ortho-NHMg(19) ont été étudiés dans le dichlorométhane a une
concentration de 3 mM pour qu’il y ait une homogdgé&néle concentration par rapport a
I'étude des oligomeres.

Dans CHCI, a 10 mM,18 et 20 donnent deux spectres trés voisins constitués d’'un
massif de bandes fines aux alentours de 3448, caractéristiques de la présence de NH
libres et une large bande de faible intensité 8850 cnt qui correspond & un NH engagé
dans une liaison hydrogéne intramoléculaire. Latiposexacte de cette bande est de 3356
cm™* pour18 et 3339 crit pour20; cette différence est due & la nature de NHMeHiPN Le
carbonyle du groupe accepteur Boc-CO ne présentenguseule bande a 1707 ¢m
(fréquence libre).

Dans le CCJ, la bande caractéristique du NH engagé (3372 paur18 et 3354 crit
pour 20) devient plus intense. Le carbonyle du groupe j@ece Boc-CO est éclaté en deux
bandes, une & 1716 &énffréquence libre) et 1703 ¢h{fréquence liée).

On peut déduire de ces résultats que dans KCIgHon a une faible proportion de
molécules stabilisées par une liaison hydrogene déatNH et le CO formant un cycle a 10
atomes. Dans le Cg&lce pourcentage augmente, cela est d0 a la ndtusolvant qui est
moins polaire et favorise probablement les liaisatramoléculaires.

Les résultats obtenus en solution montrent quend@omeére ortho est capable de
former une liaison hydrogéne 1-10 alors que danscristal, se sont des liaisons
intermoléculaires qui sont présentes. Nous avoabsé une famille conformationnelle en
modélisation de ces deux monomeéres et les deuxmaiginergétiques possedent eux aussi

une liaison hydrogéne 1-10. La représentation dera@écules est donné dand-lgure 7 ou
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PARTIE IV : RESULTATS EXPERIMENTAUX Chapitre 1 : Alyses conformationelles

les valeurs des angles diédre$, (1, ¢2, y2) sont pour Boc-ortho-NHMe : 118.07°, -79.83°,
-84.66°, 111.87° et la liaison hydrogéne est d& A9 et pour Boc-ortho-NHiPr : -119.65°,
78.69°, 84.10°, -110.98° et la longueur de la dimisydrogéne est de 1.92 A. Ces valeurs (en
valeur absolue) sont en accord avec celles mesuoéesde I'étude de modélisation du
décamere ortho115.82, 77.87, 81.13, -110.32) qui se structurenaihélice en formant des

liaisons H1-10.

Boc-ortho-NHMe(18) Boc-ortho-NHiPr(20)

Figure 7 : Représentation des deux minima obtenusianodélisation pour 18 et 19

L’étude des oligomeéres formés a partir de ce mustifaire a ensuite été réalisée.

Il : Caractérisation des oligoméres

Afin de pouvoir caractériser la conformation déiganeres en solution, nous avons
utilisé le dichroisme circulaire, ainsi que I'lRlatRMN. Aucun oligomére synthétisé n’a pu

étre cristallisé, cela n’a donc pas permis deséaline étude aux rayons X.

Il 1: Les oligoméres C5

Nous avons étudié la conformation des poly C5 tdisant le dichroisme circulaire.
Cette technique a été utilisée par d’autres équipagie Bibliographie, Chapitre Il) sur des
hélices artificielles pour connaitre la propengieneurs molécules a se structurer. Les hélices
construites a partir de molécules non-naturelless@dent des bandes caractéristiques qui
leurs sont propres, elles n'ont parfois pas deatiges spectrales caractéristiques.

Nous avons réalisé les mesures a une concentddi@?2 mg/l dans une cuve de 0.1

cm. Les solvants utilisés sont I'eau, un mélang®®@au/TFE et dans le TFE pur. Le TFE
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étant connu pour aider a la structuration des pre$é Les analyses ont été réalisées sur deux
molécules : Ac-(C3}NH, (14) et Ac-(C5)1-NH> (16).

lls possedent tous les deux, les mémes bandest@dstiques(graphe 1) avec des
minima a 215 nm et coupent I'axe des abscisseshM9snm dans I'eau et 190 nm dans le
TFE. Les profils dans I'eau et dans le TFE sonsg#&ment les mémes avec comme seule
différence une intensité plus importante pour leETHa contribution a lintensité
d’absorption de chaque résidu pour les deux madécest sensiblement la méme. A 215 nm
chaque résidu semble contribuer pour 9000 dey dmoi* dans le TFE et 7000 deg &€m

dmoltdans I'eau.

Ac-(C5)9-NH2 (14) Ac-(C5)11-NH2 (16)
100000
40000 - 80000 | ;
20000 W' 60000 -
E S 20000 il
£ 20000 | 7 £ ol
N N
§ -40000 | £ -20000 |
(@) (@)
S,-60000 | §,-40000 7
60000 -
-80000 | -80000 |
-100000 -100000
185 195 205 215 225 235 245 255 185 195 205 215 225 235 245 255
longueur d'onde [nm] longueur d'onde [nm]

eau ------- eau/tfe tfe

eau ------- eau/tfe tfe ‘

graphe 1 : Dichroisme circulaire de Ac-(C5-NH, (14) et Ac-(C5);-NH, (16)

Si I'on se réfere aux données de la littératunee isemble pas que ces molécules aient
une structure réguliére. Cependant, Seebach a éngair RMN que des-peptides®* se
structurent en hélice alors que le profil dichr@qe faisait pas apparaitre de structuration. Il
est difficile de donner une conclusion concernanstfucturation des poly-C5 aux vues des
résultats obtenus.

Pour plus de certitude, nous avions donc envisdgé réaliser une étude
cristallographique sur plusieurs poly-C5 (Ac-(&®&H (10), Ac-(C5u-OH (11), Ac-(C5)-

OH (12), Ac-(C5)%-NH; (13), Ac-(C5)-NH> (14), Ac-(C5)%-NH; (15), Ac-(C5)1-NH; (16)).
Malheureusement, aucun des composés n’'a pu éstallisé dans les solvants usuels : EtOH,
MeOH, DMSO, ACN...
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Il 2 : Les oligoméres Ortho

En ce qui concerne les études conformationelledesuoligomeres de motifs Ortho
nous avons été rapidement confrontés a un probdenselubilité dans les solvants classiques
d’analyse. En effet, les poly-Ortho ont une faibbdubilité dés que la longueur est supérieure
a trois résidus. A nouveau, aucun de ces compdaégunétre cristallisé dans les solvants
utilisés.

Nous avons donc décidé d'étudier les dimeressetriméres par des analyses IR et
RMN. Nous avons synthétisé les molécules Boc-(dstNbiMe (21), Piv-(ortho}-NHMe
(22), Boc-(ortho}-NHMe (23) et Piv-(ortho3-NHMe (24).

I 2 1: Etudes des dimeres

En raison de la faible solubilité dans le ¢@és analyses IR ont été réalisées a une
concentration de 3 mM dans le &E,.

Les analyses IR font apparaitre pour les deux @ig{&raphe 2), une bande de tres
basse fréquence vers 3280tqui correspond a la présence d'une liaison hydregte forte
intensité entre le CO du N terminal et le protoricdigue du deuxiéme Ortho. La bande vers
3450 cm® diminue d'intensité. Dans Piv-(orthelHMe (22) lintensité la bande de plus
basse fréquence est plus intense que celle obsganseBoc-(orthe)NHMe (21), cela est di
a la plus grande basicité du groupement pivaldydebande vers 3330 chprésente dans les

monomeres est aussi présente dans les dimeresonmaistensité est moindre.
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Piv-(ortho),-NHMe (22)
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Graphe 2 : Spectre infra-rouge de la zone des pratg amidiques de Boc-(ortho}NHMe (21), Piv-(ortho),-
NHMe (22)
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Cela signifie que la force de la liaison hydrogétie10 entre le proton amidique de
NHMe et le carbonyle du premier résidu Ortho esinmntense que la liaison H1-10 entre le
NH du deuxiéme résidu et le carbonyle du pivaloyledu Boc(Figure 8). Les diméres
forment bien des liaisons hydrogénes H1-10, maigsrdgortion de NH libres montre qu'il

existe un équilibre entre les formes ordonnéegsdrdonnées.

LLH de plus forte intensité

carbonyle contigu a un NH libre

tBu { _ Mo
tBuO N

LLH d'intensit¢ plus faible
que la suivante

liaison amide doublement sollicitée
Figure 8 : Représentation des liaisons hydrogéneslHLO dans les dimeéres

Les mesures RMN ont été réalisées dans le ¢@@c différentes proportions de
DMSO afin de déterminer I'accessibilité des protansdiques au solvant. L’effet du DMSO

sur les déplacements des différents protons Nidasté dans I&raphe 3
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21: Boc
] NH1-CH,-CgH4-CH,-CO-NH2-CH,-CgH4-CH,-CO-NH3Me
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Graphe 3 : Effets du DMSO sur le déplacement chimige des protons amidiques. (CDGIDMSO-d6)

Lorsque le déplacement du proton amidique estieféa 6.5 ppm dans le CD£I
cela signifie que le proton n’est pas engagé dams liaison hydrogéne. Un déplacement
supérieur a 7 ppm dans le CRGIgnifie qu’il est peu accessible au solvant. Lésultats
montrent que dans pour Boc-(orthd)HMe, seul H2 est impliqué dans une liaison Hrslo
que pour Piv-(orthg)NHMe H1 et H2 sont peu accessibles au solvantatariation du
déplacement chimique de H1 est inférieure a callddd. La faible accessibilité de H1 est
slrement da a la présence du groupement pivalaylmgsque H1 mais il ne semble pas étre
engagé dans une liaison hydrogéne. A la vue deésedtats, H2 d@1 ne peut étre engagé
que dans une liaison H1-10 ou H1-8 ; mais les desmbservées en IR ont montré que les
seules liaisons hydrogénes possibles sont de ndflvE). L'interprétation est la méme pour
22.

Les données obtenues nous permettent de déterlaeonformations que prennent
21 et 22 en solution. Nous avons mis en évidence la présale liaisons hydrogenes
intramoléculaires H1-10 dans les diméres, nousigl&tudier la nature des interactions dans
les triméres.
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Il 2 2 : Etudes des triméres

Les analyses IR ont aussi été réalisées a unewwation de 3 mM dans le GEl,.

Les analyses IRGraphe 4) font apparaitre que Boc-(orthdlHMe (23) et Piv-
(orthox-NHMe (24) possedent des bandes de plus basses fréquencéssglimeres, vers
3270 cnt et de plus forte intensité. La bande correspondartNH libres diminue et celle
vers 3330 cril présente dans les monomeéres et les diméres eutsyjrésente. Comme pour
les dimeres, l'intensité de la bande de trés baésgience et plus intense pour Piv-(ortho)
NHMe (24).
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Graphe 4 : Spectre infra-rouge de la zone des pratg amidiques de Boc-(ortho}NHMe (23), Piv-(ortho)s-
NHMe (24)

Ces résultats montrent que la molécule se struciumegressivement avec
'augmentation du nombre de résidus Ortho, quertggrtion de molécules non structurée

diminue et que la nature des liaisons mise engedeetype H1-10.

Des mesures RMN ont donc été réalisées sur leems dans le CDglavec

différentes proportions de DMSO, pour étayer lssiitats obtenus en IR et avec les diméres.

20c



PARTIE IV : RESULTATS EXPERIMENTAUX Chapitre 1 : Alyses conformationelles

23: Boc-NHN-CH,-Ph-CH-CO-NH»-CH,-Ph-CH-CO-NH3-CH,-Ph-CH-CO-NHcMe
24:  Piv-NH\-CHy-Ph-CH-CO-NH »-CH,-Ph-CH-CO-NH 3-CH,-Ph-CH-CO-NH :Me

Boc-NHy,-AT-CO-NH - Ar-CO-NH Me Boc-NHy-Ar-CO-NH , - Ar-CO-NHMe
Piv-NHy,-Ar-CO-NH, -Ar-CO-NH Me Piv-NH y-Ar-CO-NH,-Ar-CO-NH:Me
Boe-NHy-Ar-CO-NH - Ar-CO-NH,-Ar-CO-MHMe - Boc-NHy-Ar-CO-NH,,-Ar-CO-NH,- Ar-CO-NH Me

Piv-NH,-Ar-CO-MH,-Ar-CO-MH4-Ar-CO-NH-Me  Piv-NH y-Ar-CO-NH - Ar-CO-NH,, -Ar-CO-NHMe
i) 0

PRm
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Graphe 5 : Effets du solvant sur le déplacement chiique des protons amidiques. (CDGIDMSO-d6)

Nous n'avons pas représenté le déplacement chimés protons amidiques C-
terminaux car dans le CD£lils ne sont pas impliqués dans une liaison H.déggacements
des NH amidiques des dimeres sont également repsutéleGraphe 5 afin de pouvoir les
comparer a ceux des trimeres.

On constate que +et H; de 23 sont impliqués dans une liaison H et querté I'est
pas (comme dans le dimé2&). On remarque aussi que I'environnement dealid dimére21
est différent de celui dez¢t H; du trimére23. Les protons blet H; se superposent, appuyant
la thése d’'un début de structuration de I'oligomé&es deux protons semblent engagés dans
des liaisons des liaisons hydrogénes de type H1-10.

En ce qui concerne Het H; de 24, ils sont impliqués dans une liaison H et sont
guasiment superposésy ldst la aussi, peu accessible au solvant maiseseélsiirement da a
'encombrement stérique du groupement pivaloyle. g@at donc conclure que ces deux

protons sont aussi engagés dans des liaisons KHigulre 9).
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© H1-10
H 1-10 H 1-10 décelable en IR
seulement

Figure 9 : Représentation des liaisons hydrogénessgsibles (X= O-tBu (Boc), = tBu (Piv))

On observe que I'accessibilité des H médians dimiquand la taille de la molécule
augmente. C’est l'indice d’'une structuration pragiee des oligoméres par I'augmentation
du nombre de liaisons hydrogénes dont la natuneen¢ étre que de type H1-10. La liaison
hydrogene H1-10 entre le NH du groupement NHMeeeatdrbonyle du résidu Ortho n’est
décelé que dans le dichlorométhane en IR en tibke faroportion. Ce proton amidique est

plus sensible & la solvatation que les autred eat situé a I'extrémité de I'hélice.
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[l : Caractérisation des hybrides du hCRF

Cette partie est consacrée a la caractérisatisrmuai@logues du hCRF incorporant des
oligomeres de mimes contraints. Nous avons utiéiséichroisme circulaire comme outil afin
de déterminer si la structuration des hybridegpsiccord avec les prévisions que nous avons
en modélisation moléculaire.

Bien que la structure du hCRF ait été détermireeRMN et CD, nous avons réalisé

une étude dichroique sur ce peptide.

[Il 1 : Dichroisme du hCRF

Nous avons vu, dans la partie bibliographie cofs@u hCRF que la molécule
posséde une héliececentrale des acides aminés 6 8’36 es études de G montrent que
la molécule présente deux bandes négatives a 2@nge) et 222 nm et une bande positive &
192 nm quelle que soit la proportion en TFE. L'tié# augmente avec la proportion en TFE
et attend un maximum de 87% d’hélicité pour 4097 HE.

Nous avons réalisé les mesures a une concentdgi@2 mg/l dans une cuve de 0.1
cm. Les solvants utilisés sont I'eau, un mélang®&®@au/TFE et le TFE. Les courbes de

dichroisme circulaire obtenues sont représentéesld&raphe 6.

hCRF

1900000 { -
1400000 { 7
900000 -

400000 -

-100000 +

[deg cm2 dmol-1]

-600000 -

-1100000

185 195 205 215 225 235 245 255

longueur d'onde [nm]

eau ------- eau/tfe tfe

Graphe 6 : Dichroisme circulaire du hCRF
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On retrouve dans le spectre de dichroisme, lesavéraractéristiques que celles
décrites dans la littérature. Nous allons nougdgtasur les profils obtenus avec les hydrides
de hCRF.

[Il 2 : Dichroisme des hybrides du hCRF

Il 2 1 : Etudes des hybrides peptidiques

Nous avons réalisé les analyses sur les hybrideterant les motifs dipeptidiques
Ala-Gly et Pro-Gly : SEEPP-(AG)A-RKLMEII-NH ; (26), SEEPP-(AG)-RKLMEII-NH ;
(27), SEEPP-(GR)G-RKLMEII-NH, (28) et SEEPP-(GR}RKLMEII-NH, (29). Les
conditions d’analyses sont les mémes que pour RFh@ais les compos&$ et 27 ne sont
pas solubles dans I'eau et ils ont donc été amalgeé dans un mélange eau/TFE (50/50) et
dans le TFE. Pou26, les 29 AA naturels ont été remplacés par 14 mdigeptidiques Ala-
Gly et 1 résidu Ala, pou27 nous avons remplacé ces 29 AA naturels par unaénement de
20 motifs dipeptidiques Ala-Gly. Cette valeur a éléterminée en appliquant le méme

protocole de modélisation moléculaire que pounieses peptidiques non-naturel.

SEEPP-(AG)14-ARKLMEII-NH2 (26) SEEPP-(AG)20-RKLMEII-NH2 (27)
1000000
e A
800000 1, 950000 . "
LY

600000 | wp - 750000 +
= o 550000
< 400000 - z
E £ 350000 -

4 ©

S 200000 2 150000 |
o O S
g = o> -50000{ " "\ T
= S

-200000 - <. -250000 -

-400000 - \ -450000 |

f4 B
-600000 650000
185 195 205 215 225 235 245 255 185 195 205 215 225 235 245 255
longueur d'onde [nm] longueur d'onde [nm]

eau/tfe - - - - - tfe ‘ eau/tfe ------- tfe

Graphe 7 : Dichroisme circulaire de SEEPP-(AG)-ARKLMEII-NH , (26), SEEPP-(AG);-RKLMEII-
NH, (27)

Les profils dichroiquegGraphe 7) sont identiques et montrent la présence d'une
structure de type hélice. Le fait d’obtenir ce profil CD, cela indique qlienchainement de
motifs dipeptidiques Ala-Gly donne une héliee comme pour le hCRF. Il faut donc
substituer les 29 aminoacides de I'hélice naturple autant de résidus. La séquence a

incorporer pour obtenir la méme longueur est dendbifs dipeptidiques Ala-Gly et 1 résidu
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Ala. Nous avions calculé par le protocole de maddilbon moléculaire qu'il fallait 20 motifs
dipeptidiques Ala-Gly, il semble donc que le pratecmis en place ne peut s’appliquer aux

acides aminés.

Nous avons ensuite réalisé les analyses28uet 29 avec les mémes conditions

d’analyse que pour hCREraphe 8).

SEEPP-(GP)14-GRKLMEII-NH2 (28) SEEPP-(GP)18-RKLMEII-NH2 (29)

500000 -, \

300000 4 300000 1 \
— 100000 - —
= =-200000 -
g -100000 - e}
S 5
o~ -300000 | 2
= < -700000 -
o -500000 - S
8 (3]
S . | ke

700000 1200000 -

-900000 -

-1100000 -1700000
longueur d'onde [nm] longueur d'onde [nm]

Graphe 8 : Dichroisme circulaire de SEEPP-(GR)-GRKLMEII-NH , (28), SEEPP-(GP)s-RKLMEII-NH
(29)

eau ------- eau/tfe tfe

eau ------- eau/tfe tfe ‘ ‘

Quelle que soit la molécule et la proportion erETHke profil CD est le méme.
L'enchainement du motif dipeptidique Pro-Gly dorure spectre de CD avec une bande
intense négative vers 200 nm. On retrouve ce pdafils poly(Pro) Il (hélice avec un pas a
gauche).

La solvatation par des molécules d'eau semble joneble dans la conformation des
hélices puisqu'en présence d'eau, le profil CDerabte a celui du poly(Pro) Il, avec une
seule bande négative a 200 nm. Dans le TFE pur,bande supplémentaire de moindre
intensité apparait vers 220 nm. L'absence de saleat par les molécules deau peut
favoriser la formation de liaisons hydrogénes mib&culaires. Cela pourrait expliquer la
différence de profils dichroiques.

Dans le cas d'un enchainement de type Pro-Glystil difficile de déterminer le
nombre de motifs nécessaire pour remplacer I'hélicks hCRF car la présence ou I'absence
d’eau conduit a une conformation différente de Eéoule. Cela montre la limitation de la
modélisation moléculaire dans le vide. Néanmoisgdieux molécules seront testées pour leur

affinité pour le récepteur du hCRF.
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Il 2 2 : Etudes des hybrides C5

Nous avons vu dans la partie Il 1 que les oligosméeeC5 ne semblent pas donner de
structures réguliéres dans les milieux étudiés.sNawons réalisé des analyses dichroiques sur
les hybrides C5 du hCRF afin de déterminer si ircorporation dans la séquence du hCRF
favorise une structure en hélice. Nous avons étiediénolécules SEEPP-(GERKLMEII-
NH; (30) et SEEAA-(C5);-RKLMEII-NH, (31). Les courbes de dichroisme circulaire
obtenues sont représentées dar@riphe 9.

SEEPP-(C5)20-RKLMEII-NH2 (30) SEEAA-(C5)21-RKLMEII-NH2 (31)
400000 400000
i, 300000 .
200000 ' W 200000 1 %,
— 100000 |
= 0 -H4r - L
- al [S] 0 -
o E
£ 200000 | S -100000 -
o § -200000
(ST 4
S -400000 © -300000 |
e h=)
2 600000 . -400000
-500000
-800000 -600000
185 195 205 215 225 235 245 185 195 205 215 225 235 245
longueur d'onde [nm] longueur d'onde [nm]
‘ eau ------- eau/tfe tfe ‘ ‘ eau ------- eaultfe tfe

Graphe 9 :(?I?li;:hro'l'sme circulaire de SEEPP-(C5)-RKLMEII-NH , (30) et SEEAA-(C5);-RKLMEII-NH ,

Les profils dichroiques dans I'eau présentent baede négative unique a 215 nm
comme les oligomeérekt et 16. Les hybride80 et 31 n’ont donc pas de structure en hélice en
milieu aqueux. Lorsque la proportion de TFE augmepnh constate une diminution de la
bande d’absorption a 215 nm, une augmentation dealede négative a 205 nm et la
formation d’une bande positive vers 187 nm.

Les résultats obtenus montrent qu’il y a une déffi€ée de profil dichroique dans I'eau
et en présence de TFE. L’apparition d’'une bandétipesvers 187 nm correspond a une
transitionn—n* d’amides secondaires qui n’est pas observé demoligomeres C5. Cette
différence pourrait étre due a la présence desluggpeptidiques des extrémités C et N-
terminales. Il est impossible de conclure sur kamade cette structuration, car on ne connait

pas la signature dichroique de cette famille delués
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Il 2 3 : Etudes des hybrides Ortho

Nous avons vu dans la partie 1l 2 que les olig@séte motifs Ortho formaient des
liaisons intramoléculaires 1-10 dans le chlorofomhde dichlorométhane. On peut supposer
gu’'un enchainement de motifs supérieur & celuiiétpdurrait conduire a une structure de
type hélice H 1-10. Nous avons réalisé des analgggsoiques sur les hybrides Ortho du
CRF afin de déterminer si les prévisions sur lggoatéres étaient valables pour les hybrides
dans un mélange eau/TFE (50/50) et dans le TFE.sNwmons étudié deux séries de

molécules :

= La série des analogues du hCREBraphe 10): SEEPP-(Orth@)-RKLMEII-NH ;
(35), SEEPP-(Orth@}-RKLMEII-NH ; (34) et SEEPP-(Orth@}-RKLMEII-NH ; (36).

= La série des analogues ¢lyy hCRF(Graphe 11): H-(Orthoy-RKLMEII-NH , (47),
H-(Ortho)-RKLMEII-NH,  (48), H-(Ortho}-RKLMEII-NH, (49), H-(Ortho)-
RKLMEII-NH ; (50), H-(Ortho}-RKLMEII-NH ; (44) et H-(Ortho)o-RKLMEII-NH ;

(45) que nous avons comparé au peptide C-terminal (HNRKI-NH »).

CD par résidu dans un mélange eau/TFE CD par résidu dans le TFE
5000 (1/1)
3000 4 4000
= 1000 - = 2000 1
E — °
£ -1000 | E o
N N
£ -3000 £ -2000
® -5000 - o
i -8 -4000 A
o -7000 Py
2 -9000 | S ~60001
© 11000 | 9, -8000
-13000 -10000
185 200 215 230 245 260 185 200 215 230 245 260
A [nm] A [nm]
‘ orthol1 (35) ortho12 (34) ortho13 (36) ‘ orthol1l (35) orthol2 (34) orthol13 (36)

Graphe 10 : Dichroisme circulaire de 34, 35 et 36.

On observe en CD dans le TFE et le mélange eaudDFD deux bandes négatives de
faible intensité vers 220 nm et une autre un pas pitense vers 205 nm. Avec un 0 & 197 nm
et une bande positive vers 185 nm (limite de l'applage). L'implication de chaque
chromophore amide est le méme dans les deux cdiardgyse. L'épaulement a 220 nm

pourrait étre du a la forme hélicoidale de la papeptidigue C-terminale. Le minimum
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observé a 205 nm est compris entre deux valeurargprables, 200 nm (qui est une valeur
caractéristique d’'une pelote statistique) et 207 (gm est significatif de la présence d'une
hélice o ou 3). Il est difficile de définir avec certitude, I'abnce ou la présence d'une

structure en hélice. Nous ne savons pas si leu&itho possede une signature dichroiques.

CD par résidu dans(ur )mélange eau/TFE CD par résidu dans le TFE
1/1
5000 5000
3000 | 3000 1
= 1000 - = 1000 - \
= T T [e] L
g -1000 - £ 1000
o
%1 -3000 A %‘ -3000
o
©  -5000 -
> 000 5—5000 1
S | o -7000 -
@ -9000 - =
=) = -9000 -
o 11000 - )
. 13000 | =11000 |
-15000 -13000
185 200 215 230 245 260 185 200 215 230 245 260
ortho3 (47) orthos (48) ortho7 (49) ortho3 (47) ortho5 (48) ortho7 (49)
ortho8 (50) ortho9 (44) ortho10 (45) ortho8 (50) ortho9 (44) ortho10 (45)
C-ter C-ter

Graphe 11 : Dichroisme circulaire de 44, 45, 47, 489, 50 et C-terminale.

Dans les deux cas de I'analyse, on remarque &Eepoé d’eau ne modifie pas le profil
dichroique d’'un composé. Cela laisse supposer @derine tridimensionnelle définitive de
chaque composé pourrait étre obtenue pour une gimpen TFE inférieure a 50 %. Dans les
deux cas, l'effet Cotton & 205 nm est supérieur pesi composés possédants des résidus

Ortho que pour la molécule C-terminalableau 7).

205 nm ortho347) | ortho5 @8) | ortho7 @9) | ortho8 60) | ortho9 @4) | orthol0 45) C-ter
Eau/TFE -13459 -12012 -9800 -10007| -11516 -9967 4283
TFE -10075 -9010 -7852 -8916 -11357| -8903 -7041

Tableau 7 : Valeur de I'hélicité molaire a 205 nm

Aux vues des résultats, on remarque que les amadomncluant des résidus Ortho

semblent montrer une structure secondaire plusnok® que la partie C-terminale isolée.

L’étude dichroique des oligoméres de motifs Orthora pu enrichir ce travalil,

malheureusement la mauvaise solubilité n'a pas igedenles analyser.
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IV : Conclusion

Les études cristallographiques sur les monomeces@-NHMe, Boc-Ortho-OH et
Boc-Ortho-NHiPr ont mis en évidence, I'absenceigisdns hydrogenes intramoléculaires.

Les études dichroiques des oligoméres du lactalen@ pas mis en évidence la
présence de structure secondaire en hélice dammiliesix étudiés, une forme en feuillet
serait la plus vraisemblable. Des études RMN diesselNOE pourraient apporter une réponse
sdéfinitive a la structure qu’adopte I'enchainendmtactames C5.

Les analyses IR et RMN des dimeres et triméremaolif Ortho & mis en évidence une
structuration progressive de la molécule en hétigec l'accroissement de taille par la
présence de liaisons hydrogénes intramoléculagdgpe H1-10 dans le GBI, et CDCh.

L'étude des analogues du CRF réalisée par dighmisirculaire a montré pour
I'enchainement Ala-Gly, une structure de type l&iet pour Pro-Gly, une structure de type
poly(Pro) Il. Le profil obtenu avec le lactame C&ppelle aussi une structure de type feuillet.
Pour le motif Ortho, le profil dichroique rappelaaiui de I'hélicen ou 3o laisse penser que
I'enchainement possede, une régularité structutaleaussi I'étude RMN des effets NOE
pourrait apporter des informations pour confirmerimfirmer la présence d’une structure en

hélice stabilisée par la présence de liaisons lygdres 1-10.
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Chapitre 2 : Résultats biologiques

| : Introduction

Les analogues du hCRF et gishCRF synthétisés, ont été testés pour leur capacité
déplacer le hCRF radiomarqué lié (2-[125]iodohidti82) au récepteur. Le choix d'un tel
modéele réside dans le fait que la séquence dutetae@RF humain est identique a celle du
rat. Les tests d’affinité ont été réalisés suriplus modéles (membranes d’hypophyse de rat,
de cellules AtT20 (tumeur d’hypophyse de souri€ppendant, dans un souci d’élargie cette
étude, ce méme type de travail a été réalisé supdeparations membranaires de cellules
LLcPK1 (cellules de rein de cochon) préalablememtdfectées de fagon transitoire avec le
vecteur d’expression du récepteur CRF1.

L’objectif de ce travail était de déterminer leile&ir modéle biologique en testant le
hCRF et le.41hCRF a titre de contrdle.

L’activité agoniste ou antagoniste de certainegemdes a été quantifiée par mesure

de la libération d’AMPc et par la luciférase.

[l ; Résultats et discussion

Parmi les molécules synthétisées qui ont étéesfi@bleau 9 et 9) seuls le ligand
naturel (hCRF) et I'antagoniste peptidiquesiCRF) sont capable de déplacer le hCRF

radiomarqué.

Références Références | 1c50 | Ec50 | Ec50

Analogues du hCRF du du AMPc | Luci

manuscrit | laboratoire | Mol/g | Mol/g | Mol/g

H-SEEPPISLDLTFHLLREVLEMARAEQLA 8 8

QQAHSNRKLMEII-NH, 25 hCRF 710 | 5108 | 510
SEEPP-(AG),-ARKLMEII-NH , 27 JMV 2293 ND - -
SEEPP-(AG)r-RKLMEII-NH , 28 JMV 2290 ND - -
SEEPP-(GR)-GRKLMEII-NH , 29 JMV 2297 ND | > 10° -
SEEPP-(GR}-RKLMEII-NH , 30 JMV 2298 ND - -
SEEPP-(C5yRKLMEII-NH , 31 JMV 2149 ND - -
SEEAA-(C5);-RKLMEII-NH , 32 JMV 2231 ND - -
SEEPP-(Orth@}-RKLMEII-NH , 33 JMV 2233 ND | > 10° -
SEEAA-(Ortho),-RKLMEII-NH , 34 JMV 2275 ND | > 10° -
SEEPP-(Orth@)-RKLMEII-NH , 35 JMV 2389 ND - -
SEEPP-(Orth@}-RKLMEII-NH , 36 JMV 2390 ND - -
SEEPPISLDLTFHLLREVL-(C5)-RKLMEII-NH , 37 JMV 2439 ND - -
SEEPPISLDLTFHLLREVL-(Ortho}RKLMEII-NH , 38 JMV 2428 ND - -

Tableau 8 : Séquences d’analogues du hCRF et Ic38;50 correspondantes sur les modéles des cellules
LLcPK1 exprimant transitoirement le récepteur CRF1. (ND : Non-déplacement)
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Référenceg Références | I1c50 | Ec50 | Ec50
Analogues dug.4hCRF du du AMPc | Luci
manuscrit | laboratoire | Mol/g | Mol/g | Mol/g
H-DLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNR

KEMEI-NH 26 JMV 2338 | 510 | - -
H-(C5)4-LLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLM’I\EI:_I|-2 39 IMV 2339 ND ) )
H-(C5)-LEMARAEQLAQQAHSNRKLMEII-NH ; 40 JMV 2340 ND - -
H-(C5)1;-AEQLAQQAHSNRKLMEII-NH, 41 JMV 2341 ND - -
H-(C5)1,-QQAHSNRKLMEII-NH, 42 JMV 2342 ND - -
H-(C5)1s-NRKLMEII-NH , 43 JMV 2343 ND - -
H-(Ortho);-RKLMEII-NH, 46 JMV 2350 | ND |[>10°] -
H-(Ortho) -RKLMEII-NH , 45 JMV 2348 ND - -
H-(Ortho)-RKLMEII-NH , 44 JMV 2349 | ND |[>10°] -
H-(Orthok-RKLMEII-NH , 50 JMV 2426 ND - -
H-(Ortho)-RKLMEII-NH , 49 JMV 2425 ND - -
H-(Ortho)-RKLMEII-NH , 48 JMV 2419 ND - -
H-(Orthok-RKLMEII-NH , 47 JMV 2418 ND - -

Tableau 9 : Séquences d'analogues du;hCRF et Ic50, Ec50 correspondantes sur les modéléss cellules
LLcPK1 exprimant transitoirement le récepteur CRF1. (ND : Non-déplacement)

Les raisons de ces résultats négatifs peuvent desiorigines diverses :

» Les enchainements Ala-Gly, Pro-Gly, (€&} (Ortho) ne forment pas d’hélices en
milieu biologique et ne peuvent pas orienter cae@ent les extrémités C- et N-
terminales de la molécule.

» La partie peptidique 6-34 ainsi que 20-34 n'ont jgasun réle structurant et le
remplacement de certains amino acides essentieis lfadfinité pour le récepteur
nN'est pas autorisé. Beyermafih avait obtenu des résultats encourageants en
remplagant dans une molécule de la famille de tortne (famille du CRF), la partie
structurante de I'hélicex par d’'autres hélices comme nous avons procédéeen n

substituant que la partie 20-34.

L’absence de résultats biologiques est sirementaduiait que nous n’avons plus de
chaines latérales sur notre hélice. Cela rend igiiplesles interactions indispensables a la
reconnaissance ligand-récepteur. Une étude deorelatructure-activité pourrait étre alors
envisagée en incorporant des motifs contraintseportle chaines latérales. Hamift6na
utilisé ce moyen pour fonctionnaliser une hélicéfiaielle construite & partir de molécules

terphénylgues substituées qui se lient aux pratéand apoptiques Bclrx

%6 Kutzki, O. ; Park, H.S. ; Ernst, J.T. ; Orner, B,Fin, H. ; Hamilton, A.D. Development of a poteBcl-x,
antagonist based anhelix mimicry.J. Am. Chem. Soc. 2002,124, 11838-11839.
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[l : Partie expérimentale

Les tests ont été réalisés sur des préparatiomsbraeaires de cellules LLcPK1
préalablement transfectées avec le vecteur d'esijoresiu récepteur CRF1 qui s’est avéré
étre le meilleur modéle. Dans un premier temps, cekules sont transfectées puis les
membranes sont extraites apres la lyse des celhdeschoc thermique et la quantité de

protéine est déterminée par le réactif Biorad RmoAssay.

[Il 1 : Transfection des cellules LLcPK1

Les cellules sont cultivées de facon classique pefsence de milieu DMEM
supplémenté en SVF, glutamine, pénicilline et $tnepycine. Au moment de la transfection,
les cellules sont décollées a I'aide d’'une solutlertrypsine/EDTA. Elles doivent ensuite étre
abondamment lavées. Cette opération est réalisail@ de centrifugations successives dans
un tampon « cytomix ». Pour une transfection typidae culot de dix millions de cellules est
repris par 0.5 ml de cytomix alors supplémenté @i Aglutathion et vecteur d’expression
codant pour le récepteur CRF1 (5 & {§). Ceci est transfecté dans une cuvette a
électroporation. Apres 10 minutes, I'électroponatést déclenchée dont les conditions ont été
adaptées aux cellules LLcPK1. Aprés le choc ékpatri(20 msec), 0.5 ml de DMEM sans
rouge de phénol contenant 10 % de sérum sont gjoAfgres 10 minutes, le milieu est
complété a 40 ml et ensemencé dans des boitestdedl®d400 mm 48 heures. Les cellules
peuvent étre utilisées pour la préparation des mamels et détecter la capacité d’analogues
du hCRF et dy.4;hCRF a déplacer la liaison du CRF* au récepteur CRF

[Il 2 : Extraction des membranes

Les cellules sont lavées, scrapées et déposéssutiatube Eppendorf. Le tube est
congelé dans l'azote liquide et décongelé, I'opénatst réalisée deux fois. Il est ensuite
centrifugé pendant 20 minutes & 10000 g & 0°C.cuésts sont repris dans un minimum de
solution tampon. La teneur de la préparation mendira en protéine est évaluée a 'aide du

réactif Biorad Protein Assay.

lll 3 : Déplacement de la liaison
Les membranes sont reprisent a une concentragidn®b mg/ml dans le tampon avec
0.1 % de BSA. Les expériences de déplacement*duCRF (environ 50000 cpm) sont

réalisées dans un volume final de 50@400 pul de suspension de membrane,b@de hCRF
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froid ou de molécules a tester ou de tampon qtl 5@ **hCRF).La préparation est incubée

pendant 2 heures & 25°C dans un tube en verre Rlier @st adsorbé sur de nombreux
supports plastiques), puis on arréte le déplacepenttajout de 2 ml d’une solution tampon

contenant 2 % de BSA et on centrifuge pendant Ifutes & 3000 TPM. Le surnageant est
aspiré et la radioactivité associée au culot mengira est quantifiée par un compteur
gamma.

La valeur de la liaison spécifique est obtenuedifé&rence entre la liaison totale et la
liaison non spécifique. Les courbes de déplacertti@igon en fonction de la concentration)
ainsi obtenues permettent de déterminersplqui correspond a la concentration de produit
qui déplace 50 % de la liaison spécifique.

[l 4 : Activité biologique

Cette étude a également été complétée en casarterla nature agoniste ou
antagoniste des différents analogues.

Pour cela nous avons utilisé les données deaéadlitire qui indiquent que le hCRF via
son récepteur est capable d’augmenter le taux d'@®ltPainsi contribuer a I'activation de
facteurs transciptionnels au niveau de la séqudnc€RE. Le travail qui a été entamé, a
consisté a tester ces analogues vis a vis de cesréponses biologiques. Le taux d’AMPc a
été déterminé a l'aide d'un kit RIA, tandis quectigation de facteurs transciptionnels au
niveau de la séquence a été étudiée a l'aide detrdaégie « gene reporteur » (CRE)n
luciférase. L’activité luciférase est quantifiée enésence de luciférine et d’ATP par

bioluminescence.
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CONCLUSION GENERALE

Le but de ce travail était de synthétiser des aliges de mimes contraints de
dipeptides susceptibles de former des structuresnsaires organisées de type hélice. Pour
cela, nous avons sélectionné dans la littératuremdlifs que nous avons soumis a un
protocole de modélisation moléculaire afin de s&aliun tri informatique. Ce tri nous a
permis de sélectionner 12 molécules parmi lesqudilgt mimes contraints de dipeptides
(DBT (35), LBT (45), DBTMet (38), DBTCE(36), C5 (17), C7 (24), DBC (34), Ortho (64)),
deux dipeptides (AlaGly (6), ProGly (70)) et deugeptides cycliques (AspLys (9), LysAsp
(48)).

Différentes équipes ont réalisé des travaux dansems et ont mis en évidence la
difficulté d’obtenir de telles structures appeléeBoldamers ». Ces travaux ont montré que
certaines hélices artificielles sont capables dast& aux dégradations enzymatiques et
possédent également des propriétés antibactérienrastitumorales.

Parmi les molécules sélectionnées en modélisatioféculaire, certaines ont été
synthétisées : l'acide 3(S)-amino-2-oxo-1-pyrroiaiétique (motif C5) et Ilacide-2-
méthylamino phénylacétique (Ortho). Elles ont perde synthétiser différents oligoméres en
utilisant une chimie classique en solution et latlsgse supportée.

La caractérisation des motifs unitaires et deslealigoméres correspondants a été
réalisée. La structure des monomeéres Boc-C5-NHMe-Brtho-OH et Boc-Ortho-NHiPr a
été déterminée par des études cristallographigDes. analyses conformationnelles par
dichroisme circulaire ont été réalisées sur legoatieres de C5. Les résultats montrent des
différences avec les prédictions obtenues par rsadiéln moléculaire, la présence de
structure en hélice n’a pu étre observée. Par eplets analyses de RMN et d’IR réalisées sur
les oligomeres du motif Ortho ont mis en évideno&ume structure de type hélice H1-10
s’amorce avec les molécules dimériques Boc-(OstNb)Me et Piv-(OrthopNHMe et se
confirme avec les triméres Boc-(Orthk®HMe et Piv-(Ortho3NHMe, comme cela avait été
prédit lors des études de modélisation.

L'objectif que nous nous étions fixé de remplagee partie ainsi que la totalité de
I'hélice o du hCRF par des oligoméres contraints a été é&alour cela nous avons
développé différentes stratégies de synthése emsepkalide. Cependant, les résultats
pharmacologiques ont montré que les séquencesed-20-34 du hCRF ne pouvaient étre
remplacées sans perte totale d’affinité pour lepéeur CRF1. Il en est de méme pour les
analogues de I'antagoniste ¢glithCRF ou la partie 9-34 a été également substigrdeginant

une perte de I'affinité.

21¢



CONCLUSION GENERALE

La recherche de structures remarquables commééliess artificielles construites a
partir de molécules pseudo-peptidiques présente iniérét certain. Les propriétés
antibiotiques, par exemple, de telles moléculesrentvune nouvelle voie de recherche
thérapeutique. Des molécules comme les peptaibblsant constitués d’'une extrémité C-
terminale alcool et d’'une hélice peptidique powmnaitirer partie des recherches actuelles sur
les Foldamers. La stabilité, vis a vis de la dégtiad enzymatique de certaines hélices

pourrait étre développé dans I'optique d’obtens Hematériaux.
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Annexe A : Appareillages et matériels

Appareillages et matériels

Point de fusion

Les points de fusion sont mesurés sur un appdedypeBichia capillaire.

Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les chromatographies sur couche mince sont effestsur des plagudderck 60F:s,
Elles sont révélées par chauffage a 100°C apregempsetion d'une solution éthylique de
ninhydrine a 10% et par carbonisation a 150°C apmdlsérisation de "Charring reagent"
(solution de 20 g de sulfate d'ammonium dans 108'easlu + 4 ml d'acide sulfurique concentre).

Les proportions données sont : ACOEt/Hexane (x/y).

Chromatographie sur gel de silice

Les chromatographies sur gel de silice sont aftexg avec la silice Kieselgukterck G
0,05-0,2 mm.

Le polarimeétre
Les pouvoirs rotatoires sont déterminés a 20°C awgoolarimétre Perkin-Elmer 341. Le
pouvoir rotatoire est donné en degré et la conatalr de produit dans le solvant est donné entre

parenthése.

HPLC analytique
Les analyses HPLC sont effectuées sur une sydBarikemanl68 a détection par barrette
de diodes. La détection UV est effectuée a 21%b4trin avec un gradient d'éluants ACN/0.1%
TFA (A) et eau/0.1% TFA (B) : 0% (B» 100% (B).
Les colonnes employées sont :
* une symmetry-shiel#VatersRP18, 5um, 3.9x150 mm. Le débit est de 1ml/min
en 15 ou 50 min.
* une symmetry-shiel@iVatersRP18, 3.5um, 4.6x50 mm. Le débit est de 1ml/min
en 15 min.
* une Chromolith speedROD RPMsrck 4.6x50 mm. Le débit est de 5ml/min en 3

min.
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Annexe A : Appareillages et matériels

HPLC Préparative

Les purifications par HPLC préparative sont réaléséur un appareil Waters 486 delta
prep 4000 avec une colonne Delta-Pak C18ufh% 100A 40x100 mm, un détecteur UV a 214
nm et un débit de 50 ml/min en gradient d'éluanNATC1% TFA (A) et eau/0.1% TFA (B).

Spectrométrie de masse

Les analyses par spectrométrie de masse sontugféscsur un spectrométre electrospray
Platform Il Micromass, équipé du systeme alliane&\thters permettant le couplage LC/MS.

RMN

Les analyses RMNH sont effectuées sur un spectrom@&réker 400 MHz.

Dichroisme Circulaire

Infrarouge

Les analyses ont été realisées sur

Cristallographie

Les expériences de cristallisation ont été réadisee :
* Brucker Kappa CCDMaXus

Robots de synthese peptidique

Les robots de synthéses utilisés sont :
* Pioneer Peptide Synthesis System, Perseptive Beyags
e Advanced Chemtech 498 MOS

Modélisation

Les calculs ont été réalisés avec “Discover Mdbc8imulation Program”, version 2.98
de Biosym/MSI, sur une station Silicon Graphicsabetde 2 processeurs R10000 a 225 Mhz. Le

champ de force utilisé pour tous les calculs eft cv
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Annexe B : Programmes de modélisation

Programmes de modélisation
| PROGRAMME DE RECHERCHE CONFORMATIONNELLE A TEMPERATURE FIXE A 2000 K

begin simulation

add-automatic bond torsion valence out-o f-plane
coordinate file = "c5.car"
molecular data file = "¢5.md f"
reduce

set dielectric = 1.000000%*r
constrain prochiral
nsave = 100

MINIMISATION DE LA STRUCTURE INITIALE PO UR SUPPRIMER LES ARTEFACTS

iter=1
ites=1
Minimize
* No Ccross terms
* N0 morse
* for 50 iterations
* using steep descents
* until the maximum derivative is less than 0. 10 kcal/A
Minimize
* No cross terms
* N0 morse
* for 100000 iterations
* using conjugate gradient

* until the maximum derivative is less than 0. 010 kcal/A
archive as file number iter "c5.arc"
!
! INITIALISATION DES PARAMETRES DYN AMIQUES
!
temp = 2000.0
ibou=1
100 retrieve file number ibou " c5.arc"

initialize dynamics

* for 1000 iterations

* at temp

* steps of 1.000

* No Ccross terms

* N0 morse

* write history file every 100 steps
|
! BOUCLES DYNAMIQUES
|
200 resume dynamics

* for 1000 iterations

* No Ccross terms

* N0 morse
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Annexe B : Programmes de modélisation

MINIMISATION

Minimize

* No Ccross terms

* N0 morse

* for 50 iterations

* using steep descents

* until the maximum derivative is less than 0. 10 kcal/A
Minimize

* No cross terms

* N0 morse

* for 100000 iterations

* using conjugate gradient

* until the maximum derivative is less than 0. 010 kcal/A

IMPRESSION DES RESULTATS

iter =iter + 1
archive as file number iter "c5.arc"
ites=ites+1

if ites .le. 100 then 200

print timings
end
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Annexe B : Programmes de modélisation

PROGRAMME DE VARIATION DES ANGLES DIEDRES PHI2 , PHI3 ET PSI3

Récupération du fichier
MODELISATION/NICOLAS/MIMES_TURNS/C5.arc FRAME 12
Addition de CH3CO et NHCH3

=> mecochnhme.car

overlap = 0.01

begin simulation

* add-automatic bond torsion valence out-of -plane
coordinate file = "mecoc5nhme.car"

* molecular data file = "mecoc5nhme.mdf"

reduce

set dielectric = 1.000000*r
constrain prochiral
nsave = 100

LES ANGLES 0 ET 4 SONT FIXES
angle0 = 180.00

angle4 =-16.32

ifnum =1

Assign the torsion name dto
* residue GLYN 2 atom N

* residue ALAn 1 atom C

* residue ALAn 1 atom CA

* residue ALAn 1 atom CB

force din ALANn 1 to angle4 using 100.00 0000

Assign the torsion name R1 to
* residue METH 1D atom C1

* residue ALHD 1C atom C1

* residue ALAn 1 atom N

* residue ALAn 1 atom CA

force R1in ALHD 1C to angleO using 100.0 00000

Assign the torsion name phi2 to
* residue ALHD 1C atom C1

* residue ALAn 1 atom N

* residue ALAn 1 atom CA

* residue ALAn 1 atom C

Assign the torsion name phi3 to
* residue ALAn 1 atom C

* residue GLYN 2 atom N

* residue GLYN 2 atom CA

* residue GLYN 2 atom C

Assign the torsion name psi3 to
* residue GLYN 2 atom N

* residue GLYN 2 atom CA

* residue GLYN 2 atom C

* residue AMDE 1E atom N1
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Annexe B : Programmes de modélisation

loopl=1
anglel = -180.00

L1 force phi2in ALAn 1 to anglel using 100. 000000
loop2 =1
angle2 = -180.00

|

L2 force phi3in GLYN 2 to angle2 using 100. 000000
loop3 =1
angle3 = -180.00

|

i_3 force psi3in GLYN 2 to angle3 using 100. 000000
!

Minimize

no cross terms

no morse

for 100000 iterations

using conjugate gradient

until the maximum derivative is less than 0.1000000 kcal/A

* Ok % F

archive as file number ifnum "mecoc5nhme.arc"
ifnum = ifnum + 1

I

!

RO loop3 =loop3 +1
angle3 = angle3 + 30.00
if loop3 .le. 13 then L3
loop2 =loop2 + 1
angle2 = angle2 + 30.00
if loop2 .le. 13 then L2
loopl =loopl +1
anglel = anglel + 30.00
if loopl .le. 13thenlLl1

iter2 = ifnum
iterl =1

I TOUTES LES CONTRAINTES APPLIQUEES AUX ANGLES 0,1,2,3 ET 4 SONT ENLEVEES
force nothing

100 retrieve file number iterl "mecoc5nhme.arc"
Minimize

no cross terms

no morse

for 100000 iterations

using conjugate gradient

until the maximum derivative is less than 0.001000000 kcal/A

archive as file number iter2 "mecoc5nhme.arc"

iterl =iterl +1

iter2 = iter2 + 1

if iterl .le. 2197 then 100

end

* Ok Xk
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Annexe B : Programmes de modélisation

PROGRAMME DE CONSTRUCTION AUTOMATIQUE DES DECMERES

c5 10_x.inp
MODELISATION/NICOLAS/MIMES_TURNS/c5.12
ajout de MeCO et NHMe
=> mecoc5nhme.2230
polymérisation x10
contraintes d'angles diédres du mecoc5nhme.Fra me
(d=Distance® T=Tau° Energie Kcal/mole)
phi2=PHI2° phi3=PHI3° psi3=PSI3°
=> ¢5_10_.1
DECAMERE MINIMISE SANS CONTRAINTES
=> ¢5 10 .2
DYNAMIQUE MOLECULAIRE A TEMPERATURE AMBIANTE
=> ¢5_10_.3

overlap = 0.01

begin simulation

* add-automatic bond torsion valence out-of -plane
* coordinate file = "c5_10 .car"

* molecular data file ="c5_10 .mdf"

reduce

set dielectric = 1.000000*r
constrain prochiral
nsave = 100

anglel =180

angle2 = PHI2
angle3 = PHI3
angle4 = PSI3
angle0 = 16.32

Assign the torsion name d1to
* residue GLYN 2 atom N

* residue ALAn 1 atom C

* residue ALAn 1 atom CA

* residue ALAn 1 atom CB

Assign the torsion name d2 to
* residue GLYN 2B atom N

* residue ALAn 1D atom C

* residue ALAn 1D atom CA

* residue ALAn 1D atom CB

Assign the torsion name d3to
* residue GLYN 2C atom N

* residue ALAn 1H atom C

* residue ALAn 1H atom CA

* residue ALAn 1H atom CB
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Annexe B : Programmes de modélisation

Assign the torsion name d4 to
* residue GLYN 2D atom N

* residue ALAn 1J atom C

* residue ALAn 1J atom CA

* residue ALAn 1J atom CB

Assign the torsion name d5 to
* residue GLYN 2E atom N

* residue ALAn 1L atom C

* residue ALAn 1L atom CA

* residue ALAn 1L atom CB

Assign the torsion name d6 to
* residue GLYN 2F atom N

* residue ALAn 1N atom C

* residue ALAn 1N atom CA

* residue ALAn 1N atom HA

Assign the torsion name d7 to
* residue GLYN 2G atom N

* residue ALAn 1P atom C

* residue ALAn 1P atom CA

* residue ALAn 1P atom CB

Assign the torsion name d8 to
* residue GLYN 2H atom N

* residue ALAn 1R atom C

* residue ALAn 1R atom CA

* residue ALAn 1R atom CB

Assign the torsion name d9 to
* residue GLYN 2l atom N

* residue ALAn 1T atom C

* residue ALAn 1T atom CA

* residue ALAn 1T atom CB

Assign the torsion name d10 to
* residue GLYN 2J atom N

* residue ALAn 1X atom C

* residue ALAn 1X atom CA

* residue ALAn 1X atom CB

Assign the torsion name rl to
* residue METH 1F atom C1
* residue ALHD 1E atom C1

* residue ALAn 1 atom N

* residue ALAn 1 atom CA
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Annexe B : Programmes de modélisation

Assign the torsion name r2 to
* residue GLYN 2 atom CA

* residue GLYN 2 atom C

* residue ALAn 1D atom N

* residue ALAn 1D atom CA

Assign the torsion name r3 to
* residue GLYN 2B atom CA
* residue GLYN 2B atom C

* residue ALAn 1H atom N

* residue ALAn 1H atom CA

Assign the torsion name r4 to
* residue GLYN 2C atom CA
* residue GLYN 2C atom C

* residue ALAn 1J atom N

* residue ALAn 1J atom CA

Assign the torsion name 5 to
* residue GLYN 2D atom CA
* residue GLYN 2D atom C

* residue ALAn 1L atom N

* residue ALAn 1L atom CA

Assign the torsion name r6 to
* residue GLYN 2E atom CA
* residue GLYN 2E atom C

* residue ALAn 1N atom N

* residue ALAn 1N atom CA

Assign the torsion name r7 to
* residue GLYN 2F atom CA
* residue GLYN 2F atom C

* residue ALAn 1P atom N

* residue ALAn 1P atom CA

Assign the torsion name r8 to
* residue GLYN 2G atom CA
* residue GLYN 2G atom C

* residue ALAn 1R atom N

* residue ALAn 1R atom CA

Assign the torsion name r9 to
* residue GLYN 2H atom CA
* residue GLYN 2H atom C

* residue ALAn 1T atom N

* residue ALAn 1T atom CA
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Annexe B : Programmes de modélisation

Assign the torsion name r10 to
* residue GLYN 2l atom CA

* residue GLYN 2l atom C

* residue ALAn  1X atom N

* residue ALAn 1X atom CA

Assign the torsion name r11 to
* residue GLYN 2J atom CA

* residue GLYN 2J atom C

* residue AMDE 1V atom N1

* residue METH 1U atom C1

Assign the torsion name alto
* residue ALHD 1E atom C1

* residue ALAn 1 atom N

* residue ALAn 1 atom CA

* residue ALAn 1 atom C

Assign the torsion name a2 to
* residue GLYN 2 atom C

* residue ALAn 1D atom N

* residue ALAn 1D atom CA

* residue ALAn 1D atom C

Assign the torsion name a3 to
* residue GLYN 2B atom C

* residue ALAn 1H atom N

* residue ALAn 1H atom CA

* residue ALAn 1H atom C

Assign the torsion name a4 to
* residue GLYN 2C atom C

* residue ALAn 1J atom N

* residue ALAn 1J atom CA

* residue ALAn 1J atom C

Assign the torsion name a5 to
* residue GLYN 2D atom C

* residue ALAn 1L atom N

* residue ALAn 1L atom CA

* residue ALAn 1L atom C

Assign the torsion name a6 to
* residue GLYN 2E atom C

* residue ALAn 1N atom N

* residue ALAn 1N atom CA

* residue ALAn 1N atom C
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Assign the torsion name a7 to
* residue GLYN 2F atom C

* residue ALAn 1P atom N

* residue ALAn 1P atom CA

* residue ALAn 1P atom C

Assign the torsion name a8 to
* residue GLYN 2G atom C

* residue ALAn 1R atom N

* residue ALAn 1R atom CA

* residue ALAn 1R atom C

Assign the torsion name a9 to
* residue GLYN 2H atom C

* residue ALAn 1T atom N

* residue ALAn 1T atom CA

* residue ALAn 1T atom C

Assign the torsion name al0 to
* residue GLYN 2l atom C

* residue ALAn  1X atom N

* residue ALAn 1X atom CA

* residue ALAn 1X atom C

Assign the torsion name bl to
* residue ALAn 1 atom C

* residue GLYN 2 atom N

* residue GLYN 2 atom CA

* residue GLYN 2 atom C

Assign the torsion name b2 to
* residue ALAn 1D atom C

* residue GLYN 2B atom N

* residue GLYN 2B atom CA

* residue GLYN 2B atom C

Assign the torsion name b3 to
* residue ALAn 1H atom C

* residue GLYN 2C atom N

* residue GLYN 2C atom CA

* residue GLYN 2C atom C

Assign the torsion name b4 to
* residue ALAn 1J atom C

* residue GLYN 2D atom N

* residue GLYN 2D atom CA

* residue GLYN 2D atom C
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Assign the torsion name b5 to
* residue ALAn 1J atom C

* residue GLYN 2D atom N

* residue GLYN 2D atom CA

* residue GLYN 2D atom C

Assign the torsion name b5 to
* residue ALAn 1L atom C

* residue GLYN 2E atom N

* residue GLYN 2E atom CA

* residue GLYN 2E atom C

Assign the torsion name b6 to
* residue ALAn 1N atom C

* residue GLYN 2F atom N

* residue GLYN 2F atom CA

* residue GLYN 2F atom C

Assign the torsion name b7 to
* residue ALAn 1P atom C

* residue GLYN 2G atom N

* residue GLYN 2G atom CA
* residue GLYN 2G atom C

Assign the torsion name b8 to
* residue ALAn 1R atom C

* residue GLYN 2H atom N

* residue GLYN 2H atom CA

* residue GLYN 2H atom C

Assign the torsion name b9 to
* residue ALAn 1T atom C

* residue GLYN 2l atom N

* residue GLYN 2| atom CA

* residue GLYN 2l atom C

Assign the torsion name b10 to
* residue ALAn 1X atom C

* residue GLYN 2J atom N

* residue GLYN 2J atom CA

* residue GLYN 2J atom C

Assign the torsion name clto
* residue GLYN 2 atom N

* residue GLYN 2 atom CA

* residue GLYN 2 atom C

* residue ALAn 1D atom N
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Assign the torsion name c2to
* residue GLYN 2B atom N

* residue GLYN 2B atom CA

* residue GLYN 2B atom C

* residue ALAn 1H atom N

Assign the torsion name c3to
* residue GLYN 2C atom N

* residue GLYN 2C atom CA
* residue GLYN 2C atom C

* residue ALAn 1J atom N

Assign the torsion name c4 to
* residue GLYN 2D atom N

* residue GLYN 2D atom CA
* residue GLYN 2D atom C

* residue ALAn 1L atom N

Assign the torsion name c¢5to
* residue GLYN 2E atom N

* residue GLYN 2E atom CA

* residue GLYN 2E atom C

* residue ALAn 1N atom N

Assign the torsion name c6 to
* residue GLYN 2F atom N

* residue GLYN 2F atom CA

* residue GLYN 2F atom C

* residue ALAn 1P atom N

Assign the torsion name c7to
* residue GLYN 2G atom N

* residue GLYN 2G atom CA
* residue GLYN 2G atom C

* residue ALAn 1R atom N

Assign the torsion name c8to
* residue GLYN 2H atom N

* residue GLYN 2H atom CA
* residue GLYN 2H atom C

* residue ALAn 1T atom N

Assign the torsion name c9to
* residue GLYN 2l atom N

* residue GLYN 2l atom CA

* residue GLYN 2l atom C

* residue ALAn  1X atom N

Assign the torsion name ¢10 to
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* residue GLYN 2J atom N
* residue GLYN 2J atom CA
* residue GLYN 2J atom C
* residue AMDE 1V atom N1

LO force dlin ALANn1 to angleO using 100.0 00000

L1 force d2in ALANn 1D to angleO using 100.0 00000

L2 force d3in ALAn 1H to angleO using 100.0 00000

L3 force d4in ALANn 1J to angle0 using 100.0 00000

L4 force d5in ALANn 1L to angleO using 100.0 00000

L5 force d6in ALANn 1N to angleO using 100.0 00000

L6 force d7in ALAn 1P to angle0 using 100.0 00000

L7 force d8in ALANn 1R to angleO using 100.0 00000

L8 force d9in ALANn 1T to angleO using 100.0 00000

L9 force d10in ALANn 1X to angle0 using 100.0 00000

L10 force rlin ALHD 1E to anglel using 100. 000000
L11 force r2in GLYN 2 to anglel using 100.0 00000

L12 force r3in GLYN 2B to anglel using 100. 000000
L13 force r4in GLYN 2C to anglel using 100. 000000
L14 force r5in GLYN 2D to anglel using 100. 000000
L15 force r6in GLYN 2E to anglel using 100. 000000
L16 force r7in GLYN 2F to anglel using 100. 000000
L17 force r8in GLYN 2G to anglel using 100. 000000
L18 force r9in GLYN 2H to anglel using 100. 000000
L19 force rl0in GLYN 2I to anglel using 100. 000000
L20 force rllin GLYN 2J to anglel using 100. 000000
L21 force alin ALANn1 to angle2 using 100.0 00000

L22 force a2in ALAn 1D to angle2 using 100. 000000
L23 force a3in ALAn 1H to angle2 using 100. 000000
L24 force a4in ALANn 1J to angle2 using 100. 000000
L25 force a5in ALANn 1L to angle2 using 100. 000000
L26 force a6in ALAn 1N to angle2 using 100. 000000
L27 force a7in ALAn 1P to angle2 using 100. 000000
L28 force a8in ALANn 1R to angle2 using 100. 000000
L29 force a9in ALANn 1T to angle2 using 100. 000000
L30 force al0in ALANn 1X to angle2 using 100. 000000
L31 force blin GLYN 2 to angle3 using 100.0 00000

L32 force b2in GLYN 2B to angle3 using 100. 000000
L33 force b3in GLYN 2C to angle3 using 100. 000000
L34 force b4in GLYN 2D to angle3 using 100. 000000
L35 force b5in GLYN 2D to angle3 using 100. 000000
L36 force b5in GLYN 2E to angle3 using 100. 000000
L37 force b6in GLYN 2F to angle3 using 100. 000000
L38 force b7in GLYN 2G to angle3 using 100. 000000
L39 force b8in GLYN 2H to angle3 using 100. 000000
L40 force b9in GLYN 2| to angle3 using 100. 000000
L41 force bl0in GLYN 2J to angle3 using 100. 000000
L42 force clin GLYN 2 to angle4 using 100.0 00000

L43 force c2in GLYN 2B to angle4 using 100. 000000
L44 force c3in GLYN 2C to angle4 using 100. 000000
L45 force c4in GLYN 2D to angle4 using 100. 000000
L46 force c5in GLYN 2E to angle4 using 100. 000000
L47 force c6in GLYN 2F to angle4 using 100. 000000
L48 force c7in GLYN 2G to angle4 using 100. 000000
L49 force c8in GLYN 2H to angle4 using 100. 000000
L50 force c9in GLYN 2l to angle4 using 100. 000000
L51 force c10in GLYN 2J to angle4 using 100. 000000
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Minimize

no cross terms

no morse

for 100000 iterations

using conjugate gradient

until the maximum derivative is less than 0.001000000 kcal/A

b I I

iter =1
archive as file number iter "c5_10 .arc"
iter = iter + 1

force nothing

Minimize

no cross terms

no morse

for 100000 iterations

using conjugate gradient

until the maximum derivative is less than 0.001000000 kcal/A

b I A

archive as file number iter "c5_10_.arc"

initialize dynamics
for 100 iterations
at 300.000 K
steps of 1.000
no cross terms

no morse

write history file every 100 steps
resume dynamics

* for 5000 iterations
* no cross terms

*  no morse

E I T

iter = iter + 1
archive as file number iter "c5_10_.arc"

print timings
end

Pour pouvoir utiliser ce programme il faut crédichiers dans le dossier ou est lanceé le
programme. Ces fichiers sont NOM, NOM2, NOMBRE @MBRE?2 qui contiennent des
informations qui seront automatiquement modifiéasrgout nouveau calcul.
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echo" PROGRAMME AUTOMATIQUE POUR GENENER LES x DECAMERES A PARTIR "
echo" DU MODELE C5_10 x.car"
echo" "

echo " Automatismel "

echo " "

echo " Le fichier identifications doit étre fait"
echo""

echo""

echo " Nom du fichier => \c"
read Nomdefichier

echo""

echo" Nombre de fichiers => \c"
read Nombredefichiers

echo""

i=0

j=0

while

[ $i -It SNombredefichiers ]

do

i="expr $i + 1

j=expr$j+ 1

cp c5_10_x.car $Nomdefichier$i\.car
cp c5_10_x.mdf $Nomdefichier$i\.mdf
cp ¢5_10_x.inp $Nomdefichier$i\.inp

echo" "

echo" LE FICHIER identifications COMPORTE TOUTES LES CARACTERISTIQUES
CONFORMATIONELLES "

echo" DES PUITS DE POTENTIEL DE L ETUDE DE VARIAT ION DES ANGLES DIEDRES. "
echo" "

Frame="sed -n ${j}p identifications’

j=expr$j+ 1

Energie="sed -n ${j}p identifications’

j="expr $j + 1°

Distance="sed -n ${j}p identifications’

j=expr$j+ 1

Tau="sed -n ${j}p identifications’

j="expr $j + 1°

PHI2="sed -n ${j}p identifications"

j=expr$j+ 1

PHI3="sed -n ${j}p identifications"

j=expr$j+ 1

PSI3="sed -n ${j}p identifications’

sed < $Nomdefichier$i\.inp -e s/c5_10_/$Nomdefichie r$i/lg > templ
sed < temp1 -e s/Frame/$Frame/g > temp2

sed < temp2 -e s/Distance/$Distance/g > templ

sed < templ -e s/Tau/$Tau/g > temp2

sed < temp2 -e s/Energie/$Energie/g > templ

sed < temp1l -e s/PHI2/$PHI2/g > temp2

sed < temp2 -e s/PHI3/$PHI3/g > templ

sed < temp1l -e s/PSI3/$PSI3/g > $Nomdefichier$il.in p

rm temp*
done

q=0
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sed < NOM -e s/Nomdefichier/$Nomdefichier/g > NOM2

sed < NOMBRE -e s/Nombredefichiers/$Nombredefichier s/g > NOMBRE2
echo " Lancez les discover differes”
echo" "

echo" LE LANCEMENT DES DISCOVER DIFFERES PERMET D E CREER LES FICHIERS .car
ET .mdf"

echo" "

echo " Puis lancer Automatisme2"

Le programme Automatisme?2 permet de lister legdish.csh et de lancer les calculs les uns
apres les autres.

echo " Automatisme2"

eChO n "

echo " Lancement des discover"
=1

Nomdefichier="sed -n ${j}p NOM2
cat $Nomdefichier*.csh > Automatisme3

chmod +x Automatisme3
Automatisme3

237



Annexe C : Données Cristallographiques

Données cristallographiques de Boc-Ortho-OH

[2-(tertbutylcarbonylmethyl-amino]-phenyl)acetiddc
_chemical_formula_moiety 'C14 H19 N O4 '
_chemical_formula_sum 'C14 H1I9 N O4'
_chemical_formula_weight 265.309
_chemical_compound_source '‘Chemical Syrghesi

# CRYSTAL DATA

_symmetry_cell_setting 'Monoclinic'

_symmetry_space_group_name_H-M 'P 21/c'

_symmetry_space_group_name_Hall -P 2ybc'
_Symmetry_equiv_pos_as_xyz

+X,+Y,+Z'

-X,-Y,-Z'

WX, 4Y+ 1/2,-72+ 1/2'

+X,-Y+ 1/2,+Z+ 1/2'

_cell_length_a 12.6392(6)
_cell_length_b 5.1470(2)
_cell_length_c 22.5450(1)
_cell_angle_alpha 90.00
_cell_angle_beta 107.744(3)
_cell_angle_gamma 90.00
_cell_volume 1396.85(9)
_cell_formula_units_Z 4

_cell_measurement_temperature 293(2)
_cell_measurement_reflns_used 8934
_cell_measurement_theta_min  0.95
_cell_measurement_theta_max  26.17

_exptl_crystal_description '‘Prism'

_exptl_crystal_colour '‘Colourless'

_exptl_crystal_size_max 0.40
_exptl_crystal_size_mid 0.30
_exptl_crystal_size_min 0.20

_exptl_crystal_density_diffrn  1.262

_exptl_crystal_density_meas  ?
_exptl_crystal_density_method 'not measured'

_exptl_crystal_F_ 000 568
_exptl_absorpt_coefficient_mu 0.092
_exptl_absorpt_correction_type none
_exptl_absorpt_correction_T_min ?
_exptl_absorpt_correction_T_max ?

H==

# EXPERIMENTAL DATA
_exptl_special_details

_diffrn_ambient_temperature 293(2)
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_diffrn_radiation_wavelength 0.71073

_diffrn_radiation_type 'MoK\a'
_diffrn_radiation_source 'X-ray tube'
_diffrn_measurement_device '‘Kappa CCD area-ttatec
_diffrn_measurement_method \f-scan’
_diffrn_reflns_number 8934
_diffrn_reflns_av_R_equivalents 0.033
_diffrn_reflns_av_sigmal/netl 0.0328
_diffrn_reflns_limit_h_min -15
_diffrn_reflns_limit_h_max 15
_diffrn_reflns_limit_k_min -6
_diffrn_reflns_limit_k_max 6
_diffrn_reflns_limit_|_min -27
_diffrn_reflns_limit_|_max 26
_diffrn_reflns_theta_min 0.95
_diffrn_reflns_theta_max 26.17
_diffrn_refins_theta_full 26.17

_diffrn_measured_fraction_theta_max 0.991
_diffrn_measured_fraction_theta_full 0.991

_computing_cell_refinement

'HKL Scalepack (Otwinowski & Minor 1997)'
_computing_data_collection

'Kappa CCD (Kappa CCD Reference Manual)'
_computing_data_reduction

'Denzo and Scalepak (Otwinowski & Minor, 1997)'
_computing_structure_solution

'SIR92 (Altomare et al., 1994)'
_computing_structure_refinement
'SHELXL-97 (Sheldrick, 1997)'
_computing_molecular_graphics

'Ortep Il (Johnson, 1976), Platon (Spek, 2001)'
_computing_publication_material

'MaXus (Mackay et al., 1999)'

# REFINEMENT DATA

_reflns_number_total 2705
_reflns_number_gt 2358
_reflns_threshold_expression 1>2\s(1)
_refine_lIs_structure_factor_coef Fsqd
_refine_Is_matrix_type full
_refine_Is_weighting_scheme calc
_refine_Is_weighting_details ‘calc w=1/[\s"2"(FO;Z0.0973P)"27+0.4408P]
where P=(Fo"2"+2Fc"2")/3'
_atom_sites_solution_primary direct
_atom_sites_solution_secondary difmap
_atom_sites_solution_hydrogens geom
_refine_Is_hydrogen_treatment constr
_refine_Is_number_refins 2705
_refine_Is_number_parameters 176
_refine_Is_number_restraints 0
_refine_Is_R_factor_all 0.0666
_refine_Is_R_factor_gt 0.0541
_refine_Is_wR_factor_ref 0.1775
_refine_Is_wR_factor_gt 0.1564
_refine_Is_goodness_of_fit_ref 1.080
_refine_lIs_restrained_S_all 1.080
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_refine_lIs_shift/su_max 0.003
_refine_lIs_shift/su_mean 0.001
_refine_diff_density_max 0.247
_refine_diff_density_min -0.210
_refine_diff_density_rms 0.063

_refine_special_details

Refinement of FA2” against ALL reflections. Theighted R-factor wR and goodness of fit S are dhase
F~27, conventional R-factors R are based on F, Wilet to zero for negative F*2”, The thresholdesgion of
Fr2n~ > 2sigma(Fr27) is used only for calculatindgaRtors(gt) etc. and is not relevant to the chaoiceeflections
for refinement. R-factors based on F 2" are diadity about twice as large as those based omdr Rafactors
based on ALL data will be even larger.

# ATOMIC COORDINATES AND THERMAL PARAMETERS

Table 2. Atomic coordinates and equivalent igutraisplacement parametersZQAlO3)
for cifl. U(eq) is defined as one third of thade of the orthogonalizeduensor.

X y z U
O1 O 0.93658(14) 0.7231(3) 0.01449(8) 0.0697(5) iUan
02 O 0.96234(18) 1.0957(3) 0.06512(9) 0.0798(6) iUan
03 (@] 0.65702(13) 0.4087(2) -0.02753(7) 0.0565(4) niUa
04 O 0.68141(14) 0.7223(2) -0.09295(6) 0.0548(4) nila
N1 N 0.66060(13) 0.8348(3) -0.00268(7) 0.0434(4) niUa
C1l C 0.92843(14) 0.8667(4) 0.05781(9) 0.0464(4) iUan
C2 C 0.88086(17) 0.7487(4) 0.10502(10) 0.0525(5) niUa
C3 C 0.81683(14) 0.9377(4) 0.13196(8) 0.0426(4) iUan
C4 C 0.87292(17) 1.0975(5) 0.18128(9) 0.0568(5) iUan
C5 C 0.81738(19) 1.2787(5) 0.20630(9) 0.0594(6) iUan
C6 C 0.70467(18) 1.3014(4) 0.18240(9) 0.0546(5) iUan
Cc7 C 0.64750(16) 1.1431(4) 0.13372(8) 0.0473(5) iUan
C8 C 0.70137(13) 0.9614(3) 0.10766(7) 0.0388(4) iUan
C9 C 0.63375(16) 0.7943(4) 0.05495(8) 0.0476(5) iUan
C10 C 0.66576(14) 0.6343(3) -0.04009(8) 0.0404(4) aniU
C11 C 0.69467(19) 0.5404(4) -0.14072(9) 0.0540(5) aniu
C12 C 0.7134(5) 0.7223(5) -0.18922(15) 0.1285(18) aniu
C13 C 0.79464(18) 0.3714(5) -0.11467(11) 0.0644(6) Uani
Cil14 C 0.5900(2) 0.3843(6) -0.16677(13) 0.0858(9) niUa
H2 H 0.9993 1.1258 0.0416 0.096 Uiso
H1 H 0.6734 0.9897 -0.0131 0.052 Uiso
H2A H 0.9410 0.6764 0.1387 0.063 Uiso
H2B H 0.8320 0.6068 0.0856 0.063 Uiso
H4 H 0.9496 1.0824 0.1979 0.068 Uiso
H5 H 0.8566 1.3840 0.2392 0.071 Uiso
H6 H 0.6667 1.4227 0.1988 0.065 Uiso
H7 H 0.5707 1.1587 0.1179 0.057 Uiso
H9A H 0.6461 0.6132 0.0669 0.057 Uiso
H9B H 0.5556 0.8313 0.0477 0.057 Uiso
H12A H 0.7197 0.6233 -0.2241 0.193 Uiso
H12B H 0.7805 0.8192 -0.1715 0.193 Uiso
H12C H 0.6518 0.8400 -0.2029 0.193 Uiso
H13A H 0.8577 0.4779 -0.0945 0.097 Uiso
H13B H 0.8093 0.2753 -0.1478 0.097 Uiso
H13C H 0.7810 0.2527 -0.0850 0.097 Uiso
H14A H 0.5930 0.2940 -0.2035 0.129 Uiso
H14B H 0.5270 0.4987 -0.1772 0.129 Uiso
H14C H 0.5832 0.2608 -0.1362 0.129 Uiso
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Table 3. Anisotropic displacement parameter@) @Ar cifl. The anisotropic
displacement factor exponent takes the formJZ[Zh2 ar2Ull + | +2hka*b* GZ]

U1l u22 U33 u23 U13 u12
o1 0.0765(10)  0.0722(10)  0.0773(10)  -0.0228(8)  8508) -0.0128(8)
02 0.1084(14)  0.0657(11)  0.0913(13)  -0.0197(9)  ©3061)  -0.0235(9)
03 0.0822(10)  0.0304(7) 0.0636(9) 0.0012(6) 0.08p4(  -0.0028(6)
04 0.1004(11)  0.0287(6) 0.0397(7) -0.0008(5)  0.02y9  0.0070(6)
N1 0.0631(9) 0.0312(7) 0.0392(7) -0.0003(5)  0.0Zp7(  0.0002(6)
c1 0.0394(8) 0.0515(11)  0.0525(10)  -0.0035(8) 042D  0.0062(7)
c2 0.0521(10)  0.0533(11)  0.0576(11)  0.0104(9) 002y 0.0145(8)
c3 0.0463(9) 0.0467(10)  0.0391(8) 0.0075(7) 0.0Ip6(  0.0041(7)
c4 0.0498(10)  0.0743(14)  0.0455(10)  0.0000(9) 0488  -0.0020(9)
c5 0.0727(13)  0.0680(14)  0.0409(10)  -0.0108(9)  23Y) -0.0127(10)
Cc6 0.0722(13)  0.0548(12)  0.0459(10)  -0.0045(8) DY) 0.0050(9)
c7 0.0505(9) 0.0532(11)  0.0447(9) 0.0029(8) 0.0889(  0.0065(8)
cs 0.0459(9) 0.0393(9) 0.0362(8) 0.0057(6) 0.02p1(7 0.0011(7)
co 0.0520(10)  0.0501(11)  0.0464(9) -0.0022(8) 0588  -0.0072(8)
C10 0.0484(9) 0.0312(8) 0.0411(8) 0.0006(6) 0.0I80(  0.0017(6)
c11 0.0875(14)  0.0344(9) 0.0417(9) -0.0052(7) 04022  0.0075(9)
C12 0.297(6) 0.0514(15)  0.0697(17)  0.0022(13)  0@p5  0.018(2)
C13 0.0597(12)  0.0664(14)  0.0688(14)  -0.0196(11) 02P2(10)  0.0023(10)
c14 0.0672(14)  0.095(2) 0.0786(17)  -0.0461(15) 060G§12)  0.0170(13)

Table 4. Bond lengths [A] and angles [°] for Icif

Oo1-C1
02-C1
03-C10
04-C10
04-C11
N1-C10
N1-C9
Cl-C2
C2-C3
C3-C4
C3-C8
C4-C5
C5-C6
C6 -C7
C7-C8
C8-C9
Cl1-C13
Cl1-Ci4
Cl1-C12
02 -H2
N1-H1
C2 -H2A
C2-H2B
C4-H4
C5-H5
C6 -H6
C7-H7
C9 -H9A
C9-H9B
C12 -H12A
C12 -H12B

1.254(2)
1.248(2)
1.209(2)
1.345(2)
1.475(2)
1.347(2)
1.455(2)
1.501(3)
1.507(3)
1.391(3)
1.399(2)
1.386(3)
1.366(3)
1.381(3)
1.388(2)
1.504(2)
1.499(3)
1.506(4)
1.512(3)
0.8200
0.8600
0.9700
0.9700
0.9300
0.9300
0.9300
0.9300
0.9700
0.9700
0.9600
0.9600
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C12-H12C 0.9600
C13-H13A 0.9600
C13-H13B 0.9600
C13-H13C 0.9600
Cl14 -H14A 0.9600
Cl14 -H14B 0.9600
Cl14 -H14C 0.9600
C10 04 C11 120.92(14)
C10 N1 C9 121.25(15)
02c101 123.59(18)
02C1C2 118.95(18)
o1c1C2 117.36(18)
cic2c3 113.89(16)
cac3cs 118.56(16)
cac3c2 119.91(17)
Cc8 C3C2 121.51(17)
C5C4 C3 121.67(19)
C6C5C4 119.59(19)
C5 C6 C7 119.55(18)
C6C7C8 121.90(18)
C7C8C3 118.72(16)
C7C8C9 119.05(16)
C3C8C9 122.22(15)
N1 C9 C8 113.12(14)
03 C10 04 125.43(16)
03 C10 N1 124.35(17)
04 C10 N1 110.21(14)

04 C11C13 110.61(16)
04 C11C14 109.97(18)
C13C11C14  112.28(19)
04 C11C12 102.27(16)
C13C11C12  110.1(2)
Cl14C11C12  111.2(3)

C102H2 109.5
C10N1 H1 119.4
CI9N1H1 119.4
C1 C2 H2A 108.8
C3 C2 H2A 108.8
C1 C2 H2B 108.8
C3 C2 H2B 108.8
H2A C2 H2B 107.7
C5C4H4 119.2
C3C4 H4 119.2
C6 C5 H5 120.2
C4 C5H5 120.2
C5 C6 H6 120.2
C7 C6 H6 120.2
C6 C7 H7 119.0
C8 C7 H7 119.0
N1 C9 HO9A 109.0
C8 C9 H9A 109.0
N1 C9 H9B 109.0
C8 C9 H9B 109.0

H9A C9 HO9B 107.8
C11 C12 H12A 109.5
C11C12 H12B 109.5
H12A C12 H12B 109.5
Cl1 C12 H12C 109.5
H12A C12 H12C 109.5
H12B C12 H12C 109.5
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C11 C13 H13A
C11 C13 H13B
H13A C13 H13B
C11 C13 H13C
H13A C13 H13C
H13B C13 H13C
C11 C14 H14A
C11 C14 H14B
H14A C14 H14B
C11 C14 H14C
H14A C14 H14C
H14B C14 H14C

109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5

Table 5. Torsion angles [°] for cifl.

02C1C2C3
01C1C2C3
C1C2C3C4
Cl1C2C3C8
C8C3C4C5
C2C3C4C5
C3C4C5C6
C4C5C6C7
C5C6C7C8
C6C7C8C3
C6 C7C8C9
C4C3C8C7
c2C3cCc8cC7
C4C3C8C9
C2C3C8C9
C10N1C9C8
C7 C8 C9N1
C3C8CIO9N1
C11 04 C1003
C11 04 C10N1
C9N1C10 03
CI9N1C10 04

35.1(3)
-148.22(18)
-83.4(2)
95.2(2)
-0.4(3)
178.29(19)
0.3(3)
0.2(3)
-0.6(3)
0.5(3)
179.65(17)
0.0(2)
-178.65(16)
-179.15(17)
2.2(2)
140.27(17)
117.30(18)
-63.5(2)
-2.9(3)
177.42(16)
-5.5(3)
174.19(16)

C10 04 C11 C13 -61.0(2)
C10 04 C11 C14 63.6(2)
C10 04 C11 C12 -178.2(3)

Table 6. Hydrogen bonds for cifl [A and °].

DHA distance DH distance HA distance DA angle DHAte symmetry A
02H201 0.82 1.87 2.669(2) 165.0 2_775
N1H1 O3 0.86 2.18 3.004(2) 160.0 1 565
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Données cristallographiques de Boc-C5-NHMe

Table 1. Crystal data and structure refinemencifl.

Identification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength

Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume
Z

Density (calculated)

Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection

shelx|
C12 H21 N3 04
271.32
293(2) K
0.71070 A
Monoclinic
P21
a=6.8810(4) A
b = 9.6200(10) A
c=11.7220(11) A
764.43(12) B
2

1.179 Mghn

0.089 mth
292

2x.1x.1mm
3.00 to 25.27°.

0= 90°.

1= 99.881(5)°.

1 =90°.

Index ranges 0<=h<=8, 0<=k<=11, -14<=|<=13

Reflections collected 4509

Independent reflections 1463 [R(int) = 0.0600]
Completeness to theta = 25.27° 99.2 %

Absorption correction None

Refinement method Full-matrix least-squares énF
Data / restraints / parameters 1463/3/178

Goodness-of-fit on 1.021
Final R indices [I>2sigma(l)] R1 =0.0581, wR2 4245
R indices (all data) R1 =0.1031, wR2 = 0.1399

Largest diff. peak and hole 0.115 and -0.1283.A

Table 2. Atomic coordinates ( x‘b&and equivalent isotropic displacement parame{ﬂe?z 103)
for cifl. U(eq) is defined as one third of thade of the orthogonalized)uensor.

X y z U(eq)
0o(1) -4813(4) 12340(3) 3086(3) 75(1)
(o] :] 4487(4) 8651(4) 1609(3) 93(1)
N(3) 4052(4) 7171(4) 106(3) 70(1)
N(2) 479(5) 8519(4) 1749(3) 67(1)
0®3) -698(4) 10570(5) 1021(3) 101(2)
C(5) -2949(6) 11877(5) 3350(4) 62(1)
C(11) 3426(6) 7983(5) 871(4) 66(1)
C(6) -950(6) 9907(5) 2971(4) 61(1)
C(9) -390(5) 9756(5) 1802(4) 60(1)
C(1) -5364(8) 13741(6) 3389(5) 85(2)
C(12) 6133(6) 7003(8) 66(5) 96(2)
C(7) -884(8) 8425(6) 3432(5) 89(2)
C(10) 1188(6) 8019(7) 745(5) 100(2)
C(8) 578(8) 7710(6) 2794(6) 94(2)
C(2) -7562(9) 13757(8) 2897(8) 151(3)
C(3) -4299(12) 14788(9) 2794(9) 151(3)
C(4) -5008(17) 13905(12) 4677(8) 183(4)
N(1) -2807(5) 10603(4) 2930(3) 65(1)
0(2) -1614(5) 12517(4) 3907(3) 109(2)
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Table 3. Bond lengths [A] and angles [°] fofici

O(1)-C(5)
O(1)-C(1)
O(4)-C(11)
N(3)-C(11)
N(3)-C(12)
N(3)-H(3)
N(2)-C(9)
N(2)-C(10)
N(2)-C(8)
O(3)-C(9)
C(5)-0(2)
C(5)-N(1)
C(11)-C(10)
C(6)-N(1)
C(6)-C(9)
C(6)-C(7)
C(6)-H(6)
C(1)-C(3)
C(1)-C(4)
C(1)-C(2)
C(12)-H(12A)
C(12)-H(12B)
C(12)-H(12C)
C(7)-C(8)
C(7)-H(7A)
C(7)-H(7B)
C(10)-H(10A)
C(10)-H(10B)
C(8)-H(8A)

C(3)-H(3C)
C(4)-H(4A)
C(4)-H(4B)
C(4)-H(4C)
N(1)-H()

C(5)-0(1)-C(1)
C(11)-N(3)-C(12)
C(11)-N(3)-H(3)
C(12)-N(3)-H(3)
C(9)-N(2)-C(10)
C(9)-N(2)-C(8)
C(10)-N(2)-C(8)
0O(2)-C(5)-N(1)
O(2)-C(5)-0(1)
N(1)-C(5)-O(1)
0(4)-C(11)-N(3)
0O(4)-C(11)-C(10)
N(3)-C(11)-C(10)
N(1)-C(6)-C(9)
N(1)-C(6)-C(7)
C(9)-C(6)-C(7)
N(1)-C(6)-H(6)

1.343(5)
1.461(6)
1.216(5)
1.316(6)
1.450(5)
1.028(10)
1.338(6)
1.431(6)
1.443(7)
1.196(5)
1.201(5)
1.330(6)
1.522(6)
1.436(5)
1.493(6)
1.522(8)
0.9800
1.488(9)
1.496(10)
1.523(9)
0.9600
0.9600
0.9600
1.518(8)
0.9700
0.9700
0.9700
0.9700
0.9700
0.9700
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
1.027(11)

121.9(4)
121.9(4)
121(3)
116(3)
123.7(5)
113.3(4)
122.9(5)
125.1(4)
124.5(5)
110.4(4)
124.9(4)
122.0(4)
113.1(3)
112.5(3)
114.8(4)
103.7(4)
108.5
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C(9)-C(6)-H(6)
C(7)-C(6)-H(6)
O(3)-C(9)-N(2)
O(3)-C(9)-C(6)
N(2)-C(9)-C(6)
O(1)-C(1)-C(3)
O(1)-C(1)-C(4)
C(3)-C(1)-C(4)
O(1)-C(1)-C(2)
C(3)-C(1)-C(2)
C(4)-C(1)-C(2)
N(3)-C(12)-H(12A)
N(3)-C(12)-H(12B)
H(12A)-C(12)-H(12B)
N(3)-C(12)-H(12C)
H(12A)-C(12)-H(12C)
H(12B)-C(12)-H(12C)
C(8)-C(7)-C(6)
C(8)-C(7)-H(7A)
C(6)-C(7)-H(7A)
C(8)-C(7)-H(7B)
C(6)-C(7)-H(7B)
H(7A)-C(7)-H(7B)
N(2)-C(10)-C(11)
N(2)-C(10)-H(10A)
C(11)-C(10)-H(10A)
N(2)-C(10)-H(10B)
C(11)-C(10)-H(10B)
H(10A)-C(10)-H(10B)
N(2)-C(8)-C(7)
N(2)-C(8)-H(8A)
C(7)-C(8)-H(8A)
N(2)-C(8)-H(8B)
C(7)-C(8)-H(8B)
H(8A)-C(8)-H(8B)
C(1)-C(2)-H(2A)
C(1)-C(2)-H(2B)
H(2A)-C(2)-H(2B)
C(1)-C(2)-H(2C)
H(2A)-C(2)-H(2C)
H(2B)-C(2)-H(2C)
C(1)-C(3)-H(3A)
C(1)-C(3)-H(3B)
H(3A)-C(3)-H(3B)
C(1)-C(3)-H(3C)
H(3A)-C(3)-H(3C)
H(3B)-C(3)-H(3C)
C(1)-C(4)-H(4A)
C(1)-C(4)-H(4B)
H(4A)-C(4)-H(4B)
C(1)-C(4)-H(4C)
H(4A)-C(4)-H(4C)
H(4B)-C(4)-H(4C)
C(5)-N(1)-C(6)
C(5)-N(1)-H(1)
C(6)-N(1)-H(1)

108.5
108.5
124.6(4)
126.8(4)
108.5(4)
109.9(5)
109.8(6)
113.2(8)
101.5(5)
110.7(6)
111.2(6)
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
103.4(4)
111.1
111.1
111.1
111.1
109.0
114.2(4)
108.7
108.7
108.7
108.7
107.6
103.6(4)
111.0
111.0
111.0
111.0
109.0
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
122.6(4)
124(3)
113(3)

Symmetry transformations used to generate equivatems:
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Table 4. Anisotropic displacement parameter@x(ﬁog) for cif1. The anisotropic
displacement factor exponent takes the form:4zh2 ax2Ull + . + 2 hka* b* 32]

ull u22 u33 u23 ul3 ul2
o(1) 61(2) 54(2) 114(2) -15(2) 23(2) 12(2)
O(4) 64(2) 93(3) 113(3) -43(2) -10(2) -8(2)
N(3) 43(2) 89(3) 78(2) -25(3) 16(2) -4(2)
N(2) 56(2) 71(3) 70(2) -19(2) 0(2) 19(2)
0(3) 76(2) 124(3) 110(3) 52(3) 34(2) 36(2)
C(5) 60(3) 60(3) 67(3) -15(2) 10(2) 0(2)
C(11) 47(2) 66(3) 79(3) -16(3) -7(2) -4(2)
C(6) 57(2) 62(3) 61(3) -17(2) 2(2) 6(2)
C(9) 49(2) 60(3) 68(3) 9(3) 5(2) 7(2)
C(2) 91(4) 54(3) 115(4) -10(3) 36(3) 6(3)
C(12) 50(2) 146(6) 95(3) -20(4) 20(2) -5(3)
C(7) 94(3) 93(5) 80(3) 30(3) 14(3) 27(3)
C(10) 51(2) 140(5) 106(4) -60(4) 3(2) 19(3)
C(8) 96(4) 60(4) 125(5) 17(3) 14(3) 30(3)
C(2) 103(5) 89(5) 266(10) 0(6) 46(5) 51(4)
C(3) 159(7) 83(5) 219(9) 31(6) 54(6) -8(5)
C(4) 232(9) 181(9) 152(8) -40(7) 81(6) 87(8)
N(1) 54(2) 59(3) 78(2) -24(2) 4(2) 8(2)
0(2) 81(2) 105(3) 132(3) -60(3) -4(2) 7(2)

Table 5. Hydrogen coordinates ( ﬁl@nd isotropic displacement parameter§>(AO3)
for cifl.

X y z U(eq)
H(3) 3120(60) 6480(40) -380(40) 90
H(6) 74 10451 3461 79
H(12A) 6292 6358 -537 125
H(12B) 6800 6654 796 125
H(12C) 6686 7885 -89 125
H(7A) -432 8405 4262 116
H(7B) -2172 7989 3258 116
H(10A) 667 8608 92 130
H(10B) 681 7088 572 130
H(8A) 1897 7727 3247 123
H(8B) 199 6752 2617 123
H(2A) -7766 14152 2134 196
H(2B) -8243 14306 3389 196
H(2C) -8063 12824 2860 196
H(3A) -3573 15401 3358 197
H(3B) -5233 15315 2262 197
H(3C) -3403 14322 2377 197
H(4A) -5783 13237 5010 238
H(4B) -5377 14826 4872 238
H(4C) -3635 13758 4976 238
H(1) -3980(50) 10060(50) 2480(30) 84
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Table 6. Torsion angles [°] for cifl.

C(1)-O(1)-C(5)-0(2) 4.7(7)
C(1)-O(1)-C(5)-N(2) -176.7(4)
C(12)-N(3)-C(11)-0(4) -0.6(8)
C(12)-N(3)-C(11)-C(10) 179.2(5)
C(10)-N(2)-C(9)-0(3) 1.2(7)
C(8)-N(2)-C(9)-0(3) -176.9(4)
C(10)-N(2)-C(9)-C(6) 179.3(4)
C(8)-N(2)-C(9)-C(6) 1.2(5)
N(1)-C(6)-C(9)-O(3) 35.8(6)
C(7)-C(6)-C(9)-0(3) 160.5(4)
N(1)-C(6)-C(9)-N(2) -142.3(4)
C(7)-C(6)-C(9)-N(2) -17.6(5)
C(5)-0O(1)-C(1)-C(3) 61.9(7)
C(5)-0O(1)-C(1)-C(4) -63.2(7)
C(5)-0(1)-C(1)-C(2) 179.1(5)
N(1)-C(6)-C(7)-C(8) 149.3(4)
C(9)-C(6)-C(7)-C(8) 26.1(5)
C(9)-N(2)-C(10)-C(11) 108.5(5)
C(8)-N(2)-C(10)-C(11) -73.5(7)
0(4)-C(11)-C(10)-N(2) -18.7(8)
N(3)-C(11)-C(10)-N(2) 161.5(5)
C(9)-N(2)-C(8)-C(7) 15.8(6)
C(10)-N(2)-C(8)-C(7) -162.4(4)
C(6)-C(7)-C(8)-N(2) -25.3(5)
0(2)-C(5)-N(1)-C(6) -8.4(7)
0O(1)-C(5)-N(1)-C(6) 173.0(3)
C(9)-C(6)-N(1)-C(5) -110.3(5)
C(7)-C(6)-N(1)-C(5) 131.4(5)
Symmetry transformations used to generate equivatems:

Table 7. Hydrogen bonds for cifl [A and °].

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
N(3)-H(3)...0(3)#1 1.028(10) 1.92(2) 2.897(5) 189(
N(1)-H(1)...0(4)#2 1.027(11) 1.905(19) 2.898(5) 2

Symmetry transformations used to generate equivatems:

#1 -x,y-1/2,-z  #2 x-1)y,z
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INFORMATIONS SUR LE PUCKERING DU CYLE A 5 ATOMES :
1: Ring of 5atoms: N2 C9 C6 C7 C8
?

Centre of gravity at:  -.158 8.526 &01
Average distance of atoms from c.o.g.: 1.235
Sigma = .1195, Direction cosines: .8675 68347
Atoms after transformation
name X y z
N2 0.0000 1.1778 .0454
C9 1.1271 .4570 .0633
C6 7752 -9790 -.1421
C7 -7148 -1.0335 .1659
Cc8 -1.1875 .3777 -.1325
Bonds, angles, and torsion angles in ring
--N2 ----C9 ----C6 ----C7 ----C8---N2 ---
1338 1.493 1.522 1.518.443
113.34 108.53 103.73 103.40 193.5
122 -17.62 26.06 -25.315.75
Puckering parameters: Q= .267,92= ,peBR2= 2849
Puckering is 17% T1+ and 83% E4+
17% twist with axis through N2 and C9 poigtinp
83% envelope with flap at C7 pointing up
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Données cristallographiques de Boc-Ortho-NHMe

Table 1. Crystal data and structure refinemenbéar-o-nh.

Identification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength

Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 23.25°
Absorption correction
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on ¥

Final R indices [I>2sigma(l)]

R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

boc-o0-nh

c17 h26 n2 03

306.40

293(2) K

0.71073 A

Triclinic

P-1

a=5.1411(4) A 1= 82.930(3)°.
b =11.5197(10) A 0= 89.537(2)°.
c=15.236(2) A 0 = 78.520(7)°.
877.42(15) &
2

1.160 MghAnm
0.079 mf
332
0.2x0.1x 0.1 mfh
3.43 to 23.25°.
-5<=h<=5, -11<=k<=12, -16<=I<=16
4323
2474 [R(int) = 0.0340]
98.2 %
None
Full-matrix least-squares &n F
2474 /0/ 199
1.024
R1 =0.0635, wR2 4611
R1=0.1234, wR2 = 0.1931
0.351 and -0.261%.A
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Table 2. Atomic coordinates ( x4@&nd equivalent isotropic displacement paraméfets 10%)
for boc-o-nh. U(eq) is defined as one third oé ttace of the orthogonalized t&nsor.

X y z U(eq)
0(2) 6777(5) -2114(2) 2266(2) 66(1)
o) 10307(4) -3566(2) 1995(2) 61(1)
0(®3) 8722(5) 1862(2) 3438(2) 73(1)
N(1) 10999(5) -1869(2) 2387(2) 56(1)
N(2) 4446(6) 2108(3) 3831(2) 71(1)
C(7) 9811(6) 285(3) 1810(2) 46(1)
C(1) 8714(6) -4470(3) 1874(3) 59(1)
C(13) 5580(6) 1351(3) 2462(3) 56(1)
C(11) 7290(7) 2054(3) 992(3) 62(1)
C(12) 7599(6) 1225(3) 1751(3) 46(1)
C(5) 9145(7) -2485(3) 2223(3) 51(1)
C(9) 11287(8) 1085(4) 399(3) 66(1)
C(6) 10296(7) -651(3) 2605(3) 54(1)
C(14) 6424(7) 1801(3) 3282(3) 53(1)
C(8) 11644(7) 234(3) 1129(3) 57(1)
C(10) 9115(8) 1991(4) 328(3) 68(1)
C(3) 6872(7) -4056(4) 1080(3) 78(1)
C(4) 7279(8) -4764(4) 2717(3) 79(1)
C(15) 4802(8) 2535(6) 4677(3) 94(2)
C(2) 10857(8) -5530(4) 1699(4) 100(2)
C(17) 2910(18) 3689(7) 4740(5) 204(4)
C(16) 4350(20) 1661(7) 5401(5) 240(6)
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Table 3. Bond lengths [A] and angles [°] for amah.

0(2)-C(5) 1.211(4)
0(1)-C(5) 1.355(4)
0(1)-C(1) 1.476(4)
0(3)-C(14) 1.224(4)
N(1)-C(5) 1.338(4)
N(1)-C(6) 1.456(4)
N(1)-H(1) 0.8600
N(2)-C(14) 1.332(4)
N(2)-C(15) 1.461(5)
N(2)-H(2) 0.8600
C(7)-C(8) 1.395(5)
C(7)-C(12) 1.400(4)
C(7)-C(6) 1.506(5)
C(1)-C(3) 1.511(5)
C(1)-C(4) 1.512(6)
C(1)-C(2) 1.521(5)
C(13)-C(12) 1.494(5)
C(13)-C(14) 1.510(5)
C(13)-H(13A) 0.9700
C(13)-H(13B) 0.9700
C(11)-C(10) 1.374(5)
C(11)-C(12) 1.394(5)
C(11)-H(11) 0.9300
C(9)-C(10) 1.363(5)
C(9)-C(8) 1.376(5)
C(9)-H(9) 0.9300
C(6)-H(6A) 0.9700
C(6)-H(6B) 0.9700
C(8)-H(8) 0.9300
C(10)-H(10) 0.9300
C(3)-H(3A) 0.9600
C(3)-H(3B) 0.9600
C(3)-H(3C) 0.9600
C(4)-H(4A) 0.9600
C(4)-H(4B) 0.9600
C(4)-H(4C) 0.9600
C(15)-C(16) 1.449(8)
C(15)-C(17) 1.496(8)
C(15)-H(15) 0.9800
C(2)-H(2A) 0.9600
C(2)-H(2B) 0.9600
C(2)-H(2C) 0.9600
C(17)-H(17A) 0.9600
C(17)-H(17B) 0.9600
C(17)-H(17C) 0.9600
C(16)-H(16A) 0.9600
C(16)-H(16B) 0.9600
C(16)-H(16C) 0.9600
C(5)-0(1)-C(1) 120.8(2)
C(5)-N(1)-C(6) 121.7(3)
C(5)-N(1)-H(1) 119.2
C(6)-N(1)-H(1) 119.2
C(14)-N(2)-C(15) 123.6(3)
C(14)-N(2)-H(2) 118.2
C(15)-N(2)-H(2) 118.2
C(8)-C(7)-C(12) 119.2(4)
C(8)-C(7)-C(6) 119.3(3)
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C(12)-C(7)-C(6)
O(1)-C(1)-C(3)
O(1)-C(1)-C(4)
C(3)-C(1)-C(4)
0(1)-C(1)-C(2)
C(3)-C(1)-C(2)
C(4)-C(1)-C(2)
C(12)-C(13)-C(14)
C(12)-C(13)-H(13A)
C(14)-C(13)-H(13A)
C(12)-C(13)-H(13B)
C(14)-C(13)-H(13B)

H(13A)-C(13)-H(13B)

C(10)-C(11)-C(12)
C(10)-C(11)-H(11)
C(12)-C(11)-H(11)
C(11)-C(12)-C(7)
C(11)-C(12)-C(13)
C(7)-C(12)-C(13)
0(2)-C(5)-N(1)
0(2)-C(5)-0(2)
N(1)-C(5)-O(1)
C(10)-C(9)-C(8)
C(10)-C(9)-H(9)
C(8)-C(9)-H(9)
N(1)-C(6)-C(7)
N(1)-C(6)-H(6A)
C(7)-C(6)-H(6A)
N(1)-C(6)-H(6B)
C(7)-C(6)-H(6B)
H(6A)-C(6)-H(6B)
0(3)-C(14)-N(2)
0(3)-C(14)-C(13)
N(2)-C(14)-C(13)
C(9)-C(8)-C(7)
C(9)-C(8)-H(8)
C(7)-C(8)-H(8)
C(9)-C(10)-C(11)
C(9)-C(10)-H(10)
C(11)-C(10)-H(10)
C(1)-C(3)-H(3A)
C(1)-C(3)-H(3B)
H(3A)-C(3)-H(3B)
C(1)-C(3)-H(3C)
H(3A)-C(3)-H(3C)
H(3B)-C(3)-H(3C)
C(1)-C(4)-H(4A)
C(1)-C(4)-H(4B)
H(4A)-C(4)-H(4B)
C(1)-C(4)-H(4C)
H(4A)-C(4)-H(4C)
H(4B)-C(4)-H(4C)
C(16)-C(15)-N(2)
C(16)-C(15)-C(17)
N(2)-C(15)-C(17)
C(16)-C(15)-H(15)
N(2)-C(15)-H(15)
C(17)-C(15)-H(15)
C(1)-C(2)-H(2A)
C(1)-C(2)-H(2B)

121.5(3)
110.3(3)
110.0(3)
113.2(3)
101.6(3)
110.7(4)
110.5(4)
115.5(3)
108.4
108.4
108.4
108.4
107.5
122.0(4)
119.0
119.0
117.9(3)
119.8(3)
122.3(4)
124.4(3)
125.5(3)
110.1(3)
120.4(4)
119.8
119.8
114.0(3)
108.8
108.8
108.8
108.8
107.6
123.0(4)
123.2(3)
113.8(3)
120.9(3)
119.6
119.6
119.5(4)
120.2
120.2
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
110.2(5)
109.2(5)
110.3(5)
109.0
109.0
109.0
109.5
109.5
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H(2A)-C(2)-H(2B)
C(1)-C(2)-H(2C)
H(2A)-C(2)-H(2C)
H(2B)-C(2)-H(2C)
C(15)-C(17)-H(17A)
C(15)-C(17)-H(17B)
H(17A)-C(17)-H(17B)
C(15)-C(17)-H(17C)
H(17A)-C(17)-H(17C)
H(17B)-C(17)-H(17C)
C(15)-C(16)-H(16A)
C(15)-C(16)-H(16B)
H(16A)-C(16)-H(16B)
C(15)-C(16)-H(16C)
H(16A)-C(16)-H(16C)
H(16B)-C(16)-H(16C)

109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5

Symmetry transformations used to generate equivatems:
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Table 4. Anisotropic displacement parameterdx (8®)for boc-o-nh. The anisotropic
displacement factor exponent takes the formz2fh2a*2Ull + ... + 2 h k a* b* U?2]

Ull U22 U33 U23 Ul3 U12

0o(2) 34(2) 66(2) 99(2) -19(2) 3(1) -5(1)

o(1) 38(1) 47(2) 101(2) -20(2) 4(1) -10(1)
0o(3) 42(2) 103(2) 83(2) -37(2) 2(1) -22(1)
N(1) 36(2) 46(2) 87(3) -14(2) -1(1) -8(1)

N(2) 44(2) 112(3) 60(3) -30(2) 2(2) -16(2)
C(7) 41(2) 47(2) 53(3) -15(2) -1(2) -14(2)
c@) 50(2) 49(2) 84(3) -15(2) 4(2) -22(2)
C(13) 47(2) 54(2) 70(3) -22(2) -1(2) -7(2)

C(11) 64(3) 56(3) 66(3) -6(2) -9(2) -13(2)
C(12) 43(2) 48(2) 51(3) -15(2) 0(2) -16(2)
c(5) 40(2) 50(2) 63(3) -7(2) 0(2) -7(2)

c(9) 70(3) 86(3) 53(3) -20(3) 12(2) -38(2)
C(6) 55(2) 43(2) 65(3) -14(2) -1(2) -11(2)
C(14) 48(2) 56(2) 56(3) -13(2) 4(2) -11(2)
C(8) 52(2) 60(3) 62(3) -20(2) 3(2) -16(2)
C(10) 79(3) 71(3) 57(3) 2(2) -3(2) -27(2)
c(3) 72(3) 100(3) 70(3) -11(3) -3(2) -35(2)
C(4) 80(3) 75(3) 80(4) 8(3) -9(2) -23(2)
C(15) 59(3) 170(5) 59(3) -44(4) 11(2) -20(3)
c(2) 71(3) 61(3) 179(6) -55(3) 8(3) -14(2)
C(17)  335(12) 145(6) 120(6) -76(5) -14(7) 19(7)
C(16)  494(17) 140(6) 63(5) -6(5) -40(7) -9(9)
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Annexe C : Données Cristallographiques

Table 5. Torsion angles [°] for boc-0-nh.

C(5)-0(1)-C(1)-C(3)
C(5)-0(1)-C(1)-C(4)
C(5)-0(1)-C(1)-C(2)
C(10)-C(11)-C(12)-C(7)
C(10)-C(11)-C(12)-C(13)
C(8)-C(7)-C(12)-C(11)
C(6)-C(7)-C(12)-C(11)
C(8)-C(7)-C(12)-C(13)
C(6)-C(7)-C(12)-C(13)
C(14)-C(13)-C(12)-C(11)
C(14)-C(13)-C(12)-C(7)
C(6)-N(1)-C(5)-0(2)
C(6)-N(1)-C(5)-0(1)
C(1)-0(1)-C(5)-0(2)
C(1)-0(1)-C(5)-N(1)
C(5)-N(1)-C(6)-C(7)
C(8)-C(7)-C(6)-N(1)
C(12)-C(7)-C(6)-N(1)
C(15)-N(2)-C(14)-0(3)
C(15)-N(2)-C(14)-C(13)
C(12)-C(13)-C(14)-O(3)
C(12)-C(13)-C(14)-N(2)
C(10)-C(9)-C(8)-C(7)
C(12)-C(7)-C(8)-C(9)
C(6)-C(7)-C(8)-C(9)
C(8)-C(9)-C(10)-C(11)
C(12)-C(11)-C(10)-C(9)
C(14)-N(2)-C(15)-C(16)
C(14)-N(2)-C(15)-C(17)

66.7(4)
-58.8(4)
-175.8(4)
-2.0(5)
178.7(3)
1.9(5)
-179.9(3)
-178.8(3)
-0.7(5)
-105.3(4)
75.5(4)
-2.3(6)
176.9(3)
-7.3(6)
173.4(3)
-85.6(4)
-48.2(4)
133.7(3)
-0.7(7)
178.2(4)
-12.6(5)
168.5(3)
-0.5(5)
-0.8(5)
-179.0(3)
0.5(6)
0.8(6)
-111.6(6)
127.7(5)

Symmetry transformations used to generate equivatems:
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Annexe C : Données Cristallographiques

Table 6. Hydrogen bonds for boc-o-nh [A and °].

D-H..A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
N(1)-H(1)...0(2)#1 0.86 2.15 2.934(3) 151.6
N(2)-H(2)...0(3)#2 0.86 2.23 3.082(4) 173.8

Symmetry transformations used to generate equivatems:
#1 x+1y,z #2x-1y,z
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Résumé :

Ce travail est consacré a la synthése d’héliceficalles construites & partir d’'un
enchainement de mimes contraints de dipeptides tiahs la littérature. La sélection des
molécules candidates susceptibles de donner paetehainement des structures en hélice a
éte réalisée a l'aide de la modélisation molécelair

Parmi ces molécules, I'acide-2-méthylaminophérétigoe (Ortho) a été utilisé pour
construire différents oligomeres. Les conformatides monomeéres Boc-Ortho-OH et Boc-
Ortho-NHiPr ont été caractérisées par des étudéstalbwgraphiques. Les analyses
conformationnelles réalisées par RMN sur Boc-(OgNHMe, Piv-(Ortho}-NHMe, Boc-
(Orthok-NHMe et Piv-(Ortho3NHMe semblent étre en accord avec les prédictides
études de modélisation qui donne une structurationélice de type H1-10.

Le remplacement d’'une partie et de la totalitd’ldélice a du hCRF (une hormone
peptidique de 41 acides aminés) par des enchaitememolécules contraintes a été réalisé
en développant différentes stratégies en phasdesdliependant, les tests de liaison des
molécules au récepteur ont montré que les séquénddset 20-34 du hCRF ne pouvaient
étre remplacées sans perte totale de la liaisoméree travail a été réalisé pour I'antagoniste
9-41hCRF ou la substitution de la partie 9-34 entraiime perte de la liaison au récepteur.

Synthesis and design of oligomer derived from constrained peptide mimetic sorted by
molecular modeling. Application to the hCRF analogue synthesis.

Abstract :

This work was dedicated to the synthesis of unaatuelical oligomers derived from
constrained dipeptide mimetics described in therdiure. The computational analysis
allowed us to establish a pre-selection of motienf which we constructed oligomers.

Among this compounds, the 2-methylaminophenylacetid (Ortho) has been used to
build several oligomers. The conformation of BodHorOH and Boc-Ortho-NHiPr
monomers have been studied by X-ray diffraction. RiK@onformational analysis of Boc-
(Orthol-OH, Piv-(Ortho)-OH, Boc-(Ortho3-OH and Piv-(Ortha}OH were in accordance
with the molecular modeling study predictions ggvemn H1-10 helical structure.

We selected the human corticotropin-releasing fa¢tGRF) which is a 41-amino acid
peptide amide hormone. A part (20-34) and whol@4Be-helix substitution of hCRF by
selected sequences have been synthetized by setetalgies in solid phase. Compounds
were tested for their ability to bind to the reaepHowever, all synthetized compounds did
not show any affinity for the hCRF receptor.

The same strategy was applied to the synthesis-4f ACRF antagonist. However, the
substitution of the 9-34 sequence by artificiabhkdd to a lost of binding to the receptor.

Mots-clés : mimes contraints de dipeptides, Foldarhélice, modélisation moléculaire,
hCRF
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