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RÉSUMÉ 

Les protéines jouent un rôle essentiel dans le fonctionnement des organismes vivants et sont au 

cœur de nombreux mécanismes biologiques. La synthèse totale chimique des protéines permet un 

contrôle précis de leur composition et constitue donc un outil puissant d’investigation des processus 

biologiques impliquant ces molécules. La synthèse peptidique en phase solide (SPPS) décrite par B. 

Merrifield en 1963 a révolutionné le domaine. Quelques décennies plus tard, les méthodes de ligation 

chimiques et le développement de stratégies d’assemblage de segments peptidiques ont permis la 

synthèse de nombreuses protéines par voie chimique. Cependant, la difficulté des chimistes à produire 

de grandes protéines traduit l’absence de méthodes robustes pour la synthèse en routine de tels 

macromolécules.  

De nouvelles méthodologies de synthèse totale basées sur la Native Chemical Ligation et les 

ligations SEA et SeEA ont été développées dans le cadre de cette thèse. En particulier, l’utilisation de 

sélénoesters latents ou formés in situ a été étudiée pour faciliter l’accès à des protéines de grande 

taille.  

La première partie de cette thèse porte sur le potentiel du groupement bis(2-sélényléthyl)amido 

SeEA, à savoir l’analogue sélénié du groupement bis(2-sulfanyléthyl)amido SEA, pour accélérer la 

formation de liaisons peptidiques par formation d’intermédiaires sélénoesters. Cette méthode a 

permis la synthèse de la protéine NK1 (variant naturel du facteur de croissance des hépatocytes HGF) 

constituée de 180 acides aminés. 

La seconde partie décrit la formation in situ de sélénoesters à partir de segments peptidiques 

SEA grâce à la conception de nouveaux catalyseurs à base de sélénium. Ces catalyseurs ont été utilisés 

pour accélérer deux réactions essentielles dans les procédés de synthèse totale développés dans cette 

thèse, à savoir la ligation SEA ainsi que la synthèse de peptides thioesters à partir de peptides SEA. 

L’efficacité de l’un de ces catalyseurs a été illustrée par la synthèse totale de la granulysine (123 acides 

aminés).  

La dernière partie de cette thèse décrit une stratégie d’assemblage séquentielle de segments 

peptidiques en phase solide, qui constitue une alternative aux méthodes d’assemblage en phase 

liquide. Ce procédé a été automatisé et présente un grand potentiel pour la synthèse automatisée de 

protéines par voie chimique.  
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ABSTRACT 

Proteins play a crucial role in living organisms and in almost all biological mechanisms. The total 

chemical synthesis of proteins allows an atom by atom control of their structure and thus constitutes 

a powerful tool for investigating the biological processes involving these molecules. The solid phase 

peptide synthesis (SPPS) introduced by B. Merrifield in 1963 has revolutionized the field. Few decades 

later, the discovery of chemical ligation methods and the development of peptide segment assembling 

strategies has been applied to the synthesis of many proteins. However, the difficulty in accessing large 

proteins reflects the absence of robust methods for the routine synthesis of such macromolecules. 

Novel synthetic methods based on Native Chemical Ligation and SEA/SeEA ligations have been 

developed in the frame of this thesis. In particular, I explored the interest of latent or in situ formed 

selenesters for facilitating the access to large proteins. 

The first part of this thesis describes the chemical properties of the bis(2-selenylethyl)amido 

(SeEA) group, i.e. the selenium analog of the bis(2-sulfanylethyl)amido (SEA) group, and its usefulness 

for accelerating peptide bond formation. This method was used for the synthesis of the NK1 protein 

(natural variant of the hepatocyte growth factor, HGF) constituted of 180 amino acids.  

The second part describes the in situ formation of selenesters through the design of novel 

selenium catalysts. These catalysts were used to accelerate the SEA ligation as well as the synthesis of 

thioester peptides from SEA peptides. Both reactions are central in the total synthesis processes 

developed in this thesis. Their usefulness is illustrated by the total synthesis of granulysine (123 amino 

acids).  

The last part describes a method for the sequential ligation of peptide segments on a water 

compatible solid support which is complementary to the solution methods discussed above. This 

process has been automated and has a great potential for the automated chemical synthesis of 

proteins. 
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CHAPITRE I : SYNTHÈSE TOTALE DE PROTÉINES PAR VOIE CHIMIQUE 

 Émergence de la synthèse de peptides et de protéines par voie chimique 

En 1835, le chimiste Gerardus Johannes Mulder découvre que le blanc d’œuf est une substance 

constituée d’une base de carbone, d’hydrogène, d’azote et d’oxygène associés à de petites quantités 

de soufre et de phosphore1. En raison de la forte abondance de substances similaires dans des tissus 

aussi bien animaux que végétaux, son confrère Jons Jacob Berzelius lui suggère en 1838 de les nommer 

protéines (du grec protos signifiant premier). C’est ainsi que le blanc d’œuf devint le matériel pionnier 

dans les découvertes des protéines.  

Quelques années plus tard, les chimistes Franz Hofmeister (1902) et Emil Fisher (1906) 

introduisirent la notion de liaison peptidique, d’acide aminée et de chaine latérale. Fisher fut le premier 

à synthétiser des polypeptides. Les techniques de synthèse peptidique progressèrent au fil des années 

et en 1953, Vincent du Vigneaud réussit la synthèse de plusieurs hormones peptidiques, l’ocytocine2 

et la vasopressine, constituées de 9 acides aminés. Il obtint le prix Nobel en 1955 pour ces travaux. En 

parallèle, F. Sanger détermina la structure primaire de l’insuline humaine3 qui comporte 51 acides 

aminés. En 1958, il obtint lui aussi le prix Nobel de chimie pour ses travaux sur la structure des 

protéines. La synthèse chimique des protéines connut une avancée considérable en 1963 avec les 

travaux de B. Gutte et R. B. Merrifield portant sur la synthèse sur support solide de peptides. En 1969, 

grâce à ce procédé, ils réalisèrent la première synthèse totale d’une enzyme active de 124 acides 

aminés, la ribonucléase A4. Au-delà de l’exploit d’avoir produit une protéine de cette taille par voie 

chimique, ce travail fut la démonstration que la séquence primaire d’une protéine peut contenir toute 

l’information permettant à la chaine polypeptidique de se conformer correctement dans l’espace. 

Dès lors, l’intérêt des scientifiques de toutes disciplines pour les protéines de synthèse n’a cessé 

de croitre. Les protéines jouent un rôle essentiel dans le fonctionnement des organismes vivants et 

sont la clé de nombreux mécanismes biologiques. La synthèse chimique des protéines constitue donc 

un outil puissant d’investigation des processus biologiques impliquant ces molécules. L’accès à des 

peptides ou protéines de synthèse ouvre également de nombreuses possibilités dans des domaines de 

recherche très divers comme la chimie, l’agronomie, la médecine et la science des matériaux5. La 

recherche de méthodes de synthèse et de purification de ces macromolécules est toujours en plein 

essor. Elles induisent aujourd’hui un effort de recherche considérable pour la mise au point de 

méthodes biologiques, chimiques ou hybrides pour accéder à ces molécules complexes. Les retombées 

attendues notamment dans le domaine de la santé sont importantes.  
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Depuis quelques années, la synthèse chimique est perçue comme une alternative à l’utilisation 

de systèmes vivants pour accéder à des protéines d'intérêt biologique. L’une des applications les plus 

intéressantes de la synthèse chimique est la production de protéines modifiées que les systèmes 

vivants peuvent difficilement produire ou ne peuvent pas produire du tout6. Cela comprend des 

protéines toxiques ou des protéines qui ont des architectures inhabituelles telles que des protéines 

cycliques ou des protéines ramifiées. Les méthodes chimiques permettent également la production de 

protéines marquées sur des sites précis. On peut ainsi imaginer l’introduction de modifications non 

natives comme des acides aminés non naturels7,8, des isotopes stables9,10 ou des fluorophores11,12. 

Enfin, la synthèse chimique est intensivement utilisée pour l'étude des modifications post-

traductionnelles, qu’elles soient simples comme la phosphorylation13, l’acétylation13,14 ou plus 

complexes comme l’ubiquitination15,16 ou la sumoylation17,18. En effet, ces modifications sont souvent 

difficiles à introduire à l’aide des techniques recombinantes.  

La chimie apparait donc comme une science complémentaire à la biologie pour l’obtention de 

protéines de grande taille. Elle peut permettre de comprendre comment les différentes modifications 

contribuent à moduler les propriétés des protéines et leurs modes d’action.  

 Les débuts de la synthèse de protéines par voie chimique 

2.1 Synthèse peptidique sur support solide 

L’introduction par R.B. Merrifield de la synthèse peptidique en phase solide (SPPS) a permis de 

produire de petits peptides par couplages successifs d’acides aminés sur un support solide. 

L’assemblage est réalisé par répétition d’un cycle de déprotection/couplage (étape 2 et 3, Figure 1). 

Une étape d’acylation permet de masquer les fonctions amine libres résultant d’un couplage 

incomplet, on parle alors d’une étape de capping. Habituellement, il s’agit d’une réaction d’acétylation 

(étape 4, Figure 1). Finalement, le peptide final est obtenu par déprotection des chaines latérales et 

coupure du lien entre le peptide et le support solide (étape 5, Figure 1). Ce procédé a très vite été 

automatisé pour permettre un accès simple, robuste, flexible et rapide à de petites protéines 

fonctionnelles19. Aujourd’hui, il existe une multitude de résines, d’agents de couplage, de groupements 

protecteurs de chaines latérales permettant d’améliorer les procédés de synthèse. Toutes ces 

optimisations permettent l’accès à des peptides allant jusqu’à 50 acides aminés environ. Il existe 

toutefois quelques exceptions dans la littérature résultant d’optimisations avancées et conduisant à 

des protéines d’une centaine d’acides aminés14. Mis à part ces cas particuliers, la synthèse de peptides 

de plus de 50 acides aminés reste un défi. En effet, des couplages incomplets lors de l’élongation et 

des réactions secondaires se traduisent par l’accumulation d’une grande quantité d’impuretés qui 
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compliquent l’étape de purification finale et conduisent à de faibles rendements globaux. Ces 

limitations ont stimulé la recherche de nouveaux procédés chimiques d’obtention de longs peptides 

et notamment de différentes techniques de ligation chimique.  

 

Figure 1 : Principe de la synthèse peptidique sur support solide (SPPS). 
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2.2 Assemblage de fragments peptidiques synthétisés par SPPS 

2.2.1 Approche séquentielle et approche convergente 

L’assemblage de segments peptidiques préparés par SPPS permet logiquement d’augmenter la 

taille des protéines synthétiques. Il existe deux approches différentes pour atteindre cet objectif, une 

première dite séquentielle et une seconde dite convergente. Comme son nom l’indique, la première 

stratégie consiste à assembler de manière séquentielle des fragments peptidiques. C’est un principe 

similaire à celui utilisé en SPPS, à la différence que l’on assemble des segments peptidiques au lieu 

d’acides aminés. La seconde approche consiste en l’assemblage de bloc de tailles similaires. Cette 

stratégie est dite convergente car elle permet de concevoir des blocs qui par combinaisons différentes 

permettent d’obtenir une librairie de protéines. Finalement, pour choisir l’une ou l’autre des stratégies 

d’assemblage, il est important de tenir compte des propriétés intrinsèques des segments et des 

intermédiaires générés, notamment en termes de solubilité.  

 

 

Figure 2 : Stratégie d'assemblage A) Séquentielle (linéaire) B) Convergente. 

2.2.2 Fragments peptidiques protégés 

Initialement, les peptides synthétisés par SPPS ont été assemblés en milieu organique selon les 

principes utilisés en solution ou en SPPS pour le couplage d’acides aminés (activation de la fonction 

acide carboxylique, couplage, déprotection de l’amine). L’assemblage a donc lieu entre deux fragments 

protégés pour éviter les réactions secondaires avec les chaines latérales des peptides lors du couplage. 

À titre d’exemple, le groupe de F. Albericio a décrit en 2003 la synthèse d’une protéine de 66 

acides aminés par condensation convergente en solution de fragments peptidiques protégés 

synthétisés par Boc-SPPS20. Cette stratégie nécessite des groupements protecteurs de chaines latérales 

stables dans les conditions de coupure du peptide de la résine. De plus, les fonctions acides 
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carboxyliques des segments ont dû être protégées de façon temporaire grâce aux groupements 

phénacyle (Pac) ou benzyle (Bn). 

 

Figure 3 : Stratégie d'assemblage convergente pour la synthèse de P41icf. 

Ce type de procédé a permis la synthèse d’objets remarquables comme la green fluorescence 

protein (GFP) composée de 238 acides aminés21. Cependant, l’utilisation de segments peptidiques 

totalement ou partiellement protégés présente un certain nombre d’inconvénients (difficulté de 

solubilisation des fragments, temps de réaction longs, risque d’épimérisation). Ces limitations en font 

une méthode peu utilisée à l’heure actuelle et ont stimulé le développement de techniques de ligation 

de fragments peptidiques totalement déprotégés, qui sont plus facile à produire, à purifier et à 

solubiliser. 

 La ligation chimique 

3.1 Principe 

Le terme de ligation chimique a été introduit en 1992 par M. Schnölzer et S. Kent pour décrire 

une réaction régio- et chimiosélective entre deux fragments peptidiques non-protégés22. Le principe 

consiste à utiliser des fonctions chimiques particulières aux extrémités des peptides à assembler. Ces 

fonctions doivent être spécifiques et avoir une réactivité adaptée l’une à l’autre (fonctions X et Y, 

Figure 4). Les réactions de ligation chimique permettent d’utiliser des segments peptidiques non 

protégés qui présentent une meilleure solubilité que leur analogue protégé. Différentes réactions 

chimiosélectives conduisant à des liens non natifs ont été décrites dans la littérature et ne seront pas 

discutées dans le cadre de cette thèse (on pourra consulter d’excellentes revues à ce sujet23,24). 
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Figure 4 : A) Principe de la ligation chimique. B) Exemples de ligations non natives : hydrazone25, 
thioester22, oxime26,27, triazole28. 

L’utilisation de ces méthodes de ligations chimiques non natives a permis la synthèse de 

nombreuses macromolécules et mimes de protéines. Cependant, la nécessité d’obtenir des protéines 

natives par voie chimique notamment pour l’étude de leurs fonctions biologiques a stimulé la 

recherche de méthodes conduisant à un lien peptidique natif. 

3.2 Ligation chimique native (NCL) 

3.2.1 Les travaux de T. Wieland 

En 1953, T. Wieland a décrit la réaction entre un thioester de valine et une cystéine à pH neutre 

et en milieu aqueux29. Il a observé une cinétique de réaction particulièrement rapide avec la cystéine 

au regard d’autres acides aminés. Il a expliqué cette particularité par la formation d’un intermédiaire 

thioester par échange thiol-thioester, suivi d’un réarrangement intramoléculaire par transfert d’acyle 

entre le soufre et l’azote (Figure 5). 

 

Figure 5 : Réaction d’un thioester de valine avec une cystéine conduisant à la formation d’un lien natif. 
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Inspiré par les travaux de T. Wieland et M. Brenner30, D. S. Kemp a décrit en 1981 une nouvelle 

stratégie de ligation pour la formation de liens peptidiques natifs. Cette méthode met en jeu une étape 

de capture par échange thiol-disulfure (étape 1, Figure 6) qui est suivie d’une migration d’acyle 

intramoléculaire de l’oxygène vers l’azote (étape 2, Figure 6)31. Le produit final est obtenu par 

réduction du pont disulfure liant l’auxiliaire à la chaine latérale de la cystéine (étape 3, Figure 6). Ce 

procédé a été appliqué à la synthèse de deux peptides, l’un composé de 25 acides aminés et l’autre de 

49 acides aminés32. La méthode de Kemp n’est pas totalement chimiosélective puisque les cystéines 

internes doivent être protégées. Cependant, ces travaux ont permis de mettre en place les principaux 

concepts à la base des méthodes modernes de ligation chimique native : une première étape de 

capture chimiosélective permet de rapprocher les extrémités réactives puis un réarrangement 

intramoléculaire conduit à la formation d’un lien peptidique natif. 

 

Figure 6 : Ligation chimique native par capture de thiol développée par D. S. Kemp. 

3.2.2 La ligation chimique native  

En 1994, près de quarante ans après l’observation de T. Wieland, le groupe de S. Kent introduisit 

une réaction clé dans le domaine de la synthèse totale de protéines, à savoir la Native Chemical 

Ligation (NCL)33. Cette méthode se définit par la réaction d’un peptide thioester (fragment A) avec un 

peptide cystéinyl (fragment B) conduisant à un lien amide natif de type Xaa-Cys. Plus précisément, la 

fonction thiol de la cystéine du fragment B attaque la fonction thioester du fragment A. Cette réaction 

dite de transthioestérification (échange thiol-thioester) conduit à la formation d’un intermédiaire 

thioester transitoire. Celui-ci se réarrange spontanément par migration du groupement acyle entre le 

souffre et l’azote. 

Depuis, le principe de la ligation chimique native a été étendu à l’utilisation de sélénocystéinyl 

peptides (Figure 7, Y = Se) et de sélénoesters (Figure 7, X = Se). À noter qu’il est également possible 

d’assembler des segments issus du génie biologique, on parle alors d’Expressed Protein Ligation (EPL). 
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Figure 7 : Principe de la ligation chimique native. 

La NCL est à l’heure actuelle la méthode de ligation chimiosélective la plus utilisée pour la 

synthèse totale de protéines. 

3.2.3 La ligation native de type Staudinger 

En 2000, deux groupes distincts, ceux de C. Bertozzi34 et de R. T. Raines35, ont décrits 

indépendamment l’application de la réaction de Staudinger36 à la synthèse de peptides par ligation 

chimiosélective. La ligation Staudinger fait intervenir un azoture qui réagit avec une phosphine pour 

former un iminophosphorane dans l’étape de capture. Dans le cas de la réaction de Staudinger, cet 

intermédiaire est hydrolysé pour former une amine (Figure 8A). Dans le cas de la ligation dite de 

Staudinger, un peptide portant une fonction phosphinothioester réagit avec un peptide comportant 

un azoture en N-terminal. Cette réaction produit un aza-ylure intermédiaire qui, par transfert d’acyle 

intramoléculaire du soufre vers l’azote, conduit à la formation d’un sel d’amidophosphonium. Ce 

dernier s’hydrolyse spontanément pour former un lien peptidique amide (Figure 8B).  

 

Figure 8 : A) Principe de la réaction de Staudinger B) Ligation de Staudinger. 
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Contrairement à la NCL, cette réaction peut en théorie être appliquée à la formation de 

n’importe quelle jonction peptidique (Xaa-Xaa). Cependant, l’obtention, la manutention et le stockage 

de dérivés azotures sont complexes et limitent fortement l’utilisation de la ligation Staudinger. De plus, 

les esters (ou thioesters) de phosphines utilisés pour former les peptides phosphinothioesters peuvent 

réagir avec les acides aminés nucléophiles des peptides non protégés et conduire à des réactions 

secondaires. 

3.2.4 La ligation “α-ketoacid-hydroxylamine” (KAHA) 

En 2006, le groupe de Bode a décrit une réaction entre un peptide comportant une 

hydroxylamine en N-terminal et un peptide portant un α-cétoacide en C-terminal (Figure 9A)37. Cette 

réaction appelé α-ketoacid-hydroxylamine ligation (ligation KAHA) conduit à la formation d’un lien 

peptidique natif. Elle ne nécessite aucun ajout de réactif et produit uniquement de l’eau et du dioxyde 

de carbone comme co-produits de la réaction. La version décrite initialement s’effectue en milieu 

organique (DMF, DMSO ou MeOH) et implique des hydroxylamines non substituées (KAHA de type 1, 

R=H, Figure 9A). Par la suite, Bode et ses collaborateurs développèrent les conditions pour l’utilisation 

de dérivés hydroxylamines O-substitués qui réagissent bien plus rapidement en milieu aqueux38 (KAHA 

de type 2, R= alkyl). 

 

Figure 9 : A) Principe de la ligation KAHA. B) Mécanisme dans le cas où R = H38. 

Le mécanisme de la ligation KAHA n’est décrit que pour l’utilisation de composés de type 1 (R=H, 

Figure 9B). Il implique la formation d’un hémi-aminal suivie d’une perte d’une molécule d’eau 
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conduisant à la formation d’une nitrone. Finalement, plusieurs réarrangements suivis d’une 

décarboxylation conduisent à la formation du lien amide. 

Les hydroxylamines O-substituées sont très intéressantes pour l’obtention de protéines 

puisqu’elles impliquent des conditions aqueuses pour la ligation. Cependant leur synthèse nécessite 

des procédés longs et multi-étapes. Quelques années plus tard, Bode introduisit un résidu facilement 

accessible, le motif 5-oxaproline (Figure 10A)39. Ce composé est facilement synthétisé et incorporé sur 

le peptide. De plus, il est stable dans les conditions de déprotection/coupure des peptides. La réaction 

impliquant ce résidu conduit à la formation d’une homosérine après réarrangement intramoléculaire 

à pH basique.  

 

Figure 10 : Optimisation de la ligation KAHA en utilisant A) un motif oxaproline. B) un motif 
oxazétidine40. 

L’utilisation de la ligation KAHA impliquant des 5-oxaprolyl peptides a permis la synthèse totale 

de petites protéines comme un analogue de l’ubiquitine procaryotique (protéine Pup, 66 acides 

aminés)39 mais également la synthèse de protéines de taille plus importante comme les domaines 

SUMO 2 et 3 humains (>90 acides aminés)41. Cependant, l’utilisation de motifs hydroxylamines 

substitués, quels qu’ils soient, requière de fortes concentrations en peptides (10 à 20 mM). Ceci 

représente une limitation non négligeable à l’utilisation de la ligation KAHA. Une optimisation très 

récente de la méthode (Figure 10B) a permis d’utiliser de plus faibles concentrations en peptides (100 

µM à 5 mM) et des cinétiques de réaction plus favorables grâce à la tension de cycle élevée de 

l’hétérocycle oxazétidine qui augmente sa réactivité. Cette variante de la ligation KAHA a permis la 

synthèse totale de la protéine de liaison au calcium S104 (101 acides aminés), dont la séquence 

primaire rend difficile sa synthèse par NCL40. 
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3.2.5 La ligation SEA  

La ligation bis(2-sulfanyléthyl)amido (SEA) a été décrite de façon indépendante par les groupes 

d’O. Melnyk (2010)42 puis de C. F. Liu (2011)43. Elle consiste essentiellement à assembler un peptide 

équipé d’un groupement SEA à l’extrémité C-terminale avec un cystéinyl peptide. Cette réaction 

conduit à la formation d’une liaison peptidique native (Figure 11). Les peptides SEA sont obtenus par 

SPPS sous une forme de dithiol en équilibre avec une forme thioester (transfert d’acyle de N→S). 

 

Figure 11 : Principe de la ligation SEA. 

Le groupe d’O. Melnyk a démontré que le groupement bis-(2-sulfanyléthyl)amide peut se 

présenter sous deux formes, une première dite active que l’on notera SEAon et une seconde dite 

inactive ou latente que l’on notera SEAoff. L’une des propriétés les plus intéressantes du groupement 

SEAon est qu’il se présente sous la forme d’un dithiol qui peut être réversiblement inactivé par simple 

oxydation en disulfure cyclique. À l’inverse, la forme SEAoff peut être activée très facilement en utilisant 

des conditions réductrices. Cette propriété unique permet une autoprotection réversible du système 

(Figure 12A). De plus, le groupement SEAoff est très stable au cours des purifications par HPLC et lors 

du stockage. 

 

Figure 12 : A) Concept SEAon/SEAoff B) Utilisation directe du SEAoff en NCL en présence de TCEP. 

Par ailleurs, un peptide SEAoff peut être utilisé directement pour des procédés de ligation. En 

effet, il peut être activé in situ sous la forme SEAon en utilisant un agent réducteur comme la TCEP ou 
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le DTT. Le groupement SEAon se réarrange in situ par transfert d’acyle de N→S et réagit avec un 

cystéinyl peptide dans une étape de ligation native. Enfin, cette technique permet de travailler dans 

une gamme de pH assez large (pH 3-7,5) et donc de s’adapter à la solubilité des segments utilisés44. 

3.2.6 La ligation SEAlide  

Le groupement N-sulfanyléthylanilide (SEAlide) a été décrit en 2009 par le groupe de A. Otaka45. 

Initialement, ce motif a été utilisé pour produire des peptides thioester par échange du groupe SEAlide 

par un thiol en solution. La transthioestérification était réalisée par transfert d’acyle N→S en milieu 

acide en présence d’un alkylthiol exogène. Cependant cette étape d’activation sous forme d’un 

thioester en milieu acide conduit à l’épimérisation partielle de l’acide aminé en C-terminal. 

En 2011, Otaka et ses collaborateurs ont décrit l’utilisation directe des peptides SEAlide dans la 

réaction de NCL46. Cette réaction est catalysée par les ions hydrogénophosphate puisqu’en l’absence 

de sels de phosphate la ligation est très lente. Les auteurs ont proposé que la catalyse du transfert 

d’acyle N→S fasse intervenir une bicatalyse acide-base par l’ion hydrogénophosphate selon le 

mécanisme proposé ci-dessous (Figure 13). 

 

Figure 13 : Hypothèse de la catalyse du réarrangement du SEAlide par les sels de phosphate. 

 Accès à de grandes protéines  

La NCL et les méthodes apparentées permettent de réaliser l’assemblage de segments 

peptidiques préparés par SPPS. La ligation de deux segments peptidiques conduit à une protéine d’une 

centaine d’acide aminés maximum au regard des limitations actuelles de la SPPS (discuté en 2.1). 

L’obtention de protéines de tailles supérieures requière l’assemblage de plus de deux fragments. Deux 

stratégies sont possibles en fonction du sens d’élongation utilisé, de l’extrémité N terminale vers 

l’extrémité C terminale (N vers C) ou l’inverse (C vers N) (Figure 14). 
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Figure 14 : Stratégie d'assemblage de C vers N (A) ou N vers C (B). 

4.1 Assemblage de C vers N  

4.1.1 Groupements protecteurs 

L’assemblage de peptides de l’extrémité C vers N requière l’utilisation de groupements 

protecteurs temporaires pour la cystéine du coté N-terminal du fragment à incrémenter (segment B, 

Figure 14A). En effet, le masquage de la cystéine est nécessaire pour éviter des phénomènes 

d’oligomérisation ou de cyclisation. Ce groupement doit être stable dans les conditions de ligation et 

s’éliminer dans des conditions douces. Il peut se situer sur la fonction thiol de la chaîne latérale 

(Acm47,48, Figure 15), sur la fonction amine (Msc49,50, Figure 15) ou sur les deux (Thz51,52, Figure 15). La 

Figure 15 présente un échantillon non exhaustif des groupements protecteurs utilisés (pour une revue 

récente, consulter la référence 53). 

 

Figure 15 : Exemples de groupements protecteurs pour l'assemblage de C vers N. 
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À titre d’exemple, l’équipe de Wintermann a décrit en 2013 la synthèse d’une protéine de 286 

acides aminés par assemblage séquentiel de 6 segments peptidiques de l’extrémité C vers N51. Ils ont 

utilisé pour cela la ligation chimique native et la protection thiazolidine (Thz) comme groupement 

protecteur des cystéines. Ce travail comprend 5 étapes de ligation et au global 9 étapes chimiques en 

comptant les étapes de déprotection des cystéines. 

 

Figure 16 : Synthèse totale de la sous unité F-ATPase d’Escherichia coli. 

Ici, la multiplication des étapes chimiques a conduit à une perte de rendement significative 

(Figure 17) au cours de l’élongation. Ce phénomène résulte en partie de la purification par 

chromatographie RP-HPLC des intermédiaires réactionnels, qui conduit à d’importantes pertes de 

matière. Cet exemple illustre l’importance de simplifier les stratégies d’assemblage, de réduire le 

nombre d’étapes chimiques et de réduire le nombre d’étapes de purification. Une solution pour éviter 

la multiplication des étapes chimiques et de purification est d’envisager des stratégies en phase solide 

ou des procédés one-pot. 
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Figure 17 : Évolution du rendement en fonction du nombre d’étapes de ligation pour la synthèse de la 
sous unité F-ATPase d’Escherichia coli. Les données présentées sont issues de la référence51. 

4.1.2 Les procédés one pot de C vers N 

Les procédés one pot permettent de réaliser plusieurs réactions dans un même réacteur sans 

avoir à isoler les intermédiaires formés. Pour une élongation de C vers N, il est donc nécessaire que les 

conditions de déprotection des groupements protecteurs des cystéines soient compatibles avec les 

conditions de ligation mises en œuvre après ces étapes chimiques. 

En 2004, Bang et ses collaborateurs ont décrit pour la première fois l’assemblage one pot de 

trois segments peptidiques en utilisant la thiazolidine comme groupement protecteur52. Dans cette 

stratégie, les segments B et C ont été assemblés en premier (étape 1, Figure 18). La thiazolidine a 

ensuite été déprotégée par ajout de O-méthyl-hydroxylamine à pH 4 (étape 2, Figure 18). Enfin, la 

seconde ligation a été déclenchée en ajustant le pH du milieu à 7 et en ajoutant le segment peptidique 

A (étape 3, Figure 18). Cette stratégie a permis la synthèse de plusieurs protéines52,54 et a également 

été étendue à l’assemblage de quatre segments peptidiques55. 
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Figure 18 : Synthèse totale de la crambine en procédé one-pot52. 

À la suite des travaux de Bang et de ses collaborateurs, de nombreux groupes se sont intéressés 

au développement de nouveaux groupements protecteurs pour des assemblages one-pot. Par 

exemple, des groupements protecteurs photo-labiles comme le Mapoc (4-(diméthylamino)phén-

acyloxycarbonyle)56 ou le Nvoc (6-nitroveratryloxycarbonyl)57 ont été introduits. Ces groupements se 

déprotègent sous irradiation UV (λ> 300 nm) et ne nécessitent donc pas l’ajout de réactif. Parmi les 

nombreux outils disponibles aujourd’hui, on retrouve également le groupement acétoacétamide58, la 

trifluoroacétyl thiazolidine59 ou le trifluoroacétamidométhyle60. 

Le développement et l’optimisation de procédés one pot ont permis de faciliter la synthèse de 

nombreuses protéines de C vers N. Cependant, chaque protéine possède des propriétés uniques 

(solubilité des segments, jonctions difficiles, stabilité des thioesters). Il faut donc développer des outils 

permettant de s’adapter à ces particularités. Ce constat a stimulé le développement de stratégies 

d’assemblage de N vers C. 

4.2 Assemblage N vers C  

L’assemblage des peptides des extrémités N vers C requière l’utilisation de fonctions thioester 

latentes du coté C-terminal du fragment à incrémenter (segment B, Figure 14B). En effet, la fonction 

thioester doit être soit non réactive, soit très peu réactive pour permettre l’assemblage en évitant les 

phénomènes d’oligomérisation ou de cyclisation. Les conditions pour activer ou générer la fonction 

thioester doivent être douces et compatibles avec l’utilisation de peptides non protégés. Quelques 

précurseurs de thioesters ont ainsi été développés dans ce but au cours des dernières années. 
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4.2.1 Les peptides hydrazides 

En 2011, L. Liu et ses collaborateurs ont introduit l’utilisation directe des peptides hydrazide en 

NCL61. La fonction hydrazide à l’extrémité N terminale peut être convertie en fonction thioester par 

nitrosation (étape 1, Figure 19) suivie d’une réaction de thiolyse (étape 2, Figure 19). Le peptide 

thioester n’est pas isolé et utilisé directement dans la réaction de NCL (étape 3, Figure 19). Bien que 

les conditions d’oxydation utilisées puissent entrainer des réactions secondaires62, les peptides 

hydrazide sont les précurseurs de thioesters les plus utilisés à l’heure actuelle. En effet, ils sont 

facilement accessibles par Fmoc-SPPS63,64 et les conditions d’oxydation sont relativement douces. Ils 

permettent également de masquer une fonction thioester et donc de concevoir des assemblages par 

ligations successives en activant le groupe hydrazide au moment voulu et de façon sélective65. 

 

Figure 19 : Les peptides hydrazide précurseurs de thioesters pour la NCL. 

En parallèle, l’introduction de nouveaux systèmes de réarrangement de type O,S,66–68 N,S69 ou 

N,Se70 a permis d’envisager la génération in situ de thioesters à partir de précurseurs produits par 

Fmoc-SPPS. Ces systèmes exploitent la capacité de β-mercapto-esters ou de β-mercapto-amides à se 

réarranger spontanément par migration d’acyle intramoléculaire (étape 1, Figure 20). L’intermédiaire 

transitoire formé peut ensuite réagir avec un thiol exogène pour former un thioester stable qui peut 

soit être purifié soit engagé directement dans une étape de ligation NCL (étape 2 et 3, Figure 20). 
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Figure 20 : Formation de thioesters par transfert d'acyle N→S et O→S et ligation de type NCL. 

4.2.2 Les systèmes de transfert d’acyle de O→S 

Le transfert d’acyle O, S permet de générer un thioester in situ qui peut réagir directement dans 

les conditions de la NCL (étape 3, Figure 20). Le premier système de transfert d’acyle de l’oxygène vers 

le soufre a été introduit par l’équipe de S. J. Danishefsky en 200466 (Figure 21). Cependant, ce système 

doit être introduit après l’étape de SPPS car il n’est pas compatible avec les conditions d’élongation. Il 

est à noter que les esters de phénol ont l’inconvénient d’être sensibles à l’hydrolyse. Le groupe de 

Gaertner décrit la même année un système d’accroche générant un peptide portant un ester de 2-

mercapto-carboxyamide en C-terminal après coupure de la résine67 (Figure 21). Une fois encore, les 

esters générés ne sont pas stables dans les conditions de NCL et subissent une réaction secondaire 

d’hydrolyse. Quelques années plus tard, L. Liu optimisa ce dernier système en substituant le 

groupement amide par un groupement plus électro-donneur permettant ainsi de limiter le 

phénomène d’hydrolyse68 (Figure 21) qui malgré ces améliorations reste une limitation majeure de ces 

systèmes. 

 

Figure 21 : Système de transfert d'acyle intramoléculaire de O vers S. 
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4.2.3 Les systèmes de transfert d’acyle de N→S 

Le développement de systèmes de transfert N→S a permis de concevoir des thioesters dits 

bloqués ou crypto-thioesters particulièrement performants et, contrairement aux systèmes de 

transfert O→S, peu sensibles à l’hydrolyse. Il existe un certain nombre de systèmes de transfert d’acyle 

intramoléculaire de type N→S, un échantillon non exhaustif est présenté dans la Figure 22 : N-alkyl 

cystéine71, ester de cystéinyl proline (CPE)72,73, N-sulfanyléthylanilide (SEAlide)45, bis-(2-

sulfanyéthyl)amide (SEA)42, α-méthylcystéine74 et N-hydroxynitrobenzyl cystéine75. Plus récemment, 

des systèmes de N→Se ont été introduits pour permettre la formation de sélénoesters76,77. Les 

sélénoesters sont de très bons donneurs d’acyle et présentent donc un fort potentiel pour la NCL.  

 

Figure 22 : Système de transfert d'acyle de type N→S et N→Se. 

Il est important de noter qu’en général l’utilisation de tels systèmes de transfert conduit à des 

cinétiques de ligation plus lentes qu’à partir d’un thioester classique en raison de l’énergie d’activation 

nécessaire pour le transfert d’acyle de l’azote vers le soufre (par exemple 31.1 kcal/mol pour la 

cystéine)78. Cependant, ils sont nettement plus stables que les thioesters (hydrolyse) et plus faciles à 

produire par SPPS. L’utilisation de tels systèmes est donc en plein essor depuis les années 2010. Par 

ailleurs, certains de ces systèmes présentent des propriétés particulières permettant d’envisager 
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l’assemblage consécutifs de N vers C par réaction de NCL de segments peptidiques. C’est le cas du 

groupement SEAlide de l’équipe d’Otaka et du groupement SEA du groupe de Melnyk. 

4.2.4 Les procédés one pot de N vers C 

a) La ligation cinétiquement contrôlée (KCL)   

La ligation cinétiquement contrôlée (KCL) a été introduite en 2006 par le groupe de Kent79. Cette 

méthode exploite la grande différence de réactivité entre les thioesters d’alkyle et les thioesters 

d’aryle en l’absence de catalyseur de type arylthiol (MPAA), pour réaliser un assemblage successif80,81. 

En l’absence de catalyseur, le thioester d’aryle réagit plus rapidement que le thioester d’alkyle pour 

former le premier produit de ligation AB (étape 1, Figure 23). Ce dernier peut ensuite réagir avec un 

autre cystéinyl peptide après ajout d’un thiol exogène dans le milieu permettant d’activer le thioester 

d’alkyle par échange thiol-thioester (étapes 2 et 3, Figure 23). 

 

Figure 23 : Principe de la ligation chimique cinétiquement contrôlée KCL (k1>>k2 et k3). 

Il est important de noter que l’efficacité de la KCL dépend de la nature des acides aminés en C-

terminal qui portent les fonctions thioester. L’utilisation d’acides aminés très réactifs (glycine, 

histidine, cystéine) pour le segment alkylthioester (segment B, Figure 23) ou d’acides aminés très peu 

réactifs (valine, isoleucine, proline) pour le segment arylthioester (segment A, Figure 23) compliquent 

la stratégie d’assemblage par KCL. En règle générale, les KCL sont réalisées en utilisant des 

alkylthioester dérivés d’acides aminés encombrés en combinaison avec des arylthioesters dérivés 

d’acide aminés peu encombrés. Par exemple, Mandal et ses collaborateurs ont utilisé un arylthioester 
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porté par une alanine et un alkylthioester porté par une thréonine pour la synthèse d’un analogue de 

la crambine82. 

La différence de réactivité entre les fonctions de type thioester peut être réalisée en jouant sur 

les conditions opératoires. À titre d’exemple, la ligation SEAlide est catalysée par les ions 

hydrogénophosphate (décrit 3.2.6). En absence de phosphate le groupement SEAlide n’est pas un 

thioester latent, puisqu’une réactivité résiduelle est toujours présente. La ligation est donc très lente 

mais possible. En jouant sur cette propriété, Otaka a pu envisager une ligation en conditions 

cinétiquement contrôlées (conditions d, Figure 24). Cette particularité du groupement SEAlide lui a 

permis de réaliser la synthèse totale d’un analogue de l’activateur protéique GM2 (162 acides aminés) 

par assemblage convergent de 5 fragments peptidiques (Figure 24)83. À noter que les ligations des 

fragments F3, F4 et F5 (Figure 24) ont été réalisées en one pot grâce à l’utilisation ou non de tampon 

phosphate en fonction de la nature du donneur d’acyle et de la sélectivité recherchée. 

 

Figure 24 : Synthèse convergente d'un analogue de la GM2AP en utilisant le SEAlide83. 

b) Le système SEAon/SEAoff 

Nous avons mentionné précédemment (section 3.2.5) que le groupement SEAoff est très stable 

au cours des purifications par HPLC, du stockage ou en solution en présence d'agents nucléophiles 

forts ou de réducteurs faibles tels que l’acide 4-mercaptophénylacétique (MPAA) à pH neutre. Il est 

important de noter que le MPAA est le catalyseur standard utilisé pour accélérer la NCL réalisée à partir 

de peptides alkylthioesters. 
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Grâce à ses propriétés particulières le groupement SEAoff peut être utilisé comme un thioester 

latent dans les conditions de NCL en absence d’agents réducteurs forts dans le milieu. Ceci permet 

d’assembler deux segments (étape 1, Figure 25) par NCL en gardant le SEAoff intact à l’extrémité C-

terminale (segment B, Figure 25). Une fois que la ligation est terminée, le groupe SEAoff peut être activé 

par réduction en utilisant par exemple du DTT ou de la TCEP, déclenchant ainsi la seconde ligation avec 

le segment C (étape 3, Figure 25). En utilisant cette méthode, Melnyk et ses collaborateurs ont 

assemblé en one pot trois fragments les domaines K184 et N85 du facteur de croissances des 

hépatocytes (HGF) ainsi que d’autres protéines. 

 

Figure 25 : Assemblage "one pot" de trois segments en utilisant le système SEAoff/SEAon. 

Les méthodes de ligation chimique et le développement de méthode d’élongation de C vers N 

ou de N vers C ont permis d’accroitre la taille des protéines synthétisées par voie chimique à partir de 

segments produits par SPPS. Par exemple, l’assemblage de trois segments peptidiques en utilisant des 

techniques de ligation chimiosélectives permet d’accéder à une protéine allant jusqu’à 150 acides 

aminés, compte-tenu des limitations actuelles de la SPPS. En 2017, le groupe de L. Liu a décrit la 

synthèse totale d’un mutant de l’ADN polymérase virale P2 de Sulfolobus solfataricus86. À l’heure 

actuelle, cette protéine de 352 acides aminés est la plus grande protéine synthétisée par voie 

chimique. 

 Conclusion/Bilan 

La synthèse de peptides et protéines par voie chimique s’est imposée comme une alternative 

intéressante et complémentaire à l’utilisation de systèmes vivants. Elle permet un contrôle précis de 

la composition des protéines et constitue donc un outil puissant d’investigation des processus 

biologiques impliquant ces molécules. Deux avancées majeures ont révolutionné le domaine et 
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contribué à son succès : la synthèse peptidique en phase solide (SPPS) puis la ligation chimique native 

(NCL). Depuis son introduction, la NCL a fait l’objet de nombreuses améliorations. L’émergence des 

peptides hydrazides et des systèmes de transfert d’acyles de type O→S, N→S, N→Se a notamment 

facilité l’accès aux peptides thioester ou sélénoester. L’introduction de nouveaux groupements 

protecteurs de cystéine a stimulé le développement de stratégies one pot. Ces nouvelles 

méthodologies ont permis seules ou en combinaison avec la NCL d’étendre la portée des protéines 

accessibles par synthèse chimique. Cependant, des limitations importantes subsistent et la synthèse 

de protéines de haut poids moléculaire reste un défi. 

Pour comprendre les difficultés rencontrées lors de la synthèse de protéines de grande taille, 

il est important d’appréhender les mécanismes mis en jeux. En effet, la NCL et les méthodes 

apparentées font intervenir un certain nombre de concepts fondamentaux et processus chimiques 

complexes. Nous proposons dans la suite de ce manuscrit un examen approfondi de ces 

méthodologies. Les aspects mécanistiques fondamentaux, les réactions secondaires ainsi que le rôle 

des différents additifs, solvants et tampons seront discutés. 
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CHAPITRE II : ASPECTS MÉCANISTIQUES DE LA LIGATION CHIMIQUE 

NATIVE 

 Mécanisme général  

La NCL se définit par la réaction d’un peptide thioester avec un cystéinyl peptide. En général, 

une première étape d’échange thiol-thioester entre un peptide alkylthioester et un thiol exogène 

(souvent un aryle thiol) permet de former un nouveau peptide thioester plus réactif (étape 1, Figure 

26). La seconde étape de capture par échange thiol-thioester conduit à la formation d’un intermédiaire 

thioester transitoire (étape 2, Figure 26). La chaine acyle du peptide migre spontanément du soufre 

vers l’azote formant ainsi un intermédiaire à 5 chaînons qui conduit finalement à la formation d’un lien 

peptidique natif (étape 3, Figure 26). Les deux premières étapes d’échange thiol-thioester sont 

réversibles tandis que le réarrangement conduisant à la liaison amide est généralement irréversible 

dans les conditions de la réaction. 

 

Figure 26 : Mécanisme détaillé de la réaction de NCL. 

 Dissection des étapes individuelles de la NCL 

Les échanges thiol-thioester et le transfert d’acyle S→N sont les deux étapes clés de la NCL. Afin 

d’améliorer l’efficacité des réactions de NCL, il est important de comprendre les mécanismes mis en 

jeu dans ces réactions. 
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2.1 Échanges thiol-thioester  

2.1.1 Généralité 

L’échange thiol-thioester correspond à un transfert d’acyle entre deux thiols nucléophiles. Les 

aspects mécanistiques et cinétiques impliqués dans les réactions des thioesters avec les nucléophiles 

ont été le sujet de nombreux travaux87–90. 

De façon générale, il est admis que les réactions de transferts d’acyle procèdent par étapes via 

la formation d’un intermédiaire tétraédrique. Ce procédé implique deux étapes distinctes, la première 

consiste en l’addition du nucléophile sur le carbonyle, la seconde consiste au départ du groupement 

partant. Dans certains cas, l’intermédiaire tétraédrique peut être très instable mais exister ou être 

tellement instable qu’il n’existe pas. Dans ces conditions, on parle de mécanisme concerté c’est-à-dire 

un processus réactionnel au cours duquel la rupture d’une liaison et la formation d’une autre sont plus 

ou moins simultanées. D’un point de vue thermodynamique, cela signifie qu’il n’y a pas formation d’un 

minimum local pour l’énergie et que la réaction a lieu en une seule étape. La stabilité de l’intermédiaire 

tétraédrique est donc un paramètre déterminant pour observer l’un ou l’autre de ces mécanismes. Ces 

aspects mécanistiques ont notamment été étudiés et décrits par E. Castro90. 

Hupe et Jencks ont étudié le transfert S→S d’un groupement acétyle en utilisant une relation 

linéaire d’énergie libre (LFER) de type Brönsted91. En d’autres termes, ils ont étudié la relation entre le 

logarithme de la constante de vitesse de la réaction (noté k) et la constante d’acidité Ka du groupement 

nucléophile ou du groupement partant. Les auteurs ont observé un profil biphasique avec deux 

portions linéaires pour ces réactions de transfert, l’une pour des pKa faibles et l’autre pour des pKa 

élevés. Ceci traduit selon eux le passage par un intermédiaire tétraédrique. 

Dans un premier temps, ils ont étudié la réaction d’un thiolate et d’un thioester où le thiol 

nucléophile et le thiol partant sont identiques (R1=R2, Figure 27). Le profil thermodynamique de cette 

réaction est totalement symétrique, l’intermédiaire tétraédrique doit s’il existe conduire de façon 

équivalente aux réactifs et aux produits (cinétiques de réaction similaires, k- 1=k2). Tout changement 

de nucléophile (R2) ou groupement partant (R1) induit une asymétrie dans le profil, l’une des étapes 

devient alors limitante. 
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Figure 27 : Profil réactionnel théorique pour l'échange thiol-thioester. En noir : profil symétrique. En 
bleu : l'étape 1 est cinétiquement limitante. En rouge : l'étape 2 est cinétiquement limitante. R' : réactifs, 
R" : produits; TI : intermédiaire tétrahédrique; TS : état de transition. 

Hupe et Jencks ont étudié la réaction nucléophile entre différents thiols et l’acétate de 

nitrothiophényle (PNTPA). La Figure 28B représente le logarithme des constantes de vitesses pour la 

réaction de différents alkyles et aryles thiols avec le PNTPA en fonction de leur pKa. On observe un 

profil biphasique avec deux portions linéaires (courbes de tendance en pointillé). Pour les thiols avec 

un pKa inférieur à celui du p-nitrothiophénol la pente de la courbe β2 = 1, ce qui implique que le 

caractère nucléophile reflète complètement tout changement de basicité. Pour des thiols avec des pKa 

supérieurs à celui du p-nitrophénol, on observe un changement de pente, β1 = 0,27, l’effet du 

changement de basicité sur la nucléophilie est nettement diminué. 
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Figure 28 : A) Réaction d’échange thiol-thioester du PNTPA avec différents thiols. B) Logarithme de la 
constante de vitesse de la réaction d'échange en fonction du pKa du thiol R2SH. Le graphique est 
reproduit à partir des données de la référence Jencks 1977. 

Par ailleurs, Hupe et Jencks ont déterminé l’équation (1) décrivant l’état d’équilibre de la 

réaction. Les équations (2) et (3) décrivent la cinétique de réaction observée lorsque l’attaque 

nucléophile et le départ du groupement partant sont respectivement les étapes cinétiquement 

limitantes. La courbe continue noire de la Figure 28 représente la courbe théorique décrite par 

l’équation 1 (avec β1 = 0,27 ; log C1 = 1,70 et β2 = 1 ; log C2 = -1,5). Les données expérimentales sont 

en accord avec la courbe calculée. De plus, la rupture de pente observée est nette ce qui implique bien 

un changement d’étape cinétiquement limitante et non un processus progressif. 

(1) 𝑘𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣é = 𝑘1.
𝑘2

𝑘−1+𝑘2
=  

𝐶1.𝐶2.10(𝛽1+𝛽2)𝑝𝐾𝑎

𝐶1.10𝛽1.𝑝𝐾𝑎+ 𝐶2.10𝛽2.𝑝𝐾𝑎
 

(2) 𝑘𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣é = 𝑘1 = 𝐶1. 10𝛽1.𝑝𝐾𝑎   

(3) 𝑘𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣é =
𝑘1.𝑘2

𝑘−1
= 𝐶1. 10𝛽1.𝑝𝐾𝑎  

B)
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Quand le thiolate R2S- est plus basique et donc un moins bon groupement partant que le thiolate 

du thioester R1S- (pKa2 > pKa1), l’intermédiaire se décompose préférentiellement en faveur du produit. 

L’attaque nucléophile est l’étape cinétiquement limitante (k2 > k-1). La cinétique de réaction est alors 

dépendante du ΔpK = pKa2 – pKa1, plus celui-ci est grand plus la réaction est rapide (courbe en 

pointillée avec β= 0,27, Figure 28). Ce type de mécanisme est sans doute observé dans les réactions de 

NCL entre des peptides de thioesters activés de types arylthioesters et le thiol du cystéinyl peptide 

(typiquement l’étape 2 de la Figure 26). 

À l’inverse, lorsque R2S- est une base faible et un meilleur groupement partant (pKa2 < pKa1), 

l’intermédiaire se décompose en faveur des réactifs de départ. L’étape cinétiquement limitante est 

l’expulsion du groupement partant (k2 < k-1). Dans les réactions de NCL, c’est le cas de la réaction des 

peptides alkylthioesters avec des additifs de type arylthiols qui sont fréquemment utilisés pour 

catalyser la réaction (typiquement l’étape 1 de la Figure 26). Finalement, Hupe et Jencks concluent que 

la différence de réactivité est corrélée à la différence entre le pKa du nucléophile et celui du 

groupement partant et non pas à la nature (aryle ou alkyle) du thiol.  

Plus récemment, Wang et ses collaborateurs ont réalisé une étudie théorique du mécanisme de 

la NCL78. Ils ont utilisé pour cela la théorie de la fonctionnelle de la densité électronique (density 

functional theory en anglais) qui est une méthode de calcul quantique permettant l’étude de la 

structure électronique. Les calculs ont été réalisés à 298,5 K au niveau B3LYP/6-31+G * de la théorie 

et le modèle polarisable continu (PCM) a été utilisé pour modéliser les effets de solvants (ici, l’eau). La 

réaction entre le méthylthioester de N-formyl glycine, le thiophénol et la cystéine a été utilisée comme 

modèle d’étude de l’étape 1 du mécanisme de la NCL (Figure 29 voir aussi Figure 26). 

 

Figure 29 : Mécanisme hypothétique pour l’échange thiol-thioester entre le méthylthioester de N-
formyl glycine et le thiophénol.  
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Dans leur hypothèse, les auteurs décrivent quatre voies possibles pour l’échange thiol-

thioester : deux mécanismes par étapes (neutres ou anioniques) et deux mécanismes concertés 

(neutres ou anioniques). Wang et ses collaborateurs n’ont pas pu isoler d’état de transition (TS) 

compatibles avec un mécanisme par étape. Ils en ont conclu que le carbone du carbonyle ne tend pas 

à se lier avec les deux atomes de soufre simultanément à cause du grand rayon atomique de ces 

derniers. Selon les auteurs, l’échange thiol-thioester procède donc selon un mécanisme concerté pour 

lequel ils ont pu isoler un état de transition neutre (TS1-2nc) et un autre anionique (TS1-2ac). Ils ont 

également déterminé les barrières énergétiques de TS1-2nc et TS1-2ac, respectivement de 49,6 et 29,4 

kcal.mol-1. L’énergie d’activation nécessaire pour atteindre l’état de transition anionique étant plus 

faible et l’anion thiophénolate étant l’espèce majoritaire en solution à pH 7, les auteurs en ont conclu 

que l’échange thiol-thioester procède préférentiellement selon un mécanisme concerté anionique via 

TS1-2ac. 

De façon intéressante, la structure du TS1-2ac présente des différences de longueur de liaison 

au carbonyle entre le groupement partant méthylthiolate ((C=O)-S : 2,845 Å) et le nucléophile 

thiophénolate ((C=O)-S : 1,863 Å). Cette observation est en corrélation avec la différence de pKa entre 

les deux acides conjugués correspondants et est également cohérente avec les expériences réalisées 

par Hupe et Jencks, bien que ceux-ci décrivent un mécanisme par étape91. En 2015, Sun et ses 

collaborateurs ont également observé cette différence de liaison en utilisant un tout autre système de 

calcul computationnel (MX06-2X/6-31+G*) en phase gaz92. Il apparait donc clairement que le 

mécanisme et la cinétique de ligation dépend de la nature des groupements thiols mis en jeu. 

Wang et ses collaborateurs ont également modélisé l’échange entre le thiophénylester de N-

formyl glycine et la cystéine, ce qui correspond fondamentalement à l’étape de transthioestérification 

de la NCL (ou typiquement l’étape 2 de la Figure 26)78. Les auteurs ont décrit les mêmes résultats que 

pour l’échange entre le méthylthioester de N-formyl glycine et le thiophénol (décrit dans la section 

précédente), à savoir que la transthioestérification suit un mécanisme concerté anionique. Il est 

important de noter que l’énergie d’activation pour l’échange avec la cystéine (24,9 kcal.mol-1) est plus 

faible que pour l’échange avec le thiophénol (29,4 kcal.mol-1), ce qui implique que le premier échange 

(étape 1,Figure 26) est l’étape cinétiquement limitante. 

2.1.2 Catalyse 

a) Catalyse par des arylthiols  

Plusieurs types de peptides thioester ont été utilisés dans des réactions de NCL. Le thioester de 

benzyle est le premier décrit par le groupe de Kent en 199433. De façon plus générale, les peptides 
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alkylthioester sont souvent utilisés comme réactifs de départ pour les réactions de NCL. En effet, ils 

sont facilement accessibles et sont relativement stables à l’hydrolyse en comparaison à des thioesters 

présentant de meilleurs groupements partants comme les arylthioesters. Cependant, l’utilisation 

d’alkylthioesters dans des réactions d’échange thiols-thioesters conduit à des cinétiques plus lentes 

que les arylthioesters93. Les aspects mécanistiques évoqués précédemment indiquent qu’il est donc 

nécessaire de trouver des catalyseurs efficaces qui permettent à la fois de produire des thioesters très 

réactifs comme les arylthioesters pour la réaction de transthioestérification mais également qui 

permettent un échange thiol-thioester avec l’alkylthioester initial efficace (ΔpKa élevé). 

Dès l’introduction de la NCL, Kent et ses collaborateurs ont anticipé que l’addition d’un arylthiol 

comme le thiophénol permettrait de garder les cystéines sous formes réduites mais surtout de 

convertir le thioester de benzyle en thioester de phényle bien plus réactif pour la réaction d’échange 

avec la cystéine. En 1996, ils utilisèrent ce concept pour réaliser la synthèse d’un analogue d’une 

ribonucléase bactérienne, la barnase, composée de 110 acides aminés81. Le benzylmercaptan et le 

thiophénol ont été comparés ce qui a permis de montrer un net avantage cinétique pour le thiophénol 

comme additif exogène. 

Depuis, plusieurs arylthiols ont été décrits pour catalyser la réaction de NCL grâce à la formation 

in situ d’espèces arylthioester beaucoup plus réactives. Ces additifs sont présentés dans la Figure 30. 

Les arylthiols sont de modestes nucléophiles, ils sont donc utilisés en général en large excès durant les 

étapes de ligations (1-2 % volume pour le thiophénol, 100-200 mM pour le MPAA, entrées 1 et 2 de la 

Figure 30). Dans la plupart des cas, l’arylthioester produit par échange thiol-thioester n’est pas observé 

puisque le produit d’échange réagit très rapidement une fois formé. Ce constat est en accord avec 

toutes les études expérimentales et théoriques montrant que la réaction d’échange thiol-thioester 

entre le peptide alkylthioester et l’arylthiol exogène est l’étape cinétiquement limitante. 

Le premier arylthiol à avoir été utilisé pour catalyser la réaction de NCL est le thiophénol (entrée 

1, Figure 30)81. Comme mentionné précédemment, il a été utilisé pour la première fois en 1996 par le 

groupe de Kent. Par la suite, le thiophénol a été beaucoup utilisé en combinaison avec le 

benzylmercaptan ou l’éthanethiol qui sont des thiols plus réducteurs (entrées 3 et 4, Figure 31). Le 

thiophénol est compatible avec le repliement de certaines protéines qui nécessitent la présence de 

ponts disulfures. Par exemple, Bang et Kent ont décrit la synthèse totale de la crambine, qui est 

stabilisée par trois ponts disulfures, en utilisant la NCL suivie de l’étape de repliement en one-pot52. 

L’étape de ligation a été réalisée dans 6 M Gdn.HCl 0,1 M tampon phosphate à pH 7 en présence de 

thiophénol (1 % volume). Puis, l’étape de repliement a été déclenchée par dilution du milieu 

réactionnel avec du tampon Tris (0,1 M, pH final de 8) contenant 8 mM Cys.HCl/1 mM cystine. 
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Cependant, le thiophénol est très toxique, présente une odeur forte et n’est que très 

partiellement soluble dans l’eau. En 2006, Johnson et Kent réalisèrent une étude sur plusieurs additifs 

thiol (aryle et alkyle) pour la catalyse de la réaction de NCL80. Dans ces travaux, l’acide 4-

mercaptophénylacétique (MPAA) apparait comme une bonne alternative à l’utilisation de thiophénol. 

Le MPAA est très soluble dans l’eau (à pH > 5,5), n’a pas l’odeur désagréable du thiophénol et est 

commercialement disponible. C’est également un excellent groupement partant pour la réaction de 

transthioestérification avec la cystéine et la cinétique d’échange thiol-thioester avec l’alkylthioester 

est similaire en principe à celle obtenue avec le thiophénol. Aujourd’hui, le MPAA est le catalyseur le 

plus utilisé pour réaliser les réactions de NCL et est considéré comme le catalyseur de référence. Le 

MPAA est un faible réducteur, il est donc souvent utilisé en combinaison avec la TCEP pour maintenir 

les cystéines sous forme réduite. L’un des désavantages du MPAA est qu’il complique les étapes de 

purifications par HPLC lorsque la protéine cible élue à un temps de rétention proche de celui-ci. Il est 

donc préférable de l’éliminer du milieu réactionnel avant purification. Ceci est réalisé par acidification 

du milieu (pH < 5,5), ce qui entraine la précipitation du MPAA qui est ensuite extrait par de l’éther 

diéthylique17,42,94. Ce protocole n’est cependant pas applicable à toutes les protéines, certaines ne sont 

pas stables en milieu acide. 

Très récemment, le sulfonate de 3-mercaptobenzyle (3-MBSA, entrée 3, Figure 30) a été 

introduit comme nouveau catalyseur de la NCL pour surpasser les limitations du MPAA95. En effet, ce 

composé est plus hydrophile et élue plus tôt en HPLC que le MPAA. Cette propriété a permis à Cowper 

et ses collaborateurs d’isoler directement après ligation un analogue du glucacon-like peptide (GLP-1) 

en présence de 0,1 M 3-MBSA. Cependant, c’est un moins bon catalyseur que le MPAA et sa synthèse 

est longue (5 étapes).  
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Entrée Structure Nom pKa Propriétés Référence 

1 

SH

 

Thiophénol96 

6,5297 

6,298 

6,4399 

6,62100 

Partiellement soluble dans l’eau 

(470 mg/L at 15 °C101).  

Odorant. 

Souvent utilisé en combinaison 

avec le benzylmercaptan. 

NCL81 

EPL102 

2 

SH

CO2H  

MPAA 

6,6103 Soluble dans l’eau jusqu’à pH 5,5. 

Non odorant. 

80 

3 

SO3H

SH

 

3-MBSA 

Non 

référencé 

Soluble dans l’eau et 

significativement plus hydrophile 

que le MPAA. 

Moins efficace que le MPAA 

comme catalyseur.  

95 

Figure 30 : Les arylthiols utilisés pour catalyser la réaction de NCL. 

b) Catalyse par des alkylthiols 

Le benzylmercaptan ou benzylthiol a été utilisé dès l’introduction de la NCL pour ses propriétés 

réductrices33 (entrée 3, Figure 31). L’ajout de benzylthiol permet de diminuer la formation de ponts 

disulfures entre les cystéines. Le pKa du benzylmercaptan est très élevé, il est donc peu probable que 

celui-ci participe à la catalyse de la réaction de NCL. C’est pourquoi, il a souvent été utilisé en 

combinaison avec le thiophénol81,104. Comme il a été mentionné précédemment le thiophénol catalyse 

la réaction de NCL en formant un intermédiaire très réactif mais ce n’est pas un bon agent réducteur 

(le benzylmercaptan est plus réducteur que le thiophénol105). L’éthanethiol a été utilisé comme 

alternative au benzylthiol pour la synthèse de protéines hydrophobes (entrée 4, Figure 31)106. 

Le 2-mercaptoéthane sulfonate MESNa est un très bon nucléophile mais un modeste catalyseur 

pour la réaction de NCL. En effet, pour des alkylthiols comme le MESNa et le benzylthiol la réaction 

d’échange thiol-thioester n’est pas limitante (ΔpKa élevé). Ils entrainent des échanges rapides avec le 

peptide thioester initial mais comme ce sont de mauvais groupements partants, la réaction de 

transthioestérification devient limitante. En d’autres termes, les alkylthioesters formés par échange 

avec le MESNa ou le benzylthiol sont beaucoup moins réactifs que ceux formés avec le thiophénol ou 

le MPAA, par exemple. Néanmoins, le MESNa et l’un de ses analogues l’acide 3-
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mercaptopropiosulfonique (MPS) ont été utilisés pour la synthèse de plusieurs protéines d’intérêt 

biologique102,107,108. Par exemple en 2004, l’équipe de Gentle a décrit la réaction entre un thioester de 

2-mercaptoéthane-sulfonate et un cystéinyl peptide dérivé d’une protéine homologue à un domaine 

SH2 (pour l’anglais Scr homology region 2)107. La ligation a été réalisée en tampon phosphate (pH 7,5) 

et en présence de MESNa (~10 mM). 

Récemment, l’utilisation d’alkylthiols comme catalyseurs de la réaction de NCL a connu un 

regain d’intérêt avec l’introduction des procédés de désulfurisation (discuté au chapitre III section 2). 

En effet, les alkylthiols sont de modestes inhibiteurs de la formation de radicaux thiyls comparés aux 

arylthiols. Par conséquent, l’utilisation d’alkylthiols pour catalyser la réaction de NCL permet 

d’envisager des procédés de ligation-désulfurisation one-pot et ainsi de simplifier l’accès à certaines 

protéines. 

En 2014, l’équipe de Paynes a décrit un procédé de ligation-désulfurisation basé sur l’utilisation 

du trifluoro-éthanethiol TFET (entrée 6, Figure 31)109. Hupe et Jencks avaient d’ores et déjà notifié que 

le TFET est un meilleur nucléophile que le thiophénol pour la réaction d’échange avec l’acétate de 

nitrothiophényle PNTPA (constante de vitesse à 25 °C, TFET 4,9.103 M-1 min-1, thiophénol 2,16.103 M-1 

min-1)91. En effet, le pKa du TFET (7,30) est légèrement supérieur à celui du thiophénol (6,43). 

Concernant la réaction de NCL, Paynes et ses collaborateurs ont montré que le TFET est un catalyseur 

légèrement moins efficace que le MPAA à concentrations identiques. Cependant, le caractère très 

volatile du TFET permet de le retirer facilement du milieu réactionnel et donc de déclencher in situ une 

réaction de désulfurisation. La désulfurisation s’effectue par ajout de TCEP, de glutathion et d’un 

précurseur de radicaux comme le VA-044. 

Plus récemment, Huang et ses collaborateurs ont introduit le méthylthioglycolate (MTG) comme 

catalyseur de la NCL (entrée 5, Figure 31)59. La cinétique de ligation en présence de MTG est plus lente 

qu’avec le MPAA (~1,8 fois) mais l’utilisation de ce composé permet également de réaliser des 

procédés de ligation-désulfurisation one-pot. Le MTG possède un point d’ébullition beaucoup plus 

élevé (Teb= 152 °C) que le TFET ce qui permet de travailler dans une gamme de température plus large. 

Initialement, ce composé a été utilisé pour catalyser la ligation SEA à pH 5, tandis que le MESNa ne 

présentait pas de résultats satisfaisants au regard de la faible réactivité des thioesters de MES formés 

in situ110. 
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Entrée Structure Nom pKa Propriétés Référence 

1 SO3Na
HS

 MESNa 

9,53 (méthode 

de titrage) 

9,08 (méthode 

spectrophoto-

métrique 

Non odorant. EPL102 

NCL111 

2 SO3HHS  MPS Non référencé  108 

3 

SH

 

Benzylthiol 

9,4397 Odorant. 

En majorité insoluble 

dans l’eau. 

Utilisé en 

combinaison avec le 

thiophénol. 

33,81,104 

4 EtSH Éthanethiol 

10,5 Odorant. 

Utilisé en 

combinaison avec le 

thiophénol. 

106 

5 
O

OMe
HS

 
MTG 

7,999 Bonne solubilité 

dans l’eau112.  

Faible temps de 

rétention en RP-

HPLC. 

NCL59 

Ligation 

SEA110 

6 F3C
SH

 
TFET 7,3113 Teb = 35-37 °C 109 

Figure 31 : Les alkylthiols utilisés pour la catalyse de la réaction de NCL. 

2.2 Transfert d’acyle S→N intramoléculaire 

Le réarrangement de l’intermédiaire thioester par transfert d’acyle du soufre vers l’azote (S→N) 

est l’étape de la réaction de NCL la moins discutée dans la littérature (étape 3, Figure 26). 

Dans les années 1950, le réarrangement de la cystéamine ou de dérivés de la cystéine ont fait 

l’objet de plusieurs études29,114–116. Wieland et ses collaborateurs ont montré que la S-glycylcystéamine 

Gly-SCH2CH2NH2 se réarrange complètement en 2 min à pH 5,2. Trudelle et Caille ont également 

montré que la S-acétylcystéine se réarrange par migration d’acyle S→N jusqu’à pH 3117. 
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Barnett et Jencks ont étudié le transfert d’acyle du soufre vers l’azote S→N à travers l’hydrolyse 

de la thiazolidine T118 (Figure 32). Cette réaction conduit en conditions acides à la formation d’un 

intermédiaire (I) qui peut se réarranger soit en S-acétyl-mercaptoéthylamine (S) soit en N-acétyl-

mercaptoéthylamine (N). Les auteurs ont montré que la réaction implique un changement d’étape 

cinétiquement limitante en fonction du pH. L’attaque de l’eau est cinétiquement limitante au-dessus 

de pH 3. En dessous de pH 2, la rupture de l’intermédiaire tétraédrique devient limitante et conduit à 

des proportions équivalentes de S-acétyl-mercaptoéthylamine (S) et de N-acétyl-mercaptoéthylamine 

(N). Barnett et Jencks ont montré qu’entre pH 2 et pH 4, la proportion d’espèce thioester S résultant 

de l’hydrolyse de la thiazolidine décroit de 0,37 à 0,01. Cependant, dans cette gamme de pH le taux 

d’hydrolyse varie très peu. Pour expliquer ce phénomène, les auteurs ont décrit un mécanisme 

impliquant la formation d’intermédiaires I+- et I+ (Figure 32A). Ils postulent qu’au-dessus de pH 2, la 

protonation de I+- en I+ est l’étape limitante du processus d’aminolyse du thioester S en amide N. 

 

Figure 32 : Mécanisme proposé par Barnett et Jencks pour la formation de la S-acétyl-
mercaptoéthylamine (S) et de la N-acétyl-mercaptoéthylamine (N) à partir de l'intermédiaire I produit 
par hydrolyse acide de la thiazolidine (T). 

Les auteurs ont étudié la catalyse acide générale de la réaction de transfert d’acyle de l’espèce 

(S) vers l’espèce (N). La Figure 33 présente la relation entre le logarithme de la constante de vitesse de 

la réaction de transfert de proton et le pKa de différents acides. La courbe en pointillés rouges 

correspond à un régime où la pente de la courbe α est égale à zéro c’est-à-dire que la protonation de 

I+- est contrôlée par la diffusion et donc que la vitesse de transfert de proton est indépendante de la 

force de l’acide. L’ion H3O+ se situe au-dessus de cette ligne, probablement parce que ce transfert de 

proton est assisté par les molécules d’eau adjacentes ce qui induit un mécanisme par « saut de 

protons » (« proton-jump » d’après Barnett et Jencks). Pour des acides plus faibles (pKa > 7), le transfert 

de proton devient thermodynamiquement non favorable et la vitesse de ce transfert devient 
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proportionnel à la force de l’acide (courbe en pointillés bleus, Figure 33). On remarque que l’eau et le 

bicarbonate sont en dehors de la courbe de prédiction (courbe en pointillés bleus, Figure 33) et que la 

vitesse de réaction est plus rapide que prévue par la courbe de Brønsted. En effet, ces deux acides 

induisent un transfert de proton par catalyse bifonctionnelle qui implique un mécanisme concerté 

intramoléculaire (Figure 32B). 

 

Figure 33 : Logarithme de la constante de vitesse de la réaction de transfert d’acyle de l’espèce (S) vers 
l’espèce (N) en fonction du pKa de divers acides. La courbe en pointillés rouges correspond α est égale 
à zéro tandis que la courbe en pointillés bleus correspond à α ~1. Le graphique est reproduit à partir 
des données de la référence Barnett, 1969118. 

Plus récemment, Wang et ses collaborateurs ont réalisé une étudie théorique du transfert 

d’acyle de S vers N dans le cadre de leur étude du mécanisme de la NCL78. Les calculs ont été réalisés 

en utilisant le niveau B3LYP/6-31+G * de la théorie et le modèle polarisable continu (PCM) pour 

modéliser les effets de solvants (ici, l’eau). Ils ont montré que le réarrangement intramoléculaire 

suivait un mécanisme par étape comme décrit dans la Figure 34. Dans un premier temps, l’amine 

attaque le carbonyle pour former un intermédiaire cyclique à 5 chainons I1
+- via l’état de transition TS1. 

Puis, la liaison carbone-soufre se rompt pour former le lien amide via l’état de transition TS2. Les 

auteurs ont calculé une énergie d’activation relative de 12,7 kcal.mol-1 pour TS1 par rapport au réactif 

de départ S. La rupture de la liaison C-S (TS2) implique une énergie d’activation relative de   

7,1 kcal.mol-1 par rapport à I1
+. La formation du produit final N implique des énergies d’activations 

significativement plus faibles que pour les autres étapes de la NCL. Les auteurs en déduisent que le 

transfert d’acyle intramoléculaire de S→N n’est pas l’étape significativement limitante de la réaction 

de NCL. Au global, le réarrangement est exogernique de 7,4 kcal.mol-1. Par ailleurs, l’énergie 
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d’activation calculée pour le réarrangement inverse de l’azote vers le soufre (N→S) est de 31,1 

kcal.mol-1, ce qui a amené les auteurs à conclure que le réarrangement est irréversible. 

 

Figure 34 : Mécanisme calculé par Wang et ses collaborateurs pour le transfert intramoléculaire de 
S→N. 

Barnett et Jencks ont également montré que la vitesse de transfert d’acyle S→N de la S-acétyl-

mercaptoéthylamine (S) est insensible à l’addition d’une forte concentration en sel ou de co-solvant 

comme le n-BuOH. À l’inverse, Cuccovia et ses collaborateurs ont montré que la vitesse de transfert 

d’acyle S→N de la S-acétyl-mercaptoéthylamine est fortement ralentie (100 fois) par l’ajout de 

dodécylsulfate de sodium (SDS), un détergent chargé négativement119. Les détergents chargées 

positivement ou neutres comme le bromure d’hexadécyltriméthylammonium (CTAB) ou le Brij n’ont 

quant à eux pas d’effets. Les auteurs ont assigné l’effet du SDS à une augmentation du pKa de l’amine 

primaire de la S-acétyl-mercaptoéthylamine. Dans l’eau, le pKa de celle-ci est de 9,1120, Cuccovia et ses 

collaborateurs ont estimé un pKa de 11 en présence de SDS. 

Cette observation met en exergue l’influence d’additifs sur la cinétique de réaction. Au cours 

des dernières années de nombreux agents dénaturants, détergents, co-solvants ont été utilisés dans 

les réactions de NCL notamment pour augmenter la solubilité des segments peptidiques. Au vu de 

l’importance de la réaction de NCL pour l’accès à des grandes protéines et de la complexité des 

mécanismes mis en jeux, il est important d’identifier et de comprendre le rôle et les effets d’additifs 

sur la réaction de NCL. 

 Rôle des agents dénaturants, détergents et solvants en NCL 

3.1 Les agents dénaturants 

Les réactions de NCL sont souvent réalisées en présence d’agents dénaturants comme le 

chlorhydrate de guanidine ou l’urée. De façon générale, les agents chaotropiques destabilisent la 
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structure tridimensionnelle des protéines en interférant avec les interactions faibles (liaisons 

hydrogènes, forces de van der Waals et effet hydrophobe). Dans le cas de la NCL, les agents 

dénaturants permettent donc d’éviter l’agrégation des peptides en solution et d’augmenter leur 

solvatation dans les conditions de réaction. 

3.1.1 L’urée 

Bien qu’elle soit utilisée depuis de nombreuses années, le mécanisme d’action de l’urée pour la 

dénaturation des protéines n’a pas été totalement élucidé. En 2009, le groupe de Berne suggère que 

l’urée forme des interactions plus fortes avec les chaines latérales et le squelette des protéines que 

l’eau121. Ceci entrainerait le dépliement de la protéine et permettrait à l’urée de se rapprocher du cœur 

hydrophobe et d’agir comme un tensioactif par liaison hydrogène avec l’eau et la protéine. La même 

année, un autre groupe décrit un tout autre processus122 démontrant ainsi la controverse au sujet du 

mode d’action de l’urée. Il n’en reste pas moins que l’urée est très utilisée en biologie pour dénaturer 

les protéines notamment pour les techniques d’électrophorèse. 

Cependant, l’utilisation d’urée peut entrainer des réactions secondaires. En effet, en solution 

l’urée est en équilibre avec le cyanate d’ammonium. Ce composé peut réagir avec l’amine terminale 

des protéines ou les chaines latérales des lysines123. Dans les conditions de NCL classique (pH neutre, 

37 °C), l’isomérisation est très lente et l’équilibre est atteint après quelques jours124. Par conséquent, 

ce phénomène ne doit pas en principe gêner l’utilisation d’urée dans des procédés de ligation dès lors 

que le tampon de ligation est fraichement préparé. 

 

Figure 35 : Réaction de l'isocyanate d'ammonium avec les amines. 

3.1.2 Le chlorhydrate de guanidine (Gdn.HCl) 

La série de Hofmeister définit les effets de différents ions sur les propriétés physiques (solubilité, 

stabilité structurale) de molécules organiques ou de protéines125. En général, les propriétés d’un sel 

sont guidées par la nature de l’anion. Cependant, l’ion guanidinium (Gdn+) apparait comme une 

exception à cette observation. L’ion Gdn+ est constitué d’une partie hydrophobe mais peut induire des 

interactions hydrogènes grâce aux trois groupements NH2. La structure particulière du Gdn+ lui confère 

des propriétés physicochimiques uniques. L’action de l’ion guanidium est très dépendante du contre-

ion avec lequel il est apparié. En particulier, seuls des sels formés avec des partenaires peu hydratés 
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(SCN-, Cl-) induisent la dénaturation des protéines126,127. À l’inverse, les sels formés avec des anions très 

hydratés (SO4
2) induisent un effet stabilisateur128,129. 

En particulier, le mécanisme d’action du Gdn.HCl a été intensivement étudié. Il apparait que le 

Gdn.HCl interagit avec la plupart des chaines latérales des acides aminés130,131. L’ion guanidinium induit 

des interactions fortes avec les chaines anioniques132 et participe également à des liaisons hydrogènes 

avec les groupements carbonyles du squelette protéique133. Le rôle du contre-ion a été étudié par le 

groupe de Cremer. Ils ont montré que lorsque l’on travaille à un pH supérieur au point isoélectrique 

d’une protéine, il est préférable d’utiliser le Cl- comme contre ion. Dans ce cas, le Gdn+ interagit avec 

l’interface négative de la protéine et entraîne sa dénaturation en stabilisant la forme non repliée. Il est 

à noter que les processus de dénaturation requièrent de grandes concentrations en sels. Ici, une faible 

concentration peut entraîner un effet stabilisateur. Par ailleurs, pour des pH de travail inférieurs ou 

proches du point isoélectrique, il est préférable d’utiliser le thiocyanate de guanidine (Gdn.SCN). En 

effet, l’ion guanidinium n’interagit pas ou peu avec des surfaces neutres ou chargées positivement. 

Dans ce cas, l’anion SCN- est nécessaire pour participer à des interactions avec la protéine et ainsi 

rendre la surface suffisamment négative pour permettre le recrutement de l’ion guanidinium et 

dénaturer la protéine. 

À ce jour, le thiocyanate de guanidine n’a jamais été utilisé pour réaliser des réactions de 

NCL. L’effet de l’ajout d’un tel composé sur la cinétique de réaction ou sur l’introduction de réactions 

secondaires est difficile à prévoir. En effet, la présence potentielle d’une fonction thiol (résultant du 

thiocyanate) pourrait interférer dans la réaction de ligation. 

À l’inverse, le chlorhydrate de guanidinium est un additif classiquement utilisé pour la NCL. La 

plupart des protéines sont dénaturées dans une solution à 6 M de Gdn.HCl. Ceci permet d’éviter le 

repliement (folding) des segments peptidiques qui pourrait masquer les extrémités réactives au cours 

de la réaction. Par ailleurs, le Gdn.HCl est beaucoup plus efficace que l’urée en tant que dénaturant : 

2,8 fois pour le dépliement de ribonucléase et 1,7 fois pour le lysozyme134. 

Cependant, bien que les thioesters soient stables en présence de Gdn.HCl à pH neutre ou acide, 

l’utilisation de conditions basiques peut entrainer l’aminolyse de ces derniers. On observe ainsi la 

formation de produits secondaires de type N-peptidyl guanidine (Figure 36). 

 

Figure 36 : Réaction d'hydrolyse de thioester en présence de Gdn.HCl à pH basique. 
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Finalement, il est important de noter que l’utilisation de fortes concentrations en sels peut avoir 

un effet sur la valeur réel du pH, à opposer avec la valeur mesurée par une électrode de verre. En 2001, 

le groupe de Sanchez-Ruiz a étudié ce phénomène et établi qu’un facteur de correction de ~0,8 devait 

être ajouté à la valeur de pH mesurée dans 6 M de Gdn.HCl135. 

3.2 Les détergents ou tensioactifs 

Une grande variété de détergents a été utilisée dans des réactions de ligation pour aider à 

solubiliser à la fois les fragments peptidiques et le produit de ligation. 

Le β-N-octylglucoside (OG) est l’un des premiers détergents à avoir été utilisé dans une réaction 

de ligation. C’est un détergent non ionique136 qui présente l’avantage d’être facilement éliminé par 

dialyse137. Il a initialement été utilisé pour solubiliser des protéines membranaires tout en conservant 

leurs activités enzymatiques137,138. En 1999, Bianchi et ses collaborateurs l’ont utilisé pour la synthèse 

d’un cofacteur de la protéase HCV (virus de l’hépatite C) par ligation chimique native139. Ils ont 

assemblé deux fragments peptidiques dans 25 mM de tampon HEPES (pH 7) en présence de 1 % de 

thiophénol et 2 % d’OG. Il est intéressant de noter que l’utilisation de différentes concentrations de 

chlorohydrate de guanidine (2-6 M) en présence ou non de co-solvants (ACN, dioxane, DMF) n’a pas 

permis de solubiliser la protéine cible. 

La dodécylphosphocholine (DPC) a également été utilisée dans des procédés de ligation. En 

2004, Clayton l’a utilisé pour la synthèse totale de deux protéines membranaires d’E. coli (Ec-MscL) et 

de Mycobacterium tuberculosis (Tb-MscL)140. Les ligations ont été réalisées dans 8 M d’urée, 0,25 M 

de tampon phosphate (pH 7,5) en présence de 48 mM de DPC et 0,5 % thiophénol. Plus récemment, 

Kwon a décrit l’utilisation de DPC et d’urée pour solubiliser des fragments hydrophobes de la protéine 

M2 du virus de la grippe9. Cependant, il rapporte que la DPC contamine le produit final de ligation et 

ne peut être complètement éliminée. À noter, l’utilisation d’OG n’a pas permis de conduire la réaction 

de ligation dans le cas décrit. 

Le dodécylsulfate de sodium (SDS) est un tensioactif ionique également très utilisé pour réaliser 

des réactions de NCL avec des segments hydrophobes. En 2002, Valiyaveetil a montré l’utilité du SDS 

pour la synthèse du canal potassique KcsA141. Dans cette étude, il a testé différentes conditions de 

ligation, 50 % TFE + 4,8 M Gdn.HCl, 1 % SDS ou 1 % SDS + 8 M urée, pour augmenter la solubilité des 

segments mis en jeu. En présence de 1 % SDS, les segments restent solubles même après des temps 

de réactions longs tandis que dans les autres conditions ils observent une précipitation lente. Des 

études complémentaires ont montré qu’une lyophilisation préalable des peptides en présence de SDS 

permettait d’obtenir des concentrations peptidiques plus élevées dans le milieu de ligation. 
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Ces différents exemples montrent l’importance d’adapter les combinaisons 

détergent/catalyseur thiol/agent dénaturant au cas par cas pour obtenir des ligations efficaces. 

 

Figure 37 : Exemples de détergents utilisés pour la ligation de peptides hydrophobes. 

3.3 Les solvants organiques 

Les réactions de NCL ont été réalisées en présence de différents solvants organiques. Dittman 

et ses collaborateurs ont même décrit des réactions de NCL dans des milieux totalement 

organiques142,143. En 2010, ils ont réalisé une étude sur quatre solvants polaires : DMF, NMP, DMSO et 

TFE142. Ils notent que la présence d’une base, ici la triéthylamine, est nécessaire pour induire la ligation. 

Le DMF a conduit aux cinétiques de réaction les plus rapides comparés à la NMP ou au TFE, tandis 

qu’aucun produit de ligation n’a été observé dans le DMSO. Ils ont également noté que l’utilisation 

d’une combinaison de thiophénol et de benzylmercaptan catalyse plus efficacement la réaction de NCL 

comparativement au MPAA. Dans les deux cas, ils ont observé la formation de précipités de réactifs et 

de produits de ligation après de long temps de réaction (12 h). Le groupe de Dittman a montré que 

l’ajout de LiCl au milieu réactionnel permettait d’éviter la précipitation des segments hydrophobes, 

même après de longs temps réactionnels. L’utilisation de sels de lithium a été décrite en premier lieu 

par Seebach pour augmenter la solubilité de peptides dans des solvants aprotiques et non polaires144. 

Plus tard, Dittman et ses collaborateurs ont vérifié si l’utilisation de DMF n’induisait pas de 

réactions secondaires143. Dans leur étude, ils montrent que l’utilisation de triéthylamine (20 mM), de 

thiophénol (20 mM), de LiCl (0,18 M) dans du DMF conduit au minimum à 3 % d’épimérisation. De 

plus, ils démontrent que la réaction de NCL dans le DMF est chimiosélective. Il n’y a pas d’interactions 

avec les groupements fonctionnels des chaines latérales des peptides mis en jeu. L’utilisation de DMF 

ne nécessite donc pas l’utilisation de groupements protecteurs pour les chaines latérales. Inspiré par 

ces travaux, Sohma a décrit l’utilisation de DMF/Et3N pour la synthèse d’O-acyl peptides par ligation145. 

L’utilisation de DMF a permis de prévenir la migration d’acyle de l’oxygène vers l’azote conduisant au 
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réarrangement des O-acyl peptides. En effet, en absence de solvant protique (eau, alcool) l’aminolyse 

des esters est probablement très lente146. 

Bien qu’aucun produit de ligation n’ait été observé par Dittmann dans le DMSO, ce dernier a été 

utilisé en tant que co-solvant par le groupe de Herbst. En 2016, il a utilisé 7,5 % de DMSO dans du 

tampon phosphate salin (PBS) pour éviter l’agrégation des fragments peptidiques comportant des 

fluorophores147. Il est important de noter que l’utilisation de DMSO peut avoir un effet sur la valeur 

réel du pH. En effet, Mukerjee et Ostrow ont montré que le DMSO a un effet significatif sur les valeurs 

de pH notamment dans les tampons acétate et phosphate148. 

Enfin, les solvants organiques peuvent également être utilisés en combinaison avec les 

dénaturants classiques pour augmenter la solubilité de fragments peptidiques hydrophobes. En 1999, 

Kochendoerfer et Salom réalisèrent la synthèse de la protéine M2 de la grippe A en assemblant deux 

segments dans un mélange 6 M Gdn.HCl (pH 7,5) TFE (70/30 v/v)149. En 2015, Kwon et ses 

collaborateurs ont décrit la synthèse de la protéine M2 (22-71) de la grippe9. La ligation entre les 

fragments a été réalisée dans 60 % TFE (v/v) et 5,4 M d’urée. Il est intéressant de noter que dans un 

mélange TFE/Gdn.HCl la ligation n’a pas eu lieu. 

Cette observation montre bien que chaque protéine a ses particularités et qu’il n’y a pas de 

méthodes et de conditions universelles pour assembler des segments qui posent de sérieux problèmes 

de solubilité et d’agrégation. 

 Réactions secondaires au niveau des cystéines/sélénocystéines 

4.1 Réaction d’oxydation des thiols/sélénols 

La réaction de NCL et les méthodes apparentées nécessitent la présence de fonctions thiols ou 

sélénols libres dans les conditions de ligation. 

Les thiols sont connus pour réagir spontanément avec l’oxygène. Ce phénomène a été 

intensivement étudié depuis de nombreuses années. En 1968, Cavallini a décrit le mécanisme de la 

réaction entre les composés thiols et l’oxygène en solution aqueuse150. Cette réaction conduit à la 

formation de disulfures, d’eau ou de peroxyde d’hydrogène (équations 1 et 2, Figure 38). Cependant, 

l’oxydation des thiols peut conduire à différents états d’oxydation du souffre en fonction des 

conditions opératoires. À pH neutre (pH 7-9), l’oxydation des thiols conduit à la formation de disulfure 

selon le mécanisme décrit par la Figure 38151. Ce mécanisme met en jeu la production d’espèces 

radicalaires thiyles, qui par combinaison avec les espèces thiolates conduit à la formation de disulfures. 

Les réactions de formation ou de décomposition des radicaux RSSR•-  sont en général les étapes 

limitantes du processus (équations 4 et 5, Figure 38). 
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Figure 38 : Réaction d'oxydation des thiols par l'oxygène. 

La cinétique d’oxydation des thiols est corrélée à la concentration en espèces thiolates et donc 

au pH du milieu aqueux (ou à la quantité de base en milieu organique152). Ainsi, l’oxydation est plus 

rapide quand le pH de la solution est proche ou au-dessus du pKa de l’espèce thiol impliquée. 

Par ailleurs, plusieurs scientifiques ont remarqué que la présence d’ions métalliques catalyse la 

réaction d’oxydation153–155. En 2003, Bagiyan et ses collaborateurs ont étudié plusieurs métaux et 

décrivent l’ordre d’efficacité catalytique suivant dans des tampons borate-phosphate : Cu > Mn > Fe > 

Ni >> Co151. Ils ont également décrit que la catalyse par ces métaux augmente de 100 fois la cinétique 

d’oxydation en milieu neutre ou légèrement basique (pH 6-12). En milieu acide, les thiols s’oxydent 

selon des cinétiques similaires avec ou sans catalyseur métallique. Le fait que les radicaux thiyles 

peuvent être produits par réaction entre un thiol et l’ion ferrique est bien connu. Ce procédé est une 

source importante de radicaux thiyles et d’espèces réactives de l’oxygène dans les organismes 

vivants156. 

La plupart des réactifs, solutions, tampons utilisés en laboratoires contiennent des traces de fer 

ou d’autres métaux157. La stabilité de différents thiols (DTT, 2-mercaptoéthanol, MPA, glutathion) a été 

étudié par Stevens et ses collaborateurs158. En jouant sur différents paramètres (température, pH, 

présence Cu2+), ils ont montré que le temps de demi-vie de ces thiols pouvait décroitre 

considérablement. En absence de précautions particulières, ils sont de l’ordre de quelques heures 

voire inférieurs à une heure en présence d’ions métalliques du cuivre (exemple du DTT et du MPA, 

Figure 39). À l’inverse, l’ajout d’acide éthylène diamine tétraacétique (EDTA) permet de diminuer la 

cinétique d’oxydation. L’EDTA est un chélateur de métaux très utilisé dans les tampons biologiques 

mais peu utilisé lors des ligations chimiques159,160. 
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 Temps de demi-vie (h) 
Conditions DTT MPA 

pH 6,5 à 20 °C 40 7 
pH 8,5 à 20 °C 1,4 4,5 
pH 8,5 à 40 °C 0,2 1,6 

pH 8,5 à 20 °C + 0,1 M Cu2+ 0,6 0,4 

pH 8,5 à 20 °C + 1 M EDTA 4 > 100 

Figure 39 : Étude de l'effet de différents paramètres sur le temps de demi-vie du DTT dans 0,1 M tampon 
phosphate. Tableau reproduit à partir des données de R. Stevens158. 

La réaction de NCL et les méthodes apparentées sont généralement réalisées à 37 °C, en milieux 

neutre ou légèrement acide. Dans ces conditions, les thiols réagissent rapidement avec l’oxygène que 

ce soit la cystéine participant à la jonction ou les thiols exogènes (catalyseurs). Il est donc important 

d’empêcher ce phénomène en travaillant en conditions inertes et/ou en présence d’agents réducteurs 

forts comme le chlorhydrate de tris(2-carboxyéthyl)phosphine (TCEP). Si la réaction a lieu sous 

atmosphère inerte, la présence d’aryle thiol comme catalyseur de la réaction est suffisante pour 

maintenir les cystéines sous forme réduite. En effet, les aryle thiols sont des réducteurs faibles mais ils 

sont généralement utilisés en excès. 

4.2 L’acide ascorbique : inhibiteur d’oxydation 

Les procédés d’oxydation des thiols ou des sélénols sont principalement dus à la formation de 

radicaux thiyles ou sélényles dans les conditions de ligation. L’acide ascorbique (vitamine C) est un 

diacide très utilisé pour prévenir l’oxydation des thiols en disulfure. En effet, celui-ci réagit avec les 

radicaux formés pour regénérer des thiols selon le mécanisme présenté par la Figure 40. Le radical 

AcsH•- formé par réaction d’un radical thiyle avec l’ascorbate se dismute et conduit à la formation 

d’ascorbate et d’acide dehydroascorbique (DHA). La réaction de dismutation est un équilibre, ce qui 

signifie que la présence de DHA en solution peut conduire à la formation de AscH•-. Cependant, 

l’électron non apparié de ce composé est très délocalisé ce qui en fait un faible réducteur ou oxydant. 

Il n’est pas capable de réagir avec un thiol pour former de nouveaux radicaux thiyles161. Il est important 

de noter que l’acide ascorbique peut également inhiber la réaction de désélénisation162. 
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Figure 40 : Réaction de l'acide ascorbique avec les radicaux thiyles. 

Par ailleurs, l’acide ascorbique n’est pas capable de réduire les ponts disulfures de protéines 

bien qu’il puisse réduire des disulfures activés comme l’acide 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoique) 

(DTNB)163. D’autres agents réducteurs de ponts disulfures ou disélénures sont donc généralement 

utilisés dans les réactions de NCL. 

4.3 Agent réducteur de disulfures ou disélénures : la TCEP 

4.3.1 Propriétés générales 

La TCEP est un agent réducteur très utilisé dans les réactions de NCL. Ce composé est inodore et 

est disponible commercialement sous forme de sel de chlorohydrate164. La TCEP présente une bonne 

solubilité dans l’eau (310 g/L) et est stable sous forme solide ou en conditions aqueuses165. Le pKa de 

la phosphine est de 7,66 tandis que les pKa des fonctions acides carboxyliques sont de 2,99 ; 3,67 et 

4,36166. En 1969, Levison et ses collaborateurs ont étudié pour la première fois la TCEP pour sa capacité 

à réduire des ponts disulfures dans les protéines167. Dans leur étude, ils ont comparé les propriétés de 

réduction du mercaptoéthanol, de la tris(hydroxyméthyl)phosphine et de la TCEP pour la réduction de 

ponts disulfures d’immunoglobulines G (IgG). Ils montrent que la TCEP présente un fort pouvoir 

réducteur. Par ailleurs, Gray et ses collaborateurs ont montré que la TCEP était efficace dans des 

conditions acides, jusqu’à pH 3168. En effet, ils notèrent une chute de la cinétique de réduction entre 

pH 3 et pH 2. Cette observation suggère l’implication d’un groupement carboxylate dans le mécanisme 
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de réduction. Par exemple, le carboxylate de l’espèce décrite Figure 41B pourrait déprotoner la 

phosphine intramoléculairement, et ainsi permettre une attaque nucléophile de la phosphine sur le 

disulfure. 

 

Figure 41 : A) Chlorhydrate de tris(2-carboxyéthyl)phosphine B) Le groupement carboxylate participe à 
la réduction des ponts disulfures à pH > 3. 

4.3.2 Stabilité en solutions aqueuses 

La stabilité de la TCEP en solution a été étudiée par le groupe de Han169 à l’aide d’une méthode 

permettant de déterminer la concentration de TCEP en solution. Cette méthode mesure par 

spectrométrie UV (λ=412 mM) la quantité de 2-nitro-5-thiobenzoate (NTB) formée après réduction de 

l’acide 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoique) par la TCEP (Figure 42A). En utilisant cette méthode, il est facile 

de déterminer la stabilité de la TCEP dans différents tampons (Figure 42B). 
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B) 

Entrée Solution/tampon d'incubation 
% TCEP oxydée 

24 h 3 semaines 

1 100 mM HCl < 3 % < 3 % 

2 100 mM NaOH < 3 % 15,4±0,4 

3 50 mM Tris-HCl, pH 7,5 < 3 % 18,7±0,6 

4 50 mM Tris-HCl, pH 8,5 < 3 % 16,8±0,5 

5 50 mM Tris-HCl, pH 9,5 < 3 % 14,5±0,5 

6 50 mM Borate, pH 8,2 < 3 % 6,6±0,2 

7 50 mM Borate, pH 10,2 < 3 % 5,3±0,1 

8 50 mM HEPES, pH 6,8 < 3 % 14,8±0,4 

9 50 mM HEPES, pH 8,2 < 3 % 13,6±0,3 

10 50 mM CAPS, pH 9,7 < 3 % 9,8±0,3 

11 50 mM CAPS, pH 11,1 < 3 % 4,3±0,1 

Figure 42 : A) Réduction du DTNB par la TCEP B) Stabilité de la TCEP (2mM, 25-28 °C, 5 mL dans des 
flacons scellés) dans différents tampons. 

Il apparait que la TCEP est stable durant 24 heures dans des conditions acides ou basiques 

(entrées 1 et 2, Figure 42B) mais également dans des tampons Tris, Hepes et Caps couvrant une gamme 

de pH 6,8-11,1 (entrées 3-11, Figure 42B). De plus, après 3 semaines dans des flacons scellés contenant 

les différentes solutions, le pourcentage d’oxydation est inférieur à 20 %, traduisant la grande stabilité 

de la TCEP dans ces conditions. 

Il est cependant évident que la TCEP est moins stable en présence de tampon phosphate. Ce 

phénomène a été décrit en premier lieu par l’équipe de Burns165. En 1991, ils ont montré que la TCEP 

s’oxyde rapidement en tampon phosphate (0,4 M) à des pH basiques. Ils ont noté également que 
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l’oxydation est beaucoup plus lente à des pH inférieurs à celui du pKa de la phosphine (pKa 7,66). Pour 

leur étude, les solutions ont été agitées vigoureusement à l’air et à température ambiante et les 

analyses ont été réalisées par RMN 1H. Après 23 heures, ils ont observé 80 % de forme oxydée et 

l’oxydation était complète après 72 heures pour un pH de 7,4 tandis qu’à pH de 11,6, l’oxydation 

complète était atteinte après 30 min seulement. 

Han et ses collaborateurs ont décrit également une oxydation accélérée en présence de tampon 

phosphate. Ils ont montré que la TCEP est particulièrement sensible à l’oxydation pour des pH proches 

de la neutralité (pH 7-8) : après 72 heures ils ont observé 100 % d’oxydation en présence de 0,35 M de 

tampon phosphate à pH 7.5 (Figure 43). Cependant, leur étude est en contradiction avec celle de Burns 

pour des pH plus basiques (pH 11,6). 

 

Figure 43 : Stabilité de la TCEP en tampon phosphate (0,15 M et 0,35 M phosphate, 5 mL de solution 
dans des flacons scellés, 25-28 °C). La concentration en TCEP est déterminée en utilisant la méthode 
DTNB (quantification de NTB produit par réduction à 412 nm). 

Il est important de noter que les réactions de NCL sont généralement conduites dans une gamme 

de pH allant de 6,5 à 8. De plus, les ligations à des jonctions difficiles induisent des temps de réactions 

prolongés (plusieurs jours). L’oxydation de la TCEP dans ces conditions pourrait poser problème. 

Enfin, la méthode développée par le groupe de Han a été utilisée par le groupe de Getz pour 

déterminer l’influence d’ions métalliques (Mg2+, Ni2+, Fe3+) et d’un chélateur de métaux sur la stabilité 

de la TCEP170. Dans leur étude, ils ont montré que la TCEP (0,1-1 M) est relativement stable en présence 

d’ions métallique à 4 °C (≤ 5 % d’oxydation après une semaine) et à 25 °C (≤ 11 % d’oxydation après 

une semaine). À l’inverse, l’ajout d’acide éthylène-bis(oxyéthylènenitrilo)tétraacétique (EGTA) favorise 

significativement l’oxydation de la TCEP (68-72 % d’oxydation après une semaine). 
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4.3.3 Déchalcogénation 

L’utilisation de TCEP peut induire la déchalcogénation de thiols ou de sélénols et notamment de 

la cystéine171 et de la sélénocystéine172–174. 

La désulfurisation d’alkylthiols par des phosphites a été observée pour la première fois par le 

groupe de Hoffman en 1956175. Ils notèrent que la réaction est catalysée par des températures élevées 

ou par irradiation UV à température ambiante. Les conditions photochimiques induiraient la scission 

homolytique de la liaison S-H. Un an après, le groupe de Walling a décrit l’utilisation d’un initiateur de 

radicaux, l’AIBN (azobisisobutyronitrile), pour accélérer la désulfurisation176. Il a également proposé un 

mécanisme impliquant la combinaison de radicaux thiyles avec l’atome de phosphore conduisant à la 

formation d’un radical phosphoryle. Ce dernier se décompose par coupure homolytique de la liaison 

C-S en radical alkyle et en sulfure de phosphine. Finalement, le radical d’alkyle adsorbe un proton du 

solvant ou d’un thiol du milieu réactionnel pour former un groupement alkyle. Ce mécanisme 

s’applique à la désulfurisation de peptides par la TCEP (X=S, Figure 44). 

 

Figure 44 : Mécanisme radicalaire de déchalcogénation. 

Le procédé de désélénisation de disélénures par les phosphines a également été intensivement 

étudié. En 1975, le groupe de Millington a décrit l’abstraction du sélénium du disélénure de diéthyle 

par des phosphines tertiaires sous radiation UV177. Il propose un mécanisme impliquant la formation 

photochimique de radicaux sélényles suivie de la réaction avec une phosphine (équations 1 et 2, Figure 

45). Le radical [Ph2MePSeEt]• se décomposerait ensuite en sélénophosphine et radical éthyle (équation 

3, Figure 45). Finalement, le radical éthyle réagirait avec le disélénure de diéthyle pour produire le 

sélénure de diéthyle et EtSe• (équation 4, Figure 45). Un an plus tard, le groupe de Chu a décrit un 
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mécanisme similaire pour la désélénisation du disélénure de benzyle par la triphénylphosphine178. Ce 

mécanisme s’applique également à la désélénisation de sélénopeptides par la TCEP (X=Se, Figure 44). 

 

Figure 45 : Mécanisme de désélénisation du disélénure de diéthyle par une phosphine tertiaire. 

Il est à noter que les énergies de dissociation des liaisons X-H (BDE) de la cystéine (X=S, BDE = 

367 kJ/mol)179 et de la sélénocystéine (X=Se, BDE = 314 kJ/mol)180 ont été déterminées par des calculs 

ab initio. Il apparait que la liaison sélénol (Se-H) est plus faible que la liaison thiol (S-H). Par conséquent, 

la formation d’un radical thiyle à partir d’un thiol nécessite un initiateur de radicaux, une température 

élevée ou une irradiation UV tandis que la formation de radicaux sélényles est facile et rapide à 

température ambiante181. Finalement, la différence de réactivité de ces composés permet d’envisager 

la désélénisation sélective d’une sélénocystéine par la TCEP en présence d’une cystéine172. 

La déchalcogénation de cystéines ou sélénocystéines en alanine a été beaucoup étudiée. En 

2007, le groupe de Danishefsky a décrit une méthode de désulfurisation par voie radicalaire en utilisant 

un analogue hydrosoluble de l’AIBN, le VA 044182. Depuis, cette méthode a été étendue à la 

déchalcogénation de nombreux dérivés thiolés d’acides aminés ce qui permet d’envisager des ligations 

à tout type de jonction (discuté au chapitre III section 2). 

Dans le cas où elle ne serait pas souhaitée, la réaction de déchalcogénation par la TCEP peut être 

inhibée par l’ajout d’acide ascorbique. Comme décrit dans la section précédente (4.2), l’acide 

ascorbique réagit avec les radicaux thiyles ou sélényles, cette réaction doit probablement avoir lieu 

avant que les radicaux n’aient pu réagir avec la phosphine. L’ajout d’acide ascorbique permet donc de 

prévenir la désulfurisation183 ou la désélénisation162 lors de réaction de NCL. Finalement, ce mécanisme 

étant catalysé par la présence d’une phosphine tertiaire, une solution potentielle est de remplacer la 

TCEP par du DTT. 

 Bilan/Conclusion  

En résumé, la NCL et les méthodes apparentées sont devenues des outils courants et 

indispensables à la synthèse de protéines par voie chimique. Ces méthodologies ont fait l’objet de 

beaucoup de revues concernant les aspects synthétiques et les applications biologiques. Ici, nous 

avons présenté une étude approfondie des concepts fondamentaux et processus chimiques impliqués 
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dans ces réactions. L’étude des aspects mécanistiques des réactions mises en jeu a permis de mettre 

en exergue l’importance du développement de catalyseurs. En effet, les cinétiques des réactions sont 

très importantes afin d’éviter l’hydrolyse et l’agrégation des segments et prévenir les réactions 

secondaires. Le rôle de différents additifs, solvants et détergents sur la réactivité et la solubilité des 

protéines a été discuté. Nous avons vu qu’il n’y a pas de stratégie synthétique universelle et que 

chaque protéine possède des propriétés qui lui sont propres et qui impliquent des conditions 

réactionnelles particulières. Finalement, l’étude et la compréhension de ces concepts fondamentaux 

nous permet de mieux appréhender les améliorations et développements nécessaires afin de 

surmonter les limitations actuelles des méthodes de ligation. Nous proposons un état des lieux de ces 

limitations dans la suite de ce manuscrit, ainsi que des pistes de réflexion pour y remédier. 
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CHAPITRE III : VISION STATISTIQUE DE LA SYNTHÈSE CHIMIQUE DE 

PROTÉINES 

La NCL et les méthodes dérivées ont permis d’apporter de nouveaux outils pour l’obtention de 

protéines synthétiques. Cependant, plus de 20 ans après l’introduction de la NCL se pose la question 

de l’impact réel de cette chimie sur le domaine et sur l’évolution des méthodes utilisées. Nous avons 

souhaité réaliser une étude statistique de l’utilisation de la NCL et des méthodes apparentées pour la 

synthèse totale de protéines par voie chimique dans le but d’identifier les limitations actuelles dans le 

domaine. Les données présentées sont tirées de la base de données de synthèse de protéines (Protein 

chemical synthesis database, PCS) (notea). J’ai participé à la création de cette base qui regroupe 

aujourd’hui près de 700 protéines produites de 1994 à juillet 2017, publiées dans plus de 500 articlesb. 

Elle ne contient que des protéines d’intérêt biologique et exclut les peptides et protéines modèles, les 

polymères ou molécules hydrides. Seules les protéines produites par NCL ou en utilisant des méthodes 

apparentées ont été incluses dans l’étude qui suit. Les méthodes apparentées impliquent ici soit 

l’utilisation de précurseurs de thioesters (sélénoester, hydrazide, Nbz, systèmes de transfert d’acyle) 

soit l’utilisation d’acides aminés thiols autre que la cystéine. À noter que les autres types de ligation 

native comme la ligation de Staudinger ou la ligation KAHA ont été récemment incluses dans la base 

de données mais ne sont pas pris en compte dans les statistiques ci-après. 

 Fréquence des acides aminés protéinogéniques 

Initialement, la mise en œuvre de la réaction de NCL nécessite la présence d’une cystéine ou 

d’une sélénocystéine au niveau du site de ligation. La fréquence des acides aminés protéinogènes peut 

être estimée à partir de la base de données UniRef50 qui fournit un échantillon important de protéines 

et leurs caractéristiques (Figure 46). Il ressort que la fréquence du résidu cystéine est faible (1,48 %) et 

que celle de l’alanine est 5,7 fois supérieure à celle-ci (8,42 %). Le génome humain ne codant que pour 

seulement 25 sélénoprotéines184, la fréquence du résidu sélénocystéine est extrêmement faible (1,19 

x 10-5 %). Par ailleurs, O. Carugo a montré que la fréquence du résidu cystéine diminue avec la taille 

des protéines. À l’inverse celle de l’alanine croit (Figure 46). À titre de comparaison pour une protéine 

de 50 acides aminés, la fréquence des cystéines est de 2,25 % contre 6,68 % pour l’alanine. Lorsque 

l’on s’intéresse à une protéine de 200 acides aminés, les valeurs passent à 1,45 % pour la cystéine et 

8,75 % pour l’alanine. Ce constat a stimulé le développement de nouvelles méthodes pour étendre la 

                                                           
 

a Cette base est consultable à l’adresse suivante http://pcs-db.fr/.  
b Mise à jour du 05/07/2017 
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ligation chimique native à d’autres types de jonctions, notamment Xaa-Ala. Aujourd’hui, la formation 

de jonctions Xaa-Ala est rendue possible par des procédés de ligation couplés à des techniques de 

désulfurisation182,185 ou désélénisation162,172 (Figure 47A). 

 

Figure 46 : A) Statistique issues de la base de données UniRef50 : fréquence des acides aminés. B-C) : 
Evolution de la fréquence des résidus Cys (a) ou Ala (b) en fonction de la taille des protéines (données 
reproduites à partir de Carugo, O. Protein Science 2008, 17, 2187-2191). 

 Le processus de désulfurisation  

En 2001, P.E Dawson réalise une étude décrivant la réaction de désulfurisation d’une cystéine 

en alanine après ligation chimique native185. Il établit ainsi le premier procédé de ligation 

désulfurisation avec la synthèse d’un peptide antimicrobien. Ce travail a stimulé le développement de 

nouveaux procédés de ligation-désulfurisation (ou désélénisation172) que ce soit de la cystéine (ou 

sélénocystéine) ou de tout autre dérivé thiol d’acide aminé. En effet, on observe aujourd’hui la 

conception de nombreux dérivés thiol d’acide aminés (Figure 47) qui permettent, par la combinaison 

de la réaction de NCL et de désulfurisation, d’étendre la NCL à la formation de pratiquement tout type 

de jonction186. Le premier acide aminé non naturel synthétisé fût la β-mercapto phénylalanine (Phe) 

en 2007. Puis, en 2011, le groupe de S. J. Danishefsky a réalisé la synthèse d’une protéine ne contenant 

aucune cystéine, l’hormone parathyroïde humaine Hpth, en utilisant des dérivés thiols de la valine et 

de la leucine187. 

 

Xaa %Xaa %X-C junct. %X-A junct. %X-U junct.

L 9.56 9.78 9.91 8.58
A 8.42 7.66 11.85 5.04
S 7.66 7.85 7.09 13.90
G 6.67 6.71 6.51 21.80
V 6.44 6.84 6.74 3.95
E 6.21 5.27 6.06 1.50
R 5.83 5.99 5.58 2.45
T 5.75 5.57 6.02 12.94
D 5.47 5.08 5.38 1.23
I 5.45 5.90 5.12 3.13
K 5.22 4.74 4.40 1.63
P 5.08 4.28 5.57 3.13
N 4.23 4.24 3.49 0.82
Q 4.01 3.62 3.88 3.68
F 3.86 4.53 3.41 2.04
Y 2.94 3.41 2.43 3.54
H 2.26 2.77 2.01 1.23
M 2.18 1.89 2.26 1.23
C 1.48 2.49 1.23 5.86
W 1.27 1.37 1.08 2.18
U 1.19E-05 1.76E-05 9.05E-06 1.36E-01

a) b)

c)
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Figure 47 : A) Principe de la déchalcogénation. B) Exemples d'acides aminés non naturels équipés d'une 
fonction thiol : Phe188, Leu187, Val187 et Arg189. 

Ces procédés permettent d’une part de surpasser la faible abondance du résidu cystéine dans 

les protéines naturelles mais également le problème de positionnement de celle-ci dans la séquence 

primaire des protéines cibles. En effet, il est préférable d’assembler des segments de tailles similaires 

pour accéder à des protéines synthétiques. C’est pourquoi l’utilisation de méthodes de ligation 

combinées à des processus de désulfurisation est en évolution constante depuis les années 2010 

(Figure 48). Le développement de procédés de ligation/déchalcogénation en un pot a fait tout 

particulièrement l’objet de nombreux travaux109. 

 

Figure 48 : Nombre d’acides aminés de type thiol (Cys ou dérivés thiols d’acides aminés) désulfurisés 
après ligation et nombre de ligations à la cystéine sans désulfurisation. 

 L’introduction de nouveaux précurseurs de thioester  

Depuis 2010, le nombre de protéines synthétisées par année à l’aide de la NCL n’a cessé 

d’augmenter (Figure 49). Cette évolution traduit le développement de nouvelles méthodes, 
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notamment celles permettant la synthèse de peptides thioester190. Initialement, les peptides thioester 

ont été obtenus par synthèse sur support solide en utilisant la stratégie Boc/benzyle191. La Boc-SPPS 

nécessite l’utilisation de HF anhydre pour détacher le peptide du support solide et déprotéger les 

chaines latérales. Ce réactif est très dangereux et limite donc l’utilisation de cette stratégie. 

Malheureusement, les thioesters ne sont généralement pas stables dans les conditions classiques de 

la Fmoc-SPPS, qui est aujourd’hui la technique de synthèse de peptides en phase solide la plus utilisée. 

Ceci est dû au fait que les thioesters subissent une aminolyse en présence d’agents de déprotection 

nucléophiles comme la pipéridine. La puissance de la NCL pour l’obtention de protéines synthétiques, 

a stimulé la recherche de nouveaux précurseurs de thioesters compatibles avec la Fmoc-SPPS par 

exemple les peptides N-acetylbenzimidazolinone (Nbz)192 et les peptides hydrazides61. En parallèle, 

l’introduction de nouveaux systèmes de réarrangement de type O,S,66–68 N,S ou N,Se70 permet 

d’envisager la formation in situ de ces thioesters ou sélénoesters à partir de précurseurs également 

produits par Fmoc-SPPS69 (vu au Chapitre I section 4.2). 

Il est clair que l’introduction de nouveaux précurseurs de thioesters a permis de stimuler 

l’utilisation de la NCL. Si l’on observe en détail l’année 2016, on peut voir que près de 30 % des ligations 

impliquent des peptides hydrazides comme précurseurs de peptides thioester. Si l’on combine ce 

pourcentage à celui des systèmes de migration d’acyle et peptides Nbz, on atteint plus de la moitié des 

ligations réalisées sur l’année (54%), le reste correspondant à l’utilisation de thioesters classiques. 

 

Figure 49 : Nombre de ligations via des thioesters classiques, Nbz, hydrazides ou de type transfert 
d’acyle X,Y. 

On peut retenir de cette analyse que le développement de systèmes de réarrangement de type 

N,Se est encore très peu développé, alors que les sélénoesters constituent des donneurs d’acyle 
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extrêmement prometteurs. Une partie de mon travail de thèse a donc consisté à explorer l’intérêt de 

ces systèmes pour la synthèse totale de protéines. 

 Les types de jonctions Xaa-Cys  

Lors d’une réaction de ligation, la nature du donneur d’acyle (peptide thioester ou équivalent) 

est très importante. Les cinétiques des réactions dépendent de l’encombrement stérique et des 

propriétés électroniques de la chaine latérale de l’acide aminé en C-terminal du thioester. Les acides 

aminés β branchés (Val, Thr, Ile) sont connus pour induire un encombrement stérique important, les 

vitesses de réaction pour de tels acides aminés sont de plus de vingt-quatre heures pour une NCL 

réalisée dans des conditions classiques193. Par ailleurs, les acides aminés asparagine (Asn), acide 

aspartique (Asp), acide glutamique (Glu) et glutamine (Gln) peuvent entrainer des réactions 

secondaires (hydrolyse194, racémisation, formation de succinimide195, formation d’isopeptide196) et 

nécessiter des précautions particulières comme la protection de la chaine latérale. Enfin, la proline est 

peu réactive en raison de facteur stéréo-électroniques et peut entraîner la formation de produits 

secondaires présentant une délétion d’acides aminés (réaction secondaire impliquant la formation 

d’intermédiaires de type dicétopipérazine197). 
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Figure 50 : Réactions secondaire A) Cas d’Asn/Gln. B) Cas d’Asp/Glu. C) Cas d’Asp/Asn. D) Cas de la 
proline. 

Bien que certains travaux aient permis des avancées dans la formation de jonctions difficiles ou 

probématiques7,198,199, ce type de ligation reste une limitation importante dans le domaine. En effet, si 

l’on observe le nombre de ligations réalisées à des jonctions de type Xaa-Cys en fonction de la 

fréquence naturelle des acides aminés (Figure 51), on note une déviation fortement négative pour les 
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acides aminés cités précédemment (Xaa encadrés en rouge dans la Figure 51). À l’inverse, les acides 

aminés alanine et glycine présentent une déviation nettement positive. D’après les travaux de T. M. 

Hackeng193, ces deux acides aminés présentent les cinétiques de réactions les plus favorables. 

 

Figure 51 : Représentation de la fréquence de jonctions Xaa-Cys formées par ligation NCL (et méthodes 
apparentées) en fonction de la fréquence naturelle de l'acide aminée Xaa concerné. 

Cette analyse révèle que des avancées méthodologiques sont nécessaires pour surmonter les 

difficultés liées à la formation de jonctions difficiles. C’est pourquoi je me suis attachée pendant ma 

thèse à développer de nouveaux catalyseurs pour accélérer la formation de ce type de liaisons 

peptidiques, notamment celles impliquant des acides aminés encombrés stériquement (Thr, Ile, Val). 

 Taille des protéines produites par synthèse chimique 

Un autre aspect important au regard des travaux qui ont été réalisés pendant ma thèse concerne 

l’évolution de la taille des protéines produites par synthèse chimique au cours des dernières décennies 

(Figure 53). On peut remarquer que la moyenne et la médiane de taille varient très peu. Elles se situent 

aux alentours de 80 acides aminés. Il est clair que la taille des plus grandes protéines synthétisées a 

augmenté significativement au cours des dernières années comme le montre l’évolution du 3ème 

quartile Q3 (donnée de la série qui sépare les 25 % supérieurs des données). Ceci traduit le 

développement de nombreuses méthodes permettant de surpasser les limitations de la NCL (par 

exemple procédé de déchalcogénation) ou de faciliter l’accès aux segments mis en jeu (précurseurs de 

thioesters). Cependant, leur impact sur l’ensemble du domaine n’est pas suffisant au regard de la faible 

variation de médiane dans la taille des protéines produites de 1994 à 2017. En effet, ces nouvelles 

technologies permettent de résoudre le problème de découpe des protéines en segments de taille 

G

C
N

H

M

A

F
Y

W D

Q R

K L

S

E

T

VI
P

0

5

10

15

20

25

0 2 4 6 8 10 12

%
 jo

nc
tio

n 
Xa

a-
Cy

s
fo

rm
é

pa
rN

CL

%Xaa



78 

raisonnable mais ne permettent pas de résoudre la problématique d’assemblage. De ce fait, la majorité 

des protéines sont synthétisées en utilisant une seule étape de ligation. La Figure 53 présente le 

nombre de ligations utilisées pour synthétiser des protéines en fonction de l’année de publication. On 

remarque qu’avant 2010 la médiane et la moyenne étaient proche de 1. Ces dernières années, bien 

que la médiane soit égale à 1, la moyenne s’approche de la valeur 2 indiquant que le nombre de 

publications utilisant deux ligations ou plus à considérablement augmenté. Ceci est probablement dû 

à l’introduction de procédés one-pot, cinétiquement contrôlés ou en phase solide (pour une revue 

récente voir référence200) qui permettent de faciliter l’assemblage consécutif de segments 

peptidiques. 

 

Figure 52 : Taille des protéines produites par synthèse chimique en fonction de l'année de publication. 

x Moyenne
Médiane (Q2)

Maximum

Minimum

3ème quartile (Q3)

1er quartile (Q1)

Extrême
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Figure 53 : Nombre de ligations utilisées pour synthétiser des protéines en fonction de l'année de 
publication. Pour les années 1998, 2003, 2005, 2008, et 2010-2017, la médiane est égale à 1 et n'est 
donc pas visible sur le graphe. 

 Bilan/Conclusion 

L’étude statistique présentée dans ce chapitre a pour but de fournir un état de l’art de la 

synthèse par voie chimique des protéines. Ce travail sur l’utilisation de la NCL et des méthodes 

apparentées a été publié dans le journal Bioorganic & Medicinal Chemistry (Annexe B). 

La base de données PCS fournit un certain nombre d’informations sur la taille, le nombre et le 

type de protéines produites par synthèse chimique. Elle permet également de mettre en avant les 

tendances récentes et d’identifier les outils chimiques les plus utilisés pour accéder aux protéines 

cibles. L’analyse statistique réalisée met également en évidence les limitations actuelles du domaine. 

Malgré les progrès significatifs réalisés au cours des dernières années (substituts de thioester, 

désulfurisation, etc.), il y a peu d’exemples dans la littérature de l’utilisation de la NCL pour des 

protéines de tailles significativement supérieures à 100-200 acides aminés. De fait, les problématiques 

d’assemblage demeurent une limitation importante pour l’accès à des protéines de grandes tailles. La 

multiplication des étapes chimiques et de purification conduit notamment à une baisse significative de 

rendement. Le développement de méthodes permettant de réaliser des assemblages consécutifs de 

segments peptidiques est au cœur de la problématique de ma thèse. 

Une partie de mon travail a porté sur le développement de procédés one-pot utilisant des 

systèmes de transfert N,Se pour la synthèse totale de protéines. Les sélénoesters sont des donneurs 

d’acyles très réactifs et très prometteurs pour la conception de nouvelles méthodologies 

d’assemblage. Nous avons notamment démontré leur utilité en réalisant la synthèse de la protéine 

NK1-B (Chapitre IV). 
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En parallèle, les propriétés particulières des sélénoesters ont été exploitées pour faciliter la 

formation de jonctions difficiles liées à l’encombrement stérique (Val, Thr, Ile). Nous présentons dans 

le Chapitre V, la conception de nouveaux catalyseurs à base de sélénium permettant d’accélérer la 

conversion des peptides SEA en alkylthioesters et la ligation SEA. 

Enfin, nous nous sommes intéressés au développement d’une stratégie d’assemblage 

séquentielle de segments peptidiques en phase solide. Le principe de ligation séquentielle de segments 

peptidiques en phase solide (SPCL) a été introduit par l’équipe de Kent en 1999201. Malgré le fort 

potentiel de la phase solide, nous n’avons recensé que douze protéines synthétisées en utilisant des 

méthodes de ligation supportée, dont trois en 2016202 et trois en 2017203,204. La mise en place méthode 

de SPCL nécessite la mise au point de supports solides qui soient stables dans les conditions 

d’élongation et qui permettent de libérer la protéine dans des conditions douces. Ce type de stratégie 

nécessite également de trouver un moyen simple et efficace de générer des peptides thioesters en 

phase solide. À l’heure actuelle, peu de méthodes de ligation utilisées en solution peuvent répondre à 

ces critères. C’est pourquoi, nous avons choisi d’utiliser les propriétés uniques du groupement SEA 

pour développer un nouveau procédé d’assemblage séquentielle de segments peptidiques en phase 

solide. Ce nouveau procédé est décrit dans le Chapitre VI. 
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RÉSULTATS ET DISCUSSION 
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CHAPITRE IV : STRATÉGIE D’ASSEMBLAGE « ONE-POT » UTILISANT DES 

PEPTIDES SÉLÉNOESTER DE TYPE BIS(2-SÉLÉNYLETHYL)AMIDO (SeEA) 

 La problématique d’assemblage de multiples segments peptidiques 

Dans la première partie de cette thèse, nous avons vu que l’introduction de nouveaux 

précurseurs de thioesters ou le développement de procédés de désulfurisation ont permis de 

surmonter des limitations importantes de la réaction de NCL. Cependant, l’assemblage successif de 

segments peptidiques reste un défi. En particulier, nous avons observé que la taille moyenne des 

protéines synthétisées et le nombre de ligations utilisées pour y parvenir ont très peu variés depuis les 

années 1990. Ceci traduit l’absence de méthodes d’assemblage simples et robustes. 

La multiplication des étapes chimiques et des étapes de purification est au cœur de la 

problématique d’assemblage. C’est pourquoi, une partie de mon travail de thèse a consisté au 

développement de procédés one-pot basés sur l’utilisation de systèmes de transfert N,Se pour la 

synthèse totale de protéines. En effet, des travaux très récents ont introduits les sélénoesters comme 

donneurs d’acyles pour la réaction de NCL. Ces sélénoesters présentent une très grande réactivité et 

un fort potentiel pour le développement de nouvelles méthodologies d’assemblage. 

 L’émergence des sélénoesters comme donneurs d’acyle dans la réaction de 

NCL 

En 2011, Durek et Alewood sont les premiers à introduire les sélénoesters comme donneurs 

d’acyle dans la réaction de NCL198. Les auteurs ont étudié la réactivité de peptides thio- ou sélénoesters 

LYRAX (X= Phe) avec un cystéinyl peptide CFRANK dans une réaction de NCL (Figure 54). Le sélénoester 

réagit 1,9 fois plus rapidement que le thioester dans les mêmes conditions de réaction (Condition A). 

L’échange thiol-sélénoester avec l’arylthiol MPAA est plus rapide que l’échange thiol-thioester. Les 

auteurs notent d’ailleurs que cet échange est tellement rapide que la réaction de 

transthioestérification de l’arylthioester de MPAA avec le cystéinyl peptide devient cinétiquement 

limitante. Face à ce constat, les auteurs ont remplacé le MPAA par le sélénophénol, ceci, afin 

d’introduire un catalyseur qui permette de conserver la grande réactivité des sélénoesters. L’utilisation 

de sélénophénol conduit à une augmentation de la vitesse de réaction d’un facteur 9 (Condition B). 

Cependant, dans ces conditions, la réaction s’accompagne de l’accumulation de thioesters 

improductifs impliquant les cystéines internes. Cette réaction secondaire est due à la faible 

nucléophilie du sélénophénol, qui est incapable de réagir avec des thioesters d’alkyles et donc 

d’inverser la formation de thioesters improductifs. 
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Figure 54 : Ligation de peptides thio- ou sélénoesters LYRAF-S(Se)R avec CFRANK. 

La grande réactivité des sélénoesters en comparaison avec les thioesters est probablement due 

au fait que les sélénoesters sont de meilleurs donneurs d’acyle que les thioesters205 . En effet, les 

sélénols ont des pKa significativement plus bas que leurs analogues thiols206. Le groupement sélénoate 

est un donc un meilleur nucléofuge que le groupement thiolate correspondant. Par conséquent, 

l’échange thiol ou sélénol/sélénoester avec un catalyseur de type arylthiol (MPAA) ou arylsélénol 

(PhSeH) doit procéder plus rapidement que pour les thioesters. Les principales propriétés de ces 

catalyseurs sont présentées dans la Figure 55. 

Structure Nom pKa Propriétés Référence 

 

Sélénophénol 5,9207: voir notec 

4,6209 

 

Généré in situ à partir du 

diphényldisélénide DPDS et TCEP.  

DPDS est faiblement soluble dans 

l’eau.  

198 

 

SH

CO2H  

MPAA 6,6103 Soluble dans l’eau jusqu’à pH 5,5.  

Non odorant. 

198 

Figure 55 : Catalyseurs utilisés pour la NCL avec des sélénoesters. 

Les sélénoesters présentent un fort potentiel pour permettre la synthèse totale de protéines 

par NCL. Cependant, il n’existe que très peu de méthodes pour permettre leur synthèse et ils sont de 

                                                           
 

c Le pKa du PhSeH a été estimé par Fagioli et ses collaborateurs en utilisant une méthode électrochimique208. La 
valeur déterminée dans cette étude est probablement sujette à une erreur expérimentale importante. 
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surcroit très sensible aux nucléophiles210. Durek et Alewood ont développé une méthode en solution 

dans laquelle des peptides thioesters sont d’abord convertis en séléno-acides par traitement avec de 

l’hydrogénosélénure de sodium NaHSe à pH 7211. Cette étape est directement suivie par une réaction 

d’alkylation avec un halogénure d’alkyle à pH 4 pour obtenir les sélénoesters correspondants. Cette 

synthèse doit être réalisée en one-pot et sous atmosphère inerte en raison de l’instabilité des 

intermédiaires séléno-acides.  

Pour surmonter cette difficulté, les auteurs ont développé une stratégie en phase solide par Boc-

SPPS. Ils ont introduit pour cela une résine polystyrène fonctionnalisée par un linker HF-labile de type 

HSe-(CH2)2-CONH-CH(R)-COO-CH2-PAM-polystyrène. La résine est ensuite réduite en présence de DTT 

et acylée par l’introduction du premier acide aminé dont l’amine α est protégée par le groupement 

Boc. La suite de l’élongation est réalisée par Boc-SPPS classique. Les auteurs ont utilisé ce type de 

résine pour réaliser la synthèse d’un peptide sélénoester issu d’une toxine d’araignée (Phoneutria 

nigriventer, PnTx2-6). Ce peptide a été obtenu avec un rendement de 71 % démontrant ainsi l’efficacité 

de la méthode. L’utilisation de la stratégie Boc-SPPS implique l’utilisation de fluorure d’hydrogène qui 

est un composé dangereux et très toxique. Pour étendre l’utilisation de sélénoesters dans des 

réactions de NCL, le développement de méthodes compatibles avec la Fmoc-SPPS, qui est la méthode 

de synthèse peptidique la plus utilisée, est donc essentiel. 

En réponse à cette problématique, nous nous sommes intéressés à l’utilité du groupement bis(2-

sélényléthyl)amido (SeEA), à savoir l’analogue sélénié du groupement SEA, pour accélérer la formation 

de liaisons peptidiques par formation d’intermédiaires sélénoesters. Dans un premier temps, nous 

avons développé un procédé chimiosélectif d’échange pour convertir les peptides SEA en peptides 

SeEA. La réactivité particulière de ces nouveaux dérivés nous a permis de développer de nouveaux 

procédés d’assemblage, en particulier des stratégies one-pot et cinétiquement contrôlées. La force de 

ces nouveaux concepts a été illustrée par la synthèse de la protéine NK1 biotinylée (NK1-B, 180 acides 

aminés), qui a été réalisée par assemblage de 6 segments peptidiques. Ces travaux sont présentés dans 

la suite de ce chapitre. 
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 La synthèse des peptides bis(2-sélényléthyl)amino (SeEA)  

Les peptides SEA sont facilement accessibles par Fmoc-SPPS grâce à des résines SEA de type 

polystyrène (PS) ou polyéthylène glycol (PEG) mises au point au laboratoire17,212. C’est pourquoi, nous 

nous sommes demandé s’il était possible de convertir ces peptides SEA en leurs analogues séléniés. En 

effet, les peptides amide SEA 1 sont en équilibre avec la forme thioester de SEA 2 dans l’eau (Figure 

56). Nous avons pensé que ce dernier pourrait participer à une réaction d’échange sélénol-thioester 

avec un excès de bis(2-sélényléthyl)amine 3 pour produire, après un transfert d’acyle N→Se, le peptide 

SeEA cible 5. Ce procédé de conversion correspond en fait à une réaction de transamidation 

chimiosélective. 

 

Figure 56 : Conversion des peptides SEA en peptides SeEA par transamidation. 

Le sel d’acide trifluoroacétique du composé cyclique disélénié 7a a été envisagé comme 

précurseur pour la bis(2-sélényléthyl)amine 3. La synthèse de ce dernier a été décrite par le laboratoire 

dans des travaux antérieurs213 et est présentée dans la Figure 57. Dans un premier temps, la réduction 

de sélénium métallique par du borohydrure de sodium conduit à la formation majoritaire de disélénure 

de disodium Na2Se2. Les ions disélénures Se2- ainsi formés réagissent avec la bis(2-chloroéthyl)amine 6 

pour conduire par substitution nucléophile et après purification par RP-HPLC au sel d’acide 

trifluoroacétique du composé cyclique disélénié 7a. Cette réaction conduit également à la formation 

du composé cyclique trisélénié 8.  

 
Figure 57 : Synthèse des composés cycliques di- ou triséléniés 7a et 8. 
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Dans un premier temps, nous avons réalisé la réaction d’échange avec le composé disélénié 7a 

à pH 4,0 et en présence de TCEP (Figure 58A). Cette réaction a conduit à une faible proportion de 

peptide SeEA 10 (Figure 58B). Nous avons également observé une réaction secondaire qui conduit à la 

formation majoritaire d’un composé dont la masse correspondant à la perte d’un sélénium. Nous 

supposons par conséquent que le peptide obtenu correspond à la structure décrite pour le peptide 11 

(Figure 58A). Cette réaction d’extrusion d’un atome de sélénium de composés disélénures conduisant 

à la formation de sélénoéthers a été intensivement étudiée par le passé. Comme nous l’avons vu 

précédemment (Chapitre II, section 4.3.3), ce mécanisme est catalysé par la présence d’une phosphine 

tertiaire comme la TCEP. L’utilisation de DTT comme agent réducteur devrait être une solution à ce 

problème. Malheureusement, le DTT n’est pas capable de réduire des disélénures cycliques de type 

SeEA, il faut donc trouver des conditions expérimentales permettant l’utilisation de TCEP tout en 

évitant le phénomène d’extrusion du sélénium. 

 

Figure 58 : A) Conversion du peptide SEA en dérivés séléniés. HPLC du milieu réactionnel avec le 
disélénure 7a (B), le disélénure 7a et du sélénium métallique (C). 

Des travaux récents du laboratoire ont montré que la Se=TCEP permet de prévenir la 

désélénisation de la sélénocystéine par la TCEP214. Par conséquent l’utilisation de Se=TCEP dans le 

milieu réactionnel devait permettre d’inhiber la formation du peptide 11. Pour vérifier cette 

hypothèse, nous avons réalisé la réaction d’échange en utilisant le composé 7a et du sélénium 
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métallique. Ce dernier permet la formation in situ de Se=TCEP par réaction avec la TCEP. Ce protocole 

a permis d’isoler le peptide 10 avec un bon rendement (56 %) (Figure 58A et C). 

L’échange chimiosélectif entre un peptide SEA et la bis(2-sélényléthyl)amine 3 générée in situ 

par la réduction du disélénure 7a constitue un moyen simple de synthèse de sélénoesters latents. La 

synthèse des peptides SEA est compatible avec la Fmoc-SPPS et la conversion de ceux-ci en peptide 

SeEA s’effectue dans des conditions douces. De plus, les peptides SeEA sont obtenus sous forme 

cyclique et sont donc très stables durant les purifications HPLC et le stockage. 

Finalement, les différences de propriétés décrites dans la littérature entre des composés 

séléniés et soufrés nous amènent à nous poser la question de la réactivité des peptides SeEA215,216. 

Dans la suite de ce manuscrit, nous allons nous intéresser en particulier aux propriétés oxydo-

réductrices du groupement bis(2-sélényléthyl)amine SeEA. 

 Les propriétés oxydoréductrives du groupement bis(2(sélényléthyl)amine 

(SeEA) 

De façon générale, les sélénols sont connus pour être beaucoup plus réducteurs que les thiols217. 

En d’autres termes, la réduction de disélénures nécessite l’utilisation d’agents réducteurs plus forts 

par rapport aux disulfures. Par exemple, le potentiel redox de la cystine (E° = -238 mV) est plus élevé 

que celui de la sélénocystine (E°=-383 mV). De façon intéressante, Iwoka et ses collaborateurs ont 

montré que le disélénure cyclique disélénothréitol (DSTox) n’est pas réduit en présence d’un large excès 

de DTT (Figure 59)218. 

 

Figure 59 : Équilibre de réduction entre les espèces dithiothréitol (DTT) et disélénothréitol (DST). 

Face à ces observations, nous nous sommes demandé si nous pourrions réduire et donc activer 

sélectivement le groupement SEA en présence de son analogue sélénié en utilisant du DTT. Lors de 

travaux antérieurs, Raibaut et ses collaborateurs ont étudié la stabilité de ce groupement SeEA vis-à-

vis des différents réducteurs utilisés lors des réactions de NCL et de ligation SEA213. Pour cela, ils ont 

réalisé l’expérience décrite dans la Figure 60. Ils ont mélangé trois segments peptidiques : un peptide 

SEA (A), un peptide SeEA (B) et un cystéinyl peptide (C). En présence de MPAA, il n’y a pas de réactions 

observées (étape 1,Figure 60). Les deux peptides SEA et SeEA sont stables et se comportent comme 
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des thio(séléno)esters latents. Après l’ajout de DTT au milieu réactionnel, on observe la formation 

exclusive du produit AC due à la ligation entre le peptide SEA (A) et le cystéinyl peptide (C) (étape 

2,Figure 60). Le segment SeEA reste totalement stable dans ces conditions. Finalement, l’ajout de TCEP 

déclenche la réaction entre le peptide SeEA (B) et le cystéinyl peptide (C) pour former le produit de 

ligation BC (étape 3, Figure 60). Par conséquent, seule la TCEP, qui est un réducteur plus fort que le 

MPAA et le DTT, permet la réduction du pont disélénure et donc la ligation SeEA. 

 

Figure 60 : Concept SEA/SeEA : activation sélective et séquentielle par ajout de différents réducteurs. 
Suivi HPLC (λ =215 nm). 

Cette expérience, nous montre qu’il est possible de réduire sélectivement l’entité soufrée par le 

DTT en présence du dérivé sélénié. Les propriétés latentes des thio(séléno)esters de SEA ont permis à 

Raibaut et ses collaborateurs de réaliser l’assemblage one-pot de quatre segments peptidiques en 

utilisant séquentiellement la NCL, la ligation SEA et la ligation SeEA. Nous verrons plus tard dans ce 

document comment ces propriétés particulières nous ont permis de synthétiser la protéine NK1. 
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 La réactivité des peptides bis(2(sélényléthyl)amido (SeEA) 

Nous avons vu précédemment que les sélénoesters réagissent plus vite que les thioesters en 

particulier dans la réaction de NCL. Au cours de notre travail, nous nous sommes donc intéressés à 

évaluer la réactivité des peptides SeEA lors de réaction de ligation. Pour cela, nous avons réalisé une 

étude cinétique des réactions des peptides SEA, SeEA et thioester de MPA avec un cystéinyl peptide 

(Figure 61A). Les réactions ont été réalisées dans les conditions classiques de NCL c’est-à-dire à pH 7,2 

en présence de MPAA (100 mM) et de TCEP (200 mM). Dans le cas du peptide SeEA, nous avons ajouté 

de la Se=TCEP (80 mM) afin d’empêcher le processus de désélénisation. Le suivi des réactions a été 

réalisé par HPLC et les données obtenues ont été corrélées avec une loi d’ordre 1 (voir noted) (Figure 

61B). Les temps de demi-réaction t1/2 qui correspondent au temps nécessaire pour atteindre 50 % de 

conversion ont été déterminés. Ainsi, on observe que le peptide SeEA 10 réagit beaucoup plus 

rapidement que le peptide SEA 9a. Dans le cas présenté par la Figure 61, les temps de demi-réaction 

pour les peptides SEA et SeEA sont respectivement de 3,3 h et 0,24 h soit un facteur d’accélération de 

la constante cinétique d’environ 14. Il est intéressant de noter que le peptide SeEA 10 réagit également 

plus rapidement que le thioester de MPA 12a. Des résultats similaires ont été obtenus pour des 

peptides comportant un acide aminé encombré en C-terminal. 

                                                           
 

d  La procédure pour vérifier si la cinétique suit bien une loi du premier ordre est décrite dans la partie 
expérimentale (Annex A, Chapter IV, Section 3.3). 
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Figure 61 : A) Réaction de ligation des peptides SEA 9a, SeEA 10 et thioester 12a avec le cystéinyl 
peptide 13. B) Données cinétiques (HPLC, λ = 215 nm). Les données ont été corrélées par une loi d'ordre 
1, t1/2 = ln(2)/k avec k constante de vitesse en s-1. 

Pour expliquer cette différence de réactivité, nous nous sommes intéressés au mécanisme de la 

ligation SEA.  De nombreuses expériences réalisées au laboratoire nous laissent penser que le transfert 

d’acyle de N→S est l’étape cinétiquement limitante de la ligation SEA. De plus, nous avons observé que 

la cinétique de la ligation SEA est accélérée avec la diminution du pH. Ce phénomène de catalyse acide 

a été observé pour des acides aminés faiblement encombrés (Ala) ou au contraire fortement 

encombrés (Val). 
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Figure 62 : Effet du pH sur la cinétique de ligation SEA (peptide 9a/9b 7mM, peptide 13 10,5 mM, MPAA 
200 mM, TCEP 200 mM, 37°C. Suivi HPLC (λ = 215 nm), les données sont corrélées par une loi d’ordre 1. 

Ces résultats expérimentaux sont en accord avec des expériences préliminaires de modélisation 

moléculaire réalisées en collaboration avec J-C. Monbaliu de l’Université de Liège visant à identifier un 

état de transition pour la réaction de migration d’acyle N,S. La N-formyl glycine SEA 15a a été utilisée 

comme modèle pour l’étude de modélisation. Comme pour les travaux de Wang sur la NCL (discutés 

au chapitre II section 2.1.1), deux états de transition concertés l’un neutre et l’autre monoanionique 

ont été identifiés. L’état de transition concerté monoanionique (Figure 63A) présente la barrière 

d’activation la plus faible. Cet état de transition montre deux phénomènes s’opérant simultanément : 

la protonation de l’azote de l’amide par l’un des groupements thiols, et une attaque nucléophile du 

carbonyle par le groupement thiolate du second bras. Le transfert intramoléculaire d’un proton du 

soufre vers l’azote est en adéquation avec les résultats expérimentaux d’accélération de la ligation SEA 

à pH acide. De plus, cette modélisation nous permet d’expliquer la plus grande réactivité des peptides 

SeEA. En effet, les sélénols sont plus acides que les thiols. Par exemple, le pKa du groupement thiol de 

la cystéine (pKa ~8,3) est de trois unités de pH supérieur à celui du groupement sélénol (pKa ~5,5) de la 
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sélénocystéine (Sec). Les pKa pour des groupements S(Se)EA ont été estimés à l’aide du logiciel 

ACD/Labs (Figure 63B) et présentent également une grande différence de valeurs. Par conséquent, la 

protonation intramoléculaire de l’azote devrait être plus marquée dans le cas du sélénium. De plus, à 

pH neutre, les groupements sélénols du résidu SeEA sont majoritairement sous forme d’anion 

sélénoate tandis que les groupements thiols du SEA sont principalement sous forme RSH. Il y a donc 

une concentration d’espèces actives nucléophiles plus importantes pour les peptides SeEA et donc une 

attaque nucléophile du carbonyle plus efficace. Nous pensons que la combinaison de ces deux 

phénomènes permet d’expliquer la grande réactivité du groupement SeEA en comparaison de 

l’analogue soufré SEA. 

 

Figure 63 : A) Structure d'un état de transition monoanionique hypothétique pour le transfert d'acyle 
intramoléculaire N→S. B) pKa estimés pour les groupements thiols (SEA) et sélénols (SeEA) en utilisant 
le logiciel ACD/Labs. 

De façon intéressante, cette grande différence de réactivité nous permet d’envisager des 

processus cinétiquement contrôlés combinant les groupements SeEA et SEA dans cet ordre (KCL, 

Figure 64). Nous pouvons imaginer réduire et donc activer les deux segments A et B grâce à la TCEP 

(étape 1, Figure 64). Le segment SeEA A devrait réagir plus vite que le segment SEA B pour former 

l’intermédiaire AB avant que le segment B ne cyclise ou ne polymérise (étape 2, Figure 64). Finalement, 
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l’ajout du segment C permet de déclencher la réaction de ligation SEA conduisant à l’assemblage one-

pot de trois segments peptidiques (étape 3, Figure 64). 

 

Figure 64 :  Ligation cinétiquement contrôlée en utilisant la ligation SEA et SeEA. 

Finalement, en utilisant des conditions cinétiquement contrôlées et les propriétés latentes des 

fonctions S(Se)EA, nous avons mis au point un nouveau procédé d’assemblage en solution. Ce procédé 

a été appliqué à la synthèse de la protéine NK1 et est décrit ci-après. 

 Assemblage de la protéine NK1 

6.1 La protéine NK1 : un modèle de protéine thérapeutique 

La protéine NK1 est un variant naturel du facteur de croissance des hépatocytes (HGF/SF, 

Hepactocyte Growth Factor/Scatter Factor). L’HGF/SF est le ligand du récepteur à tyrosine kinase MET. 

La signalisation HGF/MET induit de nombreux phénotypes cellulaires comme la prolifération, la 

migration, la morphogénèse ou la survie (Figure 65). D’autre part sa dérégulation peut conduire au 

développement tumoral et à la prolifération métastatique. Ce couple joue un rôle important dans le 

développement embryonnaire et la régénération tissulaire chez l’adulte. De fait, des analogues de 

l’HGF/SF possèdent un fort potentiel en thérapie régénérative. C’est pourquoi le couple HGF/SF-MET 

est intensivement étudié au laboratoire et a fait l’objet de plusieurs publications85,219. 
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Figure 65 : Principales réponses biologiques associées au couple HGF/SF-MET sur des cellules 
épithéliales (MDCK) en culture. 

L’HGF/SF est un hétérodimère de 90 kDa constitué d’une chaîne α et d’une chaîne β reliées entre 

elles par un pont disulfure. La sous-unité α est composée d’un domaine N-terminal (N) suivi par quatre 

domaines dits Kringle (K1-K4). La sous unité β est un domaine homologue aux sérines protéases (SPH) 

(Figure 66). L’HGF/SF est faiblement actif in vivo par voie systémique. En effet, la présence du domaine 

N qui a la capacité de lier les héparanes sulfate avec une haute affinité, limite sa diffusion dans les 

tissus. De plus, l’HGF/SF peut être dégradé rapidement par les enzymes protéolytiques. 

 

Figure 66 : Organisation de l’HGF/SF et structure tridimensionnelle du domaine NK1. 

La protéine NK1 qui est constituée des domaines N et K1, porte le site de haute affinité de l’HGF 

pour MET et constitue un bon agoniste du récepteur MET. Si l’on observe la Figure 67, on remarque 

que la concentration d’HGF/SF nécessaire pour observer un phénotype est nettement plus faible que 

pour la protéine NK1. Bien qu’elle soit moins active que l’HGF/SF, des analogues de la protéine NK1 
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représentent de bons modèles thérapeutiques pour des applications en régénération tissulaire. En 

effet, la protéine NK1 induit des phénotypes similaires à l’HGF/SF in vitro et in vivo et représente la 

zone d’interaction minimale nécessaire et suffisante pour la liaison et l’activation du récepteur MET. Il 

est à noter que NK1 possède le domaine N qui est responsable de la faible diffusion de l’HGF/SF in vivo. 

Une tendance actuelle est à la conception d’analogues de la protéine NK1 présentant des mutations 

au niveau du site d’interaction avec les héparanes sulfate. Il est clair que dans ce contexte, le 

développement d’une méthode chimique permettant d’accéder très rapidement et facilement à des 

dérivés de la protéine NK1 présente un grand intérêt. Nous proposons, ici, de combiner les propriétés 

latentes des groupements SEA et SeEA pour assembler la protéine NK1. 

 

Figure 67 : Phénotypes cellulaires induits par l’HGF/SF et NK1219. A) Test de dispersion sur des ilots 
cellulaires isolés de cellules MDCK incubés pendant 18 h. Les cellules sont ensuite colorées et observées 
sous microscope (40x). B) Test de morphogénèse sur des cellules de MDCK ensemencées sur une couche 
de Matrigel® pendant 18 h. Les cellules sont observées sous microscope (40x). 

6.2 Synthèse totale de la protéine NK1 

La protéine NK1 contient dix cystéines et est donc une cible de choix pour réaliser un assemblage 

par voie chimique en utilisant des méthodes de ligation de type NCL. Cette abondance en cystéines 

nous a permis de découper la protéine en six segments peptidiques de taille similaire. À noter que le 

dernier segment est équipé d’une biotine pour permettre des tests biochimiques. Dans un premier 

temps, les segments 16, 17, 20 et 22 ont été assemblés pour conduire à la formation d’un sélénoester 

latent SeEA de 118 acides aminés 23. Cet assemblage a été réalisé en utilisant de façon séquentielle la 

NCL et la ligation SEA. 

Test de dispersion

Ctrl HGF 100 pM NK1 100 nM

Morphogenèse sur Matrigel®

Ctrl HGF 100 pM NK1 100 nMA) B)
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Figure 68 : Structure tridimensionnelle NK1 (PDB : 1BHT, Ultsch, M. Structure 1998, 6, 1383-1393) et 
les six segments peptidiques utilisés pour la synthèse totale de NK1. 

6.2.1 Synthèse d’un sélénoester latent  

Dans un premier temps, les segments 16 et 17 sont assemblés en utilisant une réaction de NCL. 

Cette ligation a lieu en présence du catalyseur MPAA mais en absence de réducteur (TCEP/DTT) afin 

de conserver le groupement SEA sous sa forme inactive. Une fois la réaction de NCL terminée, la 

fonction SEA est activée par ajout de TCEP. Le pH est ensuite ajusté à 4 afin de déclencher l’échange in 

situ entre l’intermédiaire thioester de SEA 18 et l’acide 3-mercaptopropionique (MPA). Ce procédé 

nous a permis de produire en une seule étape le peptide 19 avec une fonction thioester en C-terminal 

(one-pot 1, Figure 69). Après purification, le peptide 19 est engagé dans une seconde réaction de NCL 

avec le segment 20 en utilisant la fonctionnalité latente du SEA. Celui-ci est directement activé par 

ajout de DTT au milieu réactionnel pour réaliser la ligation SEA avec le segment 22 en une seule étape 

(one-pot 2, Figure 69). 

La synthèse du segment SeEA 22 a également été réalisée en utilisant un procédé one-pot (one-

pot 3, Figure 69). L’échange SEA → SeEA décrit précédemment a été optimisé et étendu à un peptide 

thioester de MPA, typiquement le segment 21. Le segment 21 est équipé d’un groupement protecteur 

acétoacétyle à l’extrémité N-terminale. Ce groupement a été utilisé au laboratoire pour réaliser des 

processus de ligation/cyclisation one-pot58. Très récemment, il a également servi comme linker pour 

une stratégie d’assemblage en phase solide203. La conversion du thioester en peptide SeEA procède 

par une réaction d’échange sélénol-thioester an utilisant un excès de bis(2-sélényléthyl)amine 7a. Cet 

échange est directement suivi par une réaction de transfert d’acyle Se,N qui permet la production du 

peptide cible 22. Comme indiqué précédemment, la réaction a lieu en présence de sélénium 

métallique pour éviter la formation d’impuretés déséléniées. Finalement, la formation du disélénure 

cyclique est réalisée par oxydation avec du DMSO tandis que le groupement acétoacétyle est éliminé 

par ajout d’hydroxylamine après acidification du milieu58. 

16
GQRKRRNTIHEFKKSAKTTLIKIDPALKIKTKKVNTADQ

17
CANRCTRNKGLPFTCKAFVFDKARKQ

20
CLWFPFNSMSSGVKKEFGHEFDLYENKDYIRA

22
CIIGKGRSYKGTVSITKSGIK

24
CQPWSSMIPHEHSFLPSSYRGKDLQENY

25
CRNPRGEEGGPWCFTSNPEVRYEVCDIPQCSEVLK(Biotin)-NH2



98 

Finalement, on obtient le peptide sélénoester latent SeEA 23 composé de 118 acides aminés 

avec un contrôle précis de la séquence atome par atome (Figure 70). En effet, si l’on compare le spectre 

de masse haute résolution déconvolué obtenu avec le profil théorique on remarque qu’ils sont 

parfaitement identiques (Figure 70C). L’obtention du peptide SeEA 23 nous a permis d’envisager la 

suite de la synthèse de la protéine NK1 en utilisant des conditions cinétiquement contrôlées. 

 

Figure 69 : Synthèse du sélénoester latent 23 (118 acides aminés) par procédés one-pot. 
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Figure 70 : Caractérisation du sélénoester 23 correspondant à l'HGF/SF (31-148). A) Analyse LC. B) 
Spectre haute résolution ESI MS. C) Spectre déconvolué et comparaison avec le profil théorique. 

6.2.2 La ligation cinétiquement contrôlée SeEA/SEA. 

La conception de procédés de ligation cinétiquement contrôlés nécessite l’utilisation de 

fonctions thioesters (ou substituts de thioesters) présentant une différence de réactivité significative.  

Ici, nous proposons de réaliser une ligation SeEA en présence d’un fragment SEA grâce à la 

grande différence de réactivité entre les groupements SeEA et SEA au regard des cystéinyl peptides. 

Suivant le principe décrit par la Figure 64, il est possible d’assembler séquentiellement trois segments 

peptidiques en combinant les groupements SeEA et SEA dans cet ordre (KCL, Figure 64). Ici, cette 

méthode a été appliquée à la synthèse de la protéine NK1. Cet exemple implique l’assemblage des 

segments SeEA 23, SEA 24 et 25. La réduction du peptide SeEA 23 nécessite la présence de TCEP. Ici 

encore, la Se=TCEP a été ajoutée au milieu réactionnel afin de minimiser le phénomène de 

désélénisation. Une fois réduit le peptide 23 réagit très rapidement avec le cystéinyl peptide 24. 

Lorsque la ligation SeEA est terminée, l’ajout du cystéinyl peptide 25 permet de déclencher la ligation 

SEA et de conduire à la formation du polypeptide cible (one-pot 4, Figure 71). Après purification, nous 

avons obtenu la protéine NK1 biotinylée avec un contrôle précis de la séquence (Figure 72), un 
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rendement de 31 % à partir du segment 23 (KCL) et un rendement global de 3 % à partir du segment 

16. 

 

Figure 71 : Synthèse totale de la protéine NK1-B (180 acides aminés). 
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Figure 72 : Caractérisation de la protéine NK1-B. A) Analyse LC. B) Spectre haute résolution ESI MS. C) 
Spectre déconvolué et comparaison avec le profil théorique. 

A)

B)

C)
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Pour résumer, la protéine NK1-B a été synthétisée en utilisant trois processus one-pot 

séquentiels, ce qui permet de diminuer le nombre d’intermédiaires et de purifications (3 procédés one-

pot et 3 purifications en tout). L’assemblage de six segments peptidiques a été réalisé en combinant la 

KCL SeEA/SEA et les propriétés latentes des groupements S(e)EA révélant ainsi le grand potentiel du 

dérivé bis(2-sélényléthyl)amido pour faciliter l’accès à de grandes protéines. 

En conclusion, nous avons décrit dans ce chapitre une nouvelle méthode pour accéder à des 

peptides sélénoesters de type SeEA. La synthèse de ceux-ci à partir des peptides SEA présente 

l’avantage d’être simple, rapide et compatible avec la Fmoc-SPPS. Les propriétés de ces nouveaux 

dérivés ont été étudiées et leur réactivité particulière a permis d’envisager de nouvelles stratégies pour 

faciliter et accélérer l’accès à de grandes protéines. La grande différence de réactivité entre les 

peptides SEA et SeEA a permis de concevoir un processus de ligation cinétiquement contrôlé tandis 

que la réduction sélective des groupements SEA et SeEA a été exploitée pour établir des stratégies 

séquentielles one-pot. L’utilisation de ces sélénoester latents a notamment permis la synthèse de la 

protéine NK1-B constituée de 180 acides aminés. Cette protéine est, à ce jour, la plus grande protéine 

synthétisée en utilisant un procédé KCL. Ce travail a fait l’objet d’une publication dans le journal 

Chemical Science, la version finale est annexée à ce manuscrit (Annexe B). 
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CHAPITRE V : DÉVELOPPEMENT DE NOUVEAUX CATALYSEURS 

 Problématique de la ligation aux jonctions difficiles  

Dans le chapitre IV, nous avons vu que les propriétés uniques des peptides SeEA permettent de 

réaliser des procédés one-pot et donc de faciliter l’accès à des protéines de grande taille. Une autre 

limitation des procédés de ligation résulte de la difficulté à former des jonctions encombrées de type 

Val-Cys, Thr-Cys, Ile-Cys. L’encombrement stérique induit par les acides aminés β-branchés entraine 

des temps de réactions prolongés qui peuvent entraîner des réactions secondaires. En partant des 

travaux de Durek et Alewood198, nous avons cherché à explorer l’intérêt des peptides SeEA pour 

faciliter la formation de liaisons peptidiques encombrés. 

Au lieu de préparer des peptides sélénoester ou sélénoester latents de façon préalable, ce qui 

peut demander un travail conséquent avec le risque de voir ces dérivés très réactifs se dégrader 

rapidement, nous avons souhaité les former in situ à l’aide de catalyseur. Plus précisément, nous avons 

mis au point une méthode pour la formation in situ de sélénoesters à partir de segments peptidiques 

SEA grâce à la conception de nouveaux catalyseurs adaptant une structure de type N-alkyl-perhydro-

1,2,5-disélénazépine. Ces catalyseurs ont été utilisés pour accélérer deux réactions essentielles dans 

les procédés de synthèse totale développés dans cette thèse, à savoir la ligation SEA ainsi que la 

synthèse de peptides thioesters à partir de peptides SEA. Finalement, l’efficacité de l’un des 

catalyseurs a été illustrée par la synthèse totale de la granulysine 15 kDa (123 acides aminés). 

 Transthioestérification 

2.1 Aspects mécanistiques 

La réaction d’échange SEA/thiol est un moyen d’accès simple et très utile pour l’obtention de 

peptides thioester. La conversion d’un peptide SEA en thioester d’alkyle est réalisée de manière 

optimale à pH 4 et en présence d’un réducteur fort comme la TCEP qui permet d’activer la fonction 

SEA. Un réarrangement d’acyle de N vers S conduit à la formation d’un intermédiaire thioester 

transitoire qui réagit ensuite avec un alkylthiol tel que le MPA pour former un alkylthioester isolable. 

 

 

Figure 73 : Principe de conversion d'un peptide SEA en alkylthioester de MPA. 
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Nous savons qu’entre pH 7 et 5,5, le réarrangement intramoléculaire N→S est cinétiquement 

limitant pour la ligation SEA. Par exemple, le pré-réarrangement d’un peptide SEA amide en peptide 

SEA thioester permet d’accélérer considérablement la réaction de ligation. De plus, les travaux 

présentés dans le chapitre IV ont montré que la ligation SEA en présence de MPAA était 

significativement accélérée en abaissant le pH de 7 à 5.577. Cette dépendance au pH est la conséquence 

d’un transfert de proton dans l’état de transition de l’étape limitante, le transfert d’acyle N→S. 

Logiquement, abaisser le pH en dessous de 5,5 devrait permettre d’accélérer davantage la ligation SEA 

car le réarrangement intramoléculaire N→S devrait être encore plus rapide. En pratique ce n’est pas 

le cas. La ligation SEA à pH 4,0 en présence de MPAA est plus lente qu’à pH 5,5 et suggère qu’un 

changement de l’étape limitante de cette réaction s’opère en baissant le pH. Il est donc probable qu’à 

pH 4,0, le pH utilisé pour l’échange du groupement SEA par un thiol, la situation soit similaire. 

Comme nous l’avons vu dans la partie bibliographique (chapitre II), les échanges thiol/thioester 

s’effectuent préférentiellement via des espèces thiolate91. Or, à pH 4,0 la proportion d’espèces 

thiolates de MPA (pKa~10,84220) ou de MPAA (pKa~6,6)  est très faible. Il est donc probable qu’à pH 4,0, 

les échanges thiol-thioester deviennent cinétiquement limitants. Nous nous sommes donc intéressés 

à l’utilisation d’additifs permettant de restaurer un régime d’échange thiol/thioester rapide à pH acide. 

Les conditions classiques d’échange d’un groupement SEA avec le MPA ont été appliquées à un 

peptide SEA 9a portant une alanine en C-terminal (Figure 74A). L’évolution de la réaction d’échange 

conduisant au peptide thioester 12a est suivie par HPLC (Figure 74B). Les données cinétiques sont 

corrélées à une loi du premier ordre avec un temps de demi-réaction (t1/2) de 7,28 h (entrée 1, Figure 

74C). L’utilisation de MPAA en tant qu’additif permet d’accélérer la réaction. L’effet de celui-ci sur le 

t1/2 est cependant modéré (accélération ~1,5 fois, entrée 2, Figure 74C). L’ajout de ce dernier permet 

de former un thioester transitoire plus réactif mais également d’augmenter la proportion d’espèces 

thiolates en solution puisque le pKa du MPAA est nettement inférieur au pKa du MPA. À un pH de 4,0 

qui est nettement inférieur au pKa du MPAA (pKa = 6,6), la concentration en espèce thiolate reste 

cependant faible. De surcroit, le MPAA est peu soluble aux pH inférieurs à 5,5 et son utilisation dans 

ces conditions est difficile. 

Nous nous sommes ensuite intéressés au sélénophénol qui a été utilisé avec succès par Durek 

et Alewood pour catalyser la réaction de NCL à partir de sélénoesters. Le sélénophénol est produit in 

situ par réduction du diphényldisélénure par la TCEP. Le sélénophénol possède un pKa de 4,6209 de 

deux unités inférieur au pKa du MPAA. Par conséquent, la concentration d’espèces nucléophiles à pH 

4,0 doit être nettement plus élevée avec le sélénophénol que le MPAA. Malgré cette propriété 

intéressante, les données expérimentales montrent un faible gain cinétique (entrée 3, Figure 74C). Les 
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esters de sélénophényles sont des espèces acylantes plus puissantes que les thioesters dérivés du 

MPAA221. Le faible effet catalytique du sélénophénol suggère un processus d’échange sélénophénol-

alkylthioester défavorable. Ce phénomène pourrait être dû à la grande stabilité thermodynamique des 

alkylthioesters par rapport au sélénophénylesters dont la formation est défavorisée. Dans une étude 

antérieure, Durek et ses collaborateurs ont observé que le sélénophénol n’était pas capable d’activer 

les peptides alkylthioesters lors de la NCL ce qui est en accord avec nos résultats. 

De façon intéressante, nous avons également noté un effet significatif du chlorhydrate de 

guanidine sur la cinétique de réaction (diminution d’un facteur ~3,5, entrées 1 et 5, Figure 74C). En 

pratique, la préparation d’un tampon à base de Gdn.HCl (6 M) induit une réduction de la concentration 

d’eau d’un facteur ~2. En s’appuyant sur des expériences antérieures, nous émettons l’hypothèse que 

la diminution de la vitesse de réaction est due à la diminution de la quantité d’eau dans le système 

plus qu’au Gdn.HCl lui-même. En effet, lorsqu’un peptide SEAon est solubilisé dans du DMF ou du TFA, 

il n’y a pas de réarrangement intramoléculaire N→S conduisant à la formation du thioester de SEA. A 

l’inverse, lorsqu’un peptide SEAon est dissout dans de l’eau à pH acide, on observe un réarrangement 

avec un équilibre en faveur de la forme thioester à pH très acide. Nous supposons donc que l’eau joue 

un rôle important dans la réactivité du groupement SEA bien que les mécanismes mis en jeu ne soient 

pas encore élucidés. Le Gdn.HCl étant très souvent utilisé pour augmenter la solubilité des segments 

peptidiques, il est d’autant plus important de trouver de nouveaux moyens d’accélérer les vitesses des 

réactions dans un tampon aqueux contenant un agent chaotropique comme le Gdn.HCl. 
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Figure 74 : A) Réaction d’échange du peptide 9a avec le MPA. B) Suivi cinétique HPLC (λ =215 nm) de la 
réaction d'échange. Les données sont corrélées par une loi d’ordre 1. C) Tableau des temps de demi-
réaction pour les différentes conditions. 

2.2 Émergence de nouveaux catalyseurs à base de sélénium 

2.2.1 Résultats préliminaires 

Durant notre recherche de nouveaux catalyseurs, nous nous sommes intéressés aux travaux de 

Makriyannis et ses collaborateurs. Ils ont montré qu’un mélange de benzoyle sélénocholine PhCO-

SeCH2CH2N+(Me)3 et de choline thiol HSCH2CH2N+(Me)3 s'équilibre pour produire deux nouvelles 

espèces, le benzoyle thiocholine PhCO-SCH2CH2N+(Me)3 et la sélénocholine HSeCH2CH2N+(Me)3. Bien 

que l'équilibre soit significativement déplacé vers le thioester à pH 7 (Keq = 140), la situation est plus 

A)

B)

C)
Entrée Catalyseur Gdn.HCl (+/-) [Catalyseur] (mM) t1/2 

1 ø + 0 7,28 
2 MPAA + 100 4,86 
3 PhSeH + 100 5,25 
4 ø - 0 2,09 
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équilibrée à pH 5 où Keq est égal à 3. Cette diminution nette de Keq lorsque le pH est abaissé a été 

attribuée au pKa de la sélénocholine (pKa = 4,7) qui est de 3 unités inférieur aux pKa de la thiocholine 

(pKa = 7,7). Par conséquent, la concentration d’espèces sélénoates de choline à pH 5 dépasse 

largement celle des espèces thiolates de choline et favorise la formation du sélénoester. 

En s’inspirant de cette étude, nous avons testé le potentiel catalytique de la bis(2-

sélényléthyl)amine 7a pour la conversion d’un peptide SEA 9a en peptide alkylthioester 12a. Nous 

avons vu dans le chapitre précédent que l’utilisation de bis(2-sélényléthyl)amine 7a permet la synthèse 

de peptides SeEA. Les peptides SeEA sont beaucoup plus réactifs que leurs analogues soufrés à pH 7 

en présence de MPAA. Dans ces conditions, les échanges thiol/thioester ne sont pas limitants, les 

dérivés séléniums sont plus réactifs dû à l’accélération du transfert azote/chalcogène. 

À l’inverse, il s’agit, ici d’accélérer la réaction d’échange thiol/thioester à pH acide. En théorie, il 

est possible de produire les peptides SeEA in situ et donc de générer des espèces sélénoates très 

réactives en utilisant la bis(2-sélényléthyl)amine 7a. Nous avons calculé les pKa de la bis(2-

sélényléthyl)amine à l’aide du logiciel ACD/Lab (Figure 75A). Les valeurs obtenues sont cohérentes 

avec les pKa mesurés pour des alkylsélénols ou celui de la sélénocystéine (pKa 5,5) qui est très proche 

structurellement. Ces valeurs nous indiquent qu’à pH 4, la moitié des fonctions sélénols du composé 

7a se trouvent sous forme de sélénoate. 

En accord avec ces hypothèses, la bis(2-sélényléthyl)amine 7a induit une accélération 

significative de la réaction de transthioestérification (entrée 4, Figure 76C). Cependant, la conversion 

n’est pas complète et atteint un plateau à 80 % de conversion. L’analyse du milieu réactionnel révèle 

la formation d’un produit secondaire qui a été identifié par spectrométrie de masse comme étant le 

peptide SeEA 10 (Figure 75B). 
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Figure 75 : A) Estimation des pKa de l’amine 7a à l’aide du logiciel ACD/Labs. B) Chromatogramme HPLC 
(λ=215 nm) à t=24 h pour la conversion du peptide SEA 9a en peptide thioester MPA 12a en présence 
de 7a. 

Encouragés par les résultats obtenus avec la bis(2-sélényléthyl)amine 7a, nous avons cherché à 

prévenir l’accumulation du produit secondaire tout en conservant les mêmes propriétés catalytiques. 

L’étude de l’influence du pH sur la formation du produit 10 n’a pas donné de résultats satisfaisants. 

Une alternative consiste à substituer le proton de l’amine par un autre groupement ce qui permettrait 

d’empêcher la formation d’amide SeEA tout en conservant la réactivité des fonctions sélénol. De plus, 

la présence d’une amine tertiaire garantit une bonne solubilité à pH acide. 

Dans un premier temps, nous avons utilisé le 3-bromopropanol en présence d’hydroxyde de 

césium pour alkyler 7a. En effet, Salvatore et ses collaborateurs ont montré que l’hydroxyde de césium 

permet de favoriser la monoalkylation et de minimiser la polyalkylation. Dans notre cas, la réaction a 

conduit à la formation des produits mono et di-alkylés. De plus, des problèmes lors de la purification 

ont conduit à de très faibles rendements de synthèse (4 %, Figure 76A). Néanmoins, nous avons testé 

ce dérivé et observé une conversion totale du peptide SEA en thioester (Figure 76B). De plus, ce 

nouveau catalyseur 7b présente un potentiel catalytique supérieur au composé 7a. On observe une 

accélération d’un facteur 3,6 en comparaison avec la réaction en absence de catalyseur (entrée 5, 

Figure 76C). Il est important de noter que les deux groupements sélénol peuvent participer aux 

propriétés catalytiques du dérivé 7b ce qui peut induire un biais dans la comparaison avec le MPAA. 

Temps (min)

Intensité (AU)

A)

B)

9a

12a

10
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Pour comparer ces catalyseurs de façon objective, nous avons réalisé une étude du potentiel 

catalytique du disélénure 7b (50 et 100 mM) et du MPAA (100 et 200 mM). Dans tous les cas, l’échange 

thiol/thioester est significativement plus rapide avec le disélénure 7b qu’avec le MPAA. La supériorité 

du composé 7b n’est pas due à une concentration double en espèce sélénol. 

 
* Dans ce cas, les données ne corrèlent pas avec une loi d’ordre 1. La valeur indiquée a été déterminée 
graphiquement et correspond au temps nécessaire pour atteindre 50 % de conversion. 

Figure 76 : A) Schéma de synthèse du composé N-propanol bis(2-sélényléthyl)amine 7b. B) Suivi 
cinétique HPLC (λ =215 nm) de la réaction d'échange. Les données sont corrélées par une loi d’ordre 1, 
tableau des temps de demi-réaction pour les différentes conditions. 

Au regard de ces résultats très encourageants, nous avons cherché à optimiser la synthèse de 

composés N-alkylés dérivés du disélénure 7a. 
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2.2.2 Synthèse des catalyseurs N-alkyl disélénures 

La synthèse de composés à base de sélénium est difficile et complexe en raison de leur grande 

réactivité et sensibilité à différents réactifs oxydants ou réducteurs. Dans un premier temps, nous 

avons essayé d’alkyler l’amine par réaction d’amination réductrice. Pour cela, nous avons utilisé le 

triacétoxyborohydrure de sodium NaBH(OAc)3 et le butyraldéhyde. Le NaBH(OAc)3 est un agent 

réducteur doux et très efficace pour l’amination réductrice avec des aldéhydes ou des cétones. Malgré 

des conditions opératoires particulières (atmosphère inerte et absence de rayonnement lumineux), on 

observe l’extrusion d’un atome de sélénium conduisant à la formation majoritaire du composé mono-

sélénié. 

 

Figure 77 : Schéma de la réaction d'amination réductrice par le NaBH(OAc)3. 

Devant ces résultats négatifs, nous nous sommes intéressés à la réaction d’addition de Michael 

sur l’azote autrement dit une réaction d’aza-Mickael. Pour cela, nous avons utilisé l’acrylamide qui sert 

d’accepteur de Michael et une base. Initialement, nous avons étudié l’utilisation de la triéthylamine 

ou du 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undéc-7-ène (DBU) pour neutraliser le sel TFA de la bis(2-

sélényléthyl)amine 7a. Il est apparu qu’en présence de Et3N ou de DBU, le composé 7a tend à précipiter 

ce qui limite la conversion. De plus, l’utilisation du DBU induit des problèmes de séparation lors des 

étapes de purification. 

En s’appuyant sur les travaux de You et de ses collaborateurs222, nous avons testé l’effet de 

l’ajout de gel de silice au milieu réactionnel. Dans leur étude, les auteurs ont montré que l’utilisation 

de gel de silice permet d’accélérer la réaction d’aza-Michael. Dans notre cas, nous émettons 

l’hypothèse que la silice permet d’adsorber le composé 7a ce qui l’empêche de précipiter en présence 

de Et3N. Finalement, les conditions opératoires utilisées sont décrites dans la Figure 78. Grâce à ces 

conditions et à l’utilisation de différents accepteurs de Michael, nous avons pu isoler deux nouveaux 

dérivés 7c et 7d avec des rendements satisfaisants. 
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Figure 78 : Schéma de synthèse des composés disélénures N-alkylés 7c et 7d.  

Le composé 7d présente l’avantage de permettre une modification supplémentaire grâce à sa 

fonction acide carboxylique libre. Il est envisageable de greffer ce type de composé sur une résine et 

de réaliser une catalyse en phase hétérogène ce qui permettrait de recycler le catalyseur. Devant le 

potentiel de ces nouveaux composés, nous avons développé une autre approche synthétique afin de 

permettre une montée en échelle. Cette nouvelle stratégie a été initiée par V. Diemer dans le cadre 

d’un autre projet mené au laboratoire. Je l’ai étendue par la suite à la synthèse du disélénure 7d (Figure 

79). 

La synthèse du benzylséléno aldéhyde est décrit dans la littérature223 (Figure 79A). Cet aldéhyde 

est assez stable pour être purifié par chromatographie sur colonne de silice, ce qui permet de travailler 

sur une échelle de synthèse plus grande comparativement à l’approche basée sur la réaction d’aza-

Michael (échelle de synthèse de 4 mmoles). Une réaction amination réductrice avec la β-alanine tert-

butyl ester (commercialement disponible) suivie d’une étape de déprotection/cyclisation permet de 

produit le disélénure 7d (Figure 79B). Cette dernière réaction est réalisée en utilisant la 2,2’-dithio-

bis(5-nitropyridine) (DTNP) qui permet à la fois de déprotéger le groupement méthoxybenzyle (Mob) 

et de former le pont disélénure224. Seul le composé 7d final est purifié par chromatographie en phase 

inverse et les rendements par étape sont relativement satisfaisants. À noter que le rendement global 

est de 26 % ce qui est nettement supérieur au rendement global de la stratégie impliquant la synthèse 

et l’amination réductrice du composé 7a (10 %). Cette nouvelle méthode de synthèse représente une 

voie d’accès simple et rapide aux nouveaux catalyseurs. 
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Figure 79 : Nouvelle stratégie de synthèse de 7d. A) Synthèse du benzylséléno-aldéhyde. B) Réaction 
d’amination réductrice puis déprotection/cyclisation conduisant au composé 7d. 

Les nouveaux composés 7b-d ont été testés pour catalyser la conversion de peptides SEA 9b-d 

en peptides thioesters 12b-d (Figure 80). Ils présentent des acides aminés encombrés en C-terminal 

pour tester l’intérêt des nouveaux catalyseurs dans des cas difficiles. 

2.2.3 Catalyse de la formation de jonctions difficiles 

Les études préliminaires présentées en 2.2.1 ont été réalisées sur un peptide comportant une 

alanine en C-terminal. Or, l’une des limitations majeures des méthodes de ligation est la difficulté à 

former des liaisons peptidiques encombrées de type Val-Cys, Thr-Cys et Ile-Cys. Pour démontrer le 

potentiel catalytique de nos nouveaux composés à base de sélénium, nous nous sommes donc 

intéressés à des réactions d’échange thiol/thioester impliquant ces acides aminés encombrés (Figure 

80).  

 

Figure 80 : Réaction de transthioestérification de peptides comportant des acides aminés β-branchés 
en C-terminal. 
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Dans un premier temps, nous avons étudié la réaction de transthioestérification du peptide 9b 

portant une valine en C-terminal en présence du MPAA ou des composés disélénures. On observe que 

le MPAA n’a quasiment aucun effet sur la cinétique de réaction tandis que les composés 7b-d 

entrainent une accélération significative de la vitesse de réaction (~3,7 fois). On note également que 

la nature de la chaine alkyle n’a pas d’influence sur l’effet catalytique des composés séléniés (Figure 

81A). La N-(2-carboxamidoéthyl) bis(2-selenylethylamine) 7c a également été testée pour la catalyse 

de la réaction d’échange des peptides 9c et 9d comportant respectivement une thréonine et une 

isoleucine en C-terminal (Figure 81B). Le même effet d’accélération a été observé. 

 

Entrée X Catalyseur [Catalyseur] 
(mM) 

t1/2 (h) 

1 9b ø 0 67,96 
2 9b MPAA 100 51,73 
3 9b 7b 100 20,03 
4 9b 7c 100 24,32 
5 9b 7d 100 19,36 
6 9c ø 0 8,86 
7 9c 7c 100 3,12 
8 9d 7c 100 47,5 

Figure 81 : Suivi cinétique HPLC (λ =215 nm) de la réaction d'échange des peptides 9b (A), 9c-d (B). Les 
données sont corrélées par une loi d’ordre 1, tableau des temps de demi-réaction pour les différentes 
conditions. 

L’utilité du catalyseur 7d pour la synthèse préparative de peptides thioester a été confirmée par 

la synthèse du peptide thioester 12b avec un rendement de 63 %. Il est important de noter que 

l’analyse par GC-MS chirale du peptide après hydrolyse acide montre que le taux de racémisation des 

résidus valine est inférieur à la limite détectable (<0,1 %). Dans un second exemple, un peptide SEA de 
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46 acides aminés comportant une thréonine en C terminal a été converti en thioester en utilisant le 

même protocole (36 %, Figure 82). 

 

Figure 82 : Synthèse préparative de peptides thioesters en utilisant 7d. 

 Ligation SEA 

Nous avons montré l’utilité des composés 7c,d pour la catalyse des échanges SEA/thiol à pH 4, 

nous proposons d’étudier dans cette section leur potentiel pour accélérer la ligation SEA aux jonctions 

difficiles. Pour cela, nous avons comparé l’effet catalytique du disélénure 7c et du MPAA pour la 

réaction de ligation SEA entre le peptide SEA 9b et le cystéinyl peptide 13 conduisant à a formation 

d’une jonction Val-Cys. La Figure 83 présente les résultats cinétiques obtenus.  

Comme nous l’avons précédemment mentionné, la ligation SEA en présence de MPAA est 

significativement accélérée en abaissant le pH de 7,0 à 5,5. Bien que le transfert d’acyle soit 

probablement encore plus rapide en dessous de pH 5.5, on remarque que la ligation à pH 4,0 en 

présence de MPAA est plus lente qu’à pH 5,5. Cette observation suppose un changement d’étape 

cinétiquement limitante en dessous de pH 5,5 (Figure 83). De façon intéressante, Asahina et ses 

collaborateurs ont décrit un effet du pH similaire pour la ligation impliquant la N-méthylcystéine en 

présence de MPAA. Ils ont observé une augmentation de la cinétique en abaissant le pH de 8,0 à 5,5 

puis une diminution en dessous de pH 5,5. A l’inverse, la cinétique de ligation SEA est 

considérablement accélérée en présence du disélénure 7c en abaissant le pH à 4,0 (Figure 83). Ce 

résultat démontre l’utilité d’introduire de nouveaux catalyseurs qui permettent d’accélérer les 

échanges thiol-thioester et ainsi d’étendre la gamme de pH de travail. 
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Figure 83 : Catalyse de la ligation SEA par le MPAA ou le disélénure 7c. Les courbes continues 
correspondent aux courbes de tendance d’ordre 1. La courbe en pointillé indique une réaction qui ne 
peut pas être corrélé par une loi d’ordre 1. 

De façon intéressante, les deux catalyseurs étudiés suivent des cinétiques comparables à pH 5,5. 

Cette observation est en accord avec le fait que le transfert d’acyle N→S soit l’étape limitante du 

processus à pH 5.5. Dans ces conditions, le choix du catalyseur n’impacte pas la vitesse globale de la 

réaction tant que les échanges thiol/thioester sont maintenus dans un régime rapide. Des expériences 

complémentaires viennent renforcer cette hypothèse (Figure 84A). En effet, l’utilisation de 100 mM 

MPAA au lieu de 200 mM n’a pas d’effet sur la ligation à pH 5,5. Cependant, si l’on diminue 

considérablement la concentration de catalyseur (10 mM) on observe une diminution significative de 

la vitesse de réaction due aux échanges thiol/thioester qui deviennent limitants dans ces conditions 

(Figure 84B). 

A)

B)



116 

 

Figure 84 : Effet de la concentration de MPAA sur la cinétique de ligation SEA. 

Par la suite, le catalyseur 7d a été utilisé pour réaliser la ligation SEA entre les peptides 9b et 13. 

Le produit de ligation 14b a été obtenu avec un rendement de 51 %. L’analyse chirale par GC-MS de 

celui-ci indique la présence de seulement 0,19 % de résidus D-Val. La racémisation de l’acide aminé en 

C-terminal du peptide 9b est donc négligeable. Le catalyseur 7d a également permis de réaliser la 

cyclisation par ligation du peptide 26. Le peptide SEA 26 est composé de 38 acides aminés et comporte 

une valine en C-terminal. Dans cet exemple, nous avons utilisé un détergent non-ionique, le N-

octylglucoside, pour éviter la gélification du milieu réactionnel de ligation qui a été observée en 

utilisant 6 M de Gdn.HCl. Le produit cyclique a été obtenu avec un rendement de 26 %. Des analyses 

par spectrométrie de masse MALDI-TOF après digestion par la trypsine ont permis de confirmer la 

structure cyclique du produit isolé (voir Annexe A, Chapter V, Section 4.2.2). 
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Figure 85 : Cyclisation par ligation SEA du segment peptidique 26 en présence du catalyseur 7d. 

Ces expériences sur des peptides modèles nous ont permis de montrer que les disélénures 7c,d 

catalysent la réaction d’échange SEA-thiol et la ligation SEA à pH 4,0. Les cinétiques observées sont 

significativement accélérées en comparaison avec celles obtenues avec le MPAA comme catalyseur. 

Ces résultats montrent l’intérêt d’utiliser les catalyseurs disélénures pour faciliter les réactions aux 

jonctions difficiles. Fort des résultats obtenus, nous avons entrepris la synthèse totale de la granulysine 

pour démontrer le potentiel de nos catalyseurs pour accéder à des protéines complexes. 

 La synthèse totale de la granulysine (23-145)e 

4.1 Intérêt biologique 

La granulysine est une protéine cytolytique et pro-inflammatoire. Elle est présente dans les 

granules cytolytiques des lymphocytes T cytotoxiques (réponse immunitaire adaptative) et des cellules 

tueuses naturelles, NK cells (réponse immunitaire non spécifique, innée)225. La granulysine est produite 

sous deux isoformes stables de 9 kDa et 15 kDa. La forme à 9kDa résulte du clivage en N et C terminal 

de la forme 15 kDa225. 

                                                           
 

e Numérotation des acides aminés en fonction de la nomenclature d’UniProtKB : P22749 (GNLY_HUMAN) 
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La granulysine recombinante de 9 kDa a été intensivement étudiée. Elle possède une activité 

cytolytique sur une grande variété de microbes comme les bactéries gram-positif (S. aureus) et gram-

négatif (E. coli), les champignons et les parasites226. De façon intéressante, il a été démontré que la 

granulysine peut directement tuer la bactérie M. tuberculosis extracellulaire par dégradation de la 

membrane du bacille. En combinaison avec la perforine, elle diminue également la viabilité de M. 

tuberculosis intracellulaire227. La granulysine tue les bactéries en altérant la perméabilité de leurs 

membranes grâce à des interactions directes de type électrostatiques et liaisons hydrogène228. Au 

regard des nombreuses études menées sur la granulysine, on remarque que celle-ci présente une large 

pertinence clinique pour diverses maladies incluant les cancers, le syndrome de Stevens-Johnson et la 

transplantation (maladie du greffon contre l’hôte)226,229,230. La granulysine possède donc un grand 

potentiel thérapeutique. Elle pourrait contribuer à comprendre les mécanismes biologiques impliqués 

dans de nombreuses maladies et contribuer à l’élaboration de traitements pour celles-ci. 

Toutefois, aucune des deux formes n’a été produite par synthèse totale et leurs productions par 

des méthodes biologiques classiques est complexe. Seule la granulysine de 15 kDa est 

commercialement disponible. Elle est exprimée dans E. coli et contient des tags. Des études 

comparatives ont montré que la présence de ces tag altère les fonctions biologiques de la 

granulysine231,232. La synthèse de la granulysine 15 kDa native permettrait d’étudier le véritable 

potentiel thérapeutique de celle-ci via des études fonctionnelles et structurelles. 

En effet, seule la structure tridimensionnelle de la forme 9 kDa est connue à ce jour. Une étude 

cristallographique a montré pour cette isoforme la présence de cinq hélices α et de deux ponts 

disulfures (Cys69-Cys132 et Cys96-Cys107). La granulysine appartient à la famille saposin-like 

(SAPLIP).226 Les membres de cette famille partagent plusieurs propriétés structurales. Ils possèdent six 

cystéines localisées de façon similaire formant trois ponts disulfures avec le même appariement. 

Plusieurs études ont montré une homologie entre la granulysine et la NK-lysine porcine. Elles 

possèdent 35 % de résidus identiques (55 % similitude, Figure 86) et présentent tous deux une activité 

cytolytique sur une grande variété d’organismes. 

 

Figure 86 : Alignement des séquences de la granulysine humaine (9 kDa) et de la NK-lysine porcine à 
l’aide du logiciel DNASTAR Megalign Pro v12.3 matrice Clustal Omega. Le code couleur est basé sur les 
propriétés des acides aminés.  

GLNY-9 kDa
NK Lysine
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Bien que la granulysine 9 kDa ne possède que quatre cystéines et ne forme donc que deux ponts 

disulfures, sa structure tridimensionnelle est très proche de celle de la NK-lysine qui, elle, est stabilisée 

par trois ponts disulfures (Figure 87). 

 

Figure 87 : Alignement de structure entre la NK-lysine (couleur orange, PDB ID : 1NKL) et la GLNY-9 kDa 
(couleur cyan, PDB ID : 1L9L) réalisé sur le site RSCB PDB (méthode jFATCAT-rigid). 

La granulysine 15 kDa possède 7 résidus cystéines. Quatre d’entre eux forment probablement 

deux ponts disulfures identiques à ceux de la forme 9 kDa (Cys69-Cys132 et Cys96-Cys107). Cependant, 

aucune information n’est connue concernant l’état d’oxydation des trois autres cystéines (Cys43, 

Cys45, Cys140). Nous avons généré un modèle structural en utilisant l’outil I-TASSER233 qui est présenté 

dans la Figure 88. Cette structure hypothétique présente les deux ponts disulfures classiques du 

domaine saposin-like et placent la cystéine en C-terminal (Cys140) très loin des deux autres cystéines 

Cys 43 et 45. Nous prévoyons que la présence d'un noyau peu compact, de régions intrinsèquement 

non structurées et d'un nombre impair de résidus de cystéine rendent le repliement de cette protéine 

très complexe. 
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Figure 88 : Le modèle structural de la granulysine 15 kDa généré en ligne grâce à I-TASSER suite. A) Vue 
de côté montrant les deux ponts disulfures selon le domaine saposin-like. B) Vue de haut montrant les 
trois résidus Cys pour lesquelles il n’y a pas d’informations structurales disponibles. 

Afin d’aider à la caractérisation structurale mais également d’étudier la fonction et donc le 

potentiel thérapeutique de la granulysine 15 kDa, nous avons réalisé sa synthèse par voie chimique. 

4.2 Synthèse totale de la granulysine15 kDa 

L’assemblage de cette protéine par ligation chimique est complexe puisque la plupart des 

cystéines sont impliquées dans des jonctions difficiles (Figure 90). Nous avons choisi d’assembler la 

granulysine par ligation de trois segments peptidiques de tailles similaires : segment A (23-68), 

segment B (69-106) et segment C (107-123) présentés dans la Figure 89. Cette stratégie implique la 

formation de jonctions Thr-Cys et Val-Cys qui sont difficiles en raison de l’encombrement stérique. 

Initialement, nous avons décidé d’assembler ces segments peptidiques de l’extrémité N-terminale vers 

l’extrémité C-terminale. 

 

Figure 89 : Les trois segments peptidiques utilisés pour la synthèse totale de la granulysine 15 kDa. 

Cys96-Cys107

Cys69-Cys132
Cys43

Cys45

Cys140

A) B)
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4.2.1 Assemblage de N vers C 

Dans un premier temps, le segment SEA 9e a été converti en peptide thioester de MPA 12e en 

présence du catalyseur 7d. Cette réaction a été décrite dans la section 2.2.3 de ce chapitre. Puis, les 

segments 12e et 26 ont été assemblés en utilisant une réaction de NCL. Cette ligation a été effectuée 

en présence du catalyseur MPAA mais en absence de réducteur (TCEP/DTT) afin de conserver le 

groupement SEA sous sa forme inactive. 

Après purification, le peptide 28 a été engagé dans une réaction de ligation SEA avec le segment 

29 en présence de N-octylglucoside. Lors d’une première expérience, l’utilisation de 6 M de Gdn.HCl 

avait conduit à la gélification du milieu réactionnel. Nous avons également testé l’utilisation de SDS 

mais ce détergent n’a pas permis d’éviter la gélification contrairement au N-octylglucoside. 

Finalement, nous avons obtenu la granulysine 15 kDa avec un rendement global de 1,6 % après 

purification HPLC. 

 

Figure 90 : Synthèse totale de la granulysine 15 kDa de N vers C. Les jonctions formées sont soulignées 
dans la séquence. 
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La difficulté de synthèse est en partie due à la faible solubilité des intermédiaires. Même en 

utilisant le N-octylglucoside le milieu réactionnel est trouble et non homogène ce qui limite la 

conversion. Dans l’idée de prévenir ces problèmes de solubilité, nous avons envisagé de produire la 

granulysine en assemblant cette fois ci les segments de C vers N. 

4.2.2 Assemblage de C vers N 

Un assemblage dans cette direction nécessite d’équiper le segment B avec une fonction SEA en 

C-terminal mais également de protéger la cystéine en N-terminal pour prévenir la cyclisation ou 

polymérisation de celui-ci. Pour cela, nous avons utilisé le groupement acétoacétyle (AcA) qui a 

également été utilisé dans le chapitre IV lors de la synthèse de NK1. Cette fois-ci, le groupement 

acétoacétyle est introduit sur support solide après l’élongation par Fmoc-SPPS du peptide et la 

déprotection de l’amine en N-terminal58. Les premiers essais de synthèse de ce fragment sur résine 

SEA ChemMatrix n’ont pas été concluants en raison de couplages incomplets après la Thr93. Afin de 

minimiser l’agrégation du peptide au cours de l’élongation, nous avons introduit deux unités O-acyl 

dipeptides au niveau des enchainements Ala92-Thr93 et Val98-Ser99 (Figure 91). Malgré un couplage 

toujours difficile entre les deux O-acyl dipeptides conduisant à la formation d’un fragment acétylé 

(capped peptide), nous avons obtenu le segment SEA 30 souhaité, protégé par l’AcA en C-terminal. 

Le segment SEA 30 a ensuite été traité avec du MPA en présence du catalyseur 7d à pH 3,7 pour 

produire le thioester correspondant 31 avec un rendement de 47 % après purification HPLC. De façon 

intéressante, le peptide 31 produit contient toujours les deux liens O-acyl isopeptide puisque le 

transfert d’acyle O→S n’a pas lieu dans les conditions d’échange. La présence de ces unités O-acyl 

dipeptides permet de maintenir une bonne solubilité du peptide 31. Le peptide thioester 31 a ensuite 

été engagé dans une réaction de NCL avec le cystéinyl peptide 29 en présence de MPAA et à pH 7,6. 

Dans ces conditions, les liaisons O-acyl isopeptide se réarrangent rapidement pour former des liens 

amide natifs. Le groupement AcA a été retiré en one-pot par ajout d’acide acétique et d’hydroxylamine 

au milieu réactionnel. À noter que le MPAA a été extrait à l’aide de diéthyl éther. Nous avons ainsi 

obtenu le segment 32 avec un rendement global de 42 %. 

Finalement, les segments 9e et 32 ont été assemblés par ligation SEA à pH 4 en utilisant le 

disélénure 7d comme catalyseur. Cette nouvelle stratégie, nous a permis d’isoler la granulysine 15 kDa 

avec un rendement global de 4,5 %, ce qui est nettement supérieur à la précédente approche de N 

vers C. La Figure 92 présente la caractérisation par LC-MS de la protéine granulysine 15 kDa obtenue. 

Une analyse par masse haute résolution est en cours ainsi que des tests de repliement. Nous espérons 

pouvoir tester son activité biologique et notamment antibactérienne très prochainement.  
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Figure 91 : Synthèse totale de la granulysine 15 kDa de C vers N. 
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Figure 92 : Analyse LC-MS de la granulysine 15 kDa. 

En résumé, nous avons développé de nouveaux catalyseurs pour la réaction d’échange SEA-

thiol et la ligation SEA. Ces composés nous permettent de bénéficier de l’influence de la baisse du pH 

sur les cinétiques de transfert d’acyle N→S en maintenant les échanges thiol-thioester rapides à pH 

acide. Nous avons montré que ces catalyseurs sont bien plus efficaces que le MPAA ou le sélénophénol 

et qu’ils facilitent la formation de jonctions difficiles. L’utilité de ces catalyseurs a été démontrée par 

la synthèse totale de la granulysine 15 kDa dont l’étude fonctionnelle et structurale est limitée à cause 

d’une production difficile par des méthodes biologiques. Nous pensons que la synthèse par voie 

chimique de la granulysine 15 kDa permettra d’aider à résoudre sa structure tridimensionnelle et 

d’approfondir l’étude de ses fonctions biologiques. En effet, la synthèse par voie chimique de la 

granulysine 15 kDa nous a permis de réaliser une étude préliminaire sur sa structure tridimensionnelle. 

Les premiers essais de repliement ont montré deux formes : une première avec deux ponts disulfures 

et une seconde avec trois ponts disulfures. L’analyse par spectrométrie de masse de ces formes est 

toujours en cours au laboratoire et nous espérons apporter prochainement de plus amples 

informations sur la structure tridimensionnelle de cette protéine. L’ensemble de ce travail est en cours 

de valorisation sous forme d’un article qui sera soumis au journal Chemical Science.

Time (min)

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00

Intensity (light scattering, AU)

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

1.2

m/z
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

0

100

A: 14087.43±0.90

A18
783.6

A19
742.4

A20
705.3

A21
671.7

A17
829.6

A16
881.5

A15
940.2

A14
1007.3

A13
1084.7

Intensity



125 

CHAPITRE VI : DÉVELOPPEMENT D’UN PROCÉDÉ AUTOMATISÉ DE 

SYNTHÈSE DE PROTÉINES EN PHASE SOLIDE 

 La problématique d’assemblage de segments peptidiques en solution 

Jusqu'à présent, la majorité des protéines produites par synthèse chimique ont été assemblées 

en solution en utilisant la réaction NCL et les méthodes apparentées. La synthèse de grandes protéines 

nécessite inévitablement un nombre important d’étapes chimiques. Outre la ligation chimique elle-

même, les stratégies de synthèse peuvent inclure plusieurs étapes d'activation (conversion de 

thioesters latents en thioesters actifs), étapes de déprotection (déprotection de résidus cystéines) ou 

une étape de désulfuration pour convertir des cystéines ou d'autres acides aminés thiols en résidus 

protéiniques. Les conditions expérimentales utilisées pour une transformation chimique donnée ne 

sont pas toujours compatibles avec l’étape suivante. En conséquence, un grand nombre de 

transformations chimiques implique d’isoler en général un ou plusieurs intermédiaires. De plus, 

chaque étape chimique ou de purification peut être compliquée par la faible solubilité des segments 

ou leur tendance à former des agrégats. 

Dans le chapitre IV, nous avons vu que les stratégies basées sur des réactions en one-pot 

permettent de minimiser le nombre d'étapes chimiques et de purifications nécessaires pour obtenir la 

protéine cible. On économise ainsi du temps et du rendement. Ici, nous proposons d’utiliser une 

nouvelle stratégie d’assemblage séquentielle de segments peptidiques en phase solide pour faciliter 

la synthèse de grandes protéines par voie chimique. 

 Émergence de la ligation native en phase solide (SPCL) 

Le concept de ligation chimique native en phase solide (SPCL) a été introduit par l’équipe de 

Kent en 1999201. Cette méthode combine les avantages de la NCL et de la SPPS. La NCL permet 

l’assemblage chimiosélectif de segments peptidiques non protégés et conduit à la formation d’un lien 

natif. La synthèse sur une phase solide permet l'élimination des réactifs en excès par filtration, ce qui 

permet de ne pas isoler les intermédiaires. Le peptide immobilisé ne peut pas précipiter et, en ajustant 

la charge du support solide, l'agrégation du peptide peut être minimisée pour assurer une plus grande 

accessibilité des sites réactifs. 

Compte tenu du fort potentiel de la phase solide, il est surprenant de constater que le nombre 

de publications sur le sujet est très faible (12 protéines dans 7 publications). L’une des principales 

raisons au manque de références dans le domaine est la difficulté de concevoir un support solide qui 

soit compatible avec l’ensemble des étapes chimiques, et en particulier qui permette l’accrochage 
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chimiosélectif du premier segment de manière efficace et simple et plus tard le décrochage de la 

protéine cible. Une autre limitation importante est due à la difficulté à adapter les méthodes 

développées en solution sur la phase solide. La formation des fonctions thioester est notamment un 

point crucial.  

Dans ce chapitre, nous proposons de décrire la conception d’un processus automatisé 

d’élongation par ligation chimique basé sur les propriétés du groupement SEA. Ce travail comprend le 

développement d’un bras espaceur, l’adaptation des conditions réactionnelles en phase solide et 

l’optimisation des caractéristiques techniques du prototype. Nous pensons que ce procédé présente 

un grand potentiel pour la synthèse de grandes protéines par voie chimique. 

 Conception d’une stratégie d’assemblage en phase solide 

3.1 Procédé chimique : la SEA SPPS 

Le procédé de ligation en phase solide mis en place au laboratoire est basé sur les propriétés du 

groupement SEA. Comme il a déjà été mentionné, ce dernier est stable dans les conditions de la NCL 

en absence de réducteur fort et agit donc comme un thioester latent. On peut ainsi imaginer un cycle 

d’élongation composé d’une étape d’activation permettant de convertir le groupement SEA en 

alkylthioester (en rouge, Figure 93), suivie d’une étape de ligation NCL (en orange, Figure 93). 

L’utilisation d’un support solide permet d’éliminer facilement les réactifs et segments peptidiques qui 

n’auraient pas réagi. On peut en principe répéter le cycle d’élongation autant de fois que nécessaire 

pour atteindre une protéine cible. Cette technique est appelée SEA SPPS. 
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Figure 93 : Principe général du procédé de ligation en phase solide développé à partir de segments SEA 
(SEA SPPS). 

La mise en place d’un tel procédé implique l’utilisation d’un support solide qui soit compatible 

avec les conditions réactionnelles (milieux aqueux) et stable en présence des différents réactifs utilisés 

(thiols, nucléophiles, réducteurs). La conception d’un bras espaceur (linker en anglais) est également 

nécessaire. Celui-ci doit permettre l’attachement chimiosélectif du premier fragment. Le bras espaceur 

doit également être stable dans les conditions d’accrochage et d’élongation du processus. Enfin, les 

conditions de coupure de ce dernier doivent être simples pour libérer la protéine du support après 

assemblage. 

Des travaux antérieurs du laboratoire ont décrit l’utilisation d’un bras espaceur baso-labile, le 2-

[2-2(-azido-éthoxy)éthyl sulfonyl]-2-éthoxycarbonyle (N3-Esoc). De fait, l’extrémité N-terminale du 

premier segment SEAoff est fonctionnalisée par le groupement N3-Esoc en utilisant la méthode 

développée par le groupe d’Aucagne (Figure 94)234. Le support solide est modifié par une fonction 

alcyne qui permet l’attachement du premier segment par réaction de cycloaddition 1,3 de Huisgen 

catalysée au cuivre (CuAAC). 

N vers C

Etape d’activation 
Etape NCL
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Figure 94 : Principe de l'attachement chimiosélectif du premier segment sur support solide grâce au 
bras espaceur Esoc. 

Ce bras espaceur a notamment permis la synthèse d’un peptide de 136 acides aminés par 

assemblage séquentiel de 5 segments peptidiques suivant le procédé présenté à la Figure 93235. 

Néanmoins, ce bras espaceur implique des conditions de coupure fortement basiques (pH > 11) qui ne 

sont pas compatibles avec un certain nombre de protéines. De plus, la formation d’une vinylsulfone 

par β-élimination du groupement Esoc peut conduire à l’alkylation des cystéines236. 

Plus récemment, un autre bras espaceur de type acétoacétamide (AcA) a été développé au sein 

du laboratoire. Ici, le premier segment peptidique est modifié après Fmoc-SPPS par l’acétoacétyl N-

succinimidyl ester (AcA-OSu) puis attaché au support solide par formation d’un lien oxime (Figure 95). 

La coupure de ce bras espaceur est réalisée par réaction de transoximation avec l’hydroxylamine à pH 

acide, puis cyclisation spontannée de l’intermédiaire obtenu. 

 

Figure 95 : Synthèse de protéines par assemblage séquentielle de N vers C en utilisant le linker AcAO et 
la réaction de NCL. A) Synthèse des segments peptidiques AcA par SPPS. B) Stratégie d’assemblage. 

Ce procédé permet d’obtenir le polypeptide sans groupement résiduel provenant du linker et a 

notamment permis la synthèse de la protéine NK1-B. Cependant, une réaction secondaire a été 
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observée lors de l’étape de coupure. En effet, l’hydroxylamine qui est très nucléophile peut réagir avec 

les amides primaires et en particulier avec les chaines latérales de Asn et Gln. Les conditions de 

coupure ont été optimisées pour minimiser cette réaction secondaire mais elle n’a pas pu être inhibée 

totalement. De plus, les réactifs permettant la synthèse des peptides AcA qui étaient à l’origine 

commercialement disponibles ne le sont plus à ce jour. 

Pour conclure, le nombre de bras espaceurs décrit dans la littérature qui soient compatibles avec 

les conditions réactionnelles du procédé de SEA SPPS est très faible. Ce constat nous a poussé à nous 

intéresser à la synthèse d’un nouveau bras espaceur. 

3.2 Développement d’un bras espaceur chimiosélectif 

Il est important de noter que nous souhaitons que notre procédé de synthèse de protéines 

permette la production de protéines natives. L’idée est de présenter une alternative aux méthodes 

recombinantes qui puisse permettre d’accéder rapidement à une librairie de protéines d’intérêt 

biologique. Une fois une protéine d’intérêt identifiée, celle-ci pourra être produite à plus grande 

échelle en utilisant des systèmes vivants qui sont moins couteux. Par conséquent, nous ne souhaitons 

pas utiliser de bras espaceurs qui introduisent après coupure un élément non naturel comme par 

exemple un polymère. 

Pour la conception de notre nouveau bras espaceur, nous avons utilisé des réactions chimiques 

simples et des réactifs disponibles commercialement (Figure 96). Cette stratégie permet une certaine 

modularité du point de vue de la résine utilisée et de la charge finale de celle-ci. 

Dans un premier temps, l’acide aminé Fmoc-Glu(tBu)-OH commercial est couplé à la bis(2-

(tritylthio)éthyl)amine dont la synthèse est décrite dans la littérature212. Les groupements protecteurs 

trityles (Trt) sont éliminés par traitement à l’iode et les thiols sont oxydés pour conduire à la formation 

du groupement SEAoff. C’est ce groupement qui permettra l’attachement chimiosélectif du premier 

fragment en utilisant le cycle d’élongation transthioestérification/NCL décrit plus haut (Figure 93). Pour 

permettre l’attachement de l’acide aminé à la résine équipée d’un linker de Rink, la chaîne latérale de 

l’acide aminé est déprotégée en utilisant un cocktail de coupure classique. Les conditions de couplage 

à la résine seront détaillées dans la suite de ce manuscrit. Il est important de noter que la présence 

d’un groupement Fmoc nous permet de déterminer la charge de notre support solide en utilisant un 

dosage par spectroscopie UV212. Finalement, l’amine en N-terminal est totalement déprotégée et 

acétylée mais naturellement d’autres modifications sont possibles. 
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Figure 96 : Schéma de synthèse du linker Fmoc-Glu-SEA et couplage sur le support solide. 

Les conditions de coupure pour un tel bras espaceur sont identiques à celles utilisées en SPPS 

classique. Il s’agit d’un cocktail à base de TFA et d’un certain nombre de pièges à carbocation 

(scavenger) suivant la séquence de la protéine synthétisée. Il est important de noter que cette 

méthode entraine après coupure du linker de Rink l’ajout d’un acide aminé Gln à l’extrémité N 

terminale du polypeptide cible. Cette méthode est simple, peu couteuse et à priori compatible avec 

de nombreux polypeptides. Néanmoins, la recherche d’un linker universel est toujours d’actualité au 

laboratoire et fait partie des perspectives de ce projet. 

3.3 Contraintes du procédé 

L’assemblage en phase solide est soumis à un certain nombre de contraintes.  

La solubilité des segments peptidiques est un point critique pour toutes stratégies 

d’assemblages que ce soit en solution ou sur support solide. Dans le cadre d’un procédé automatisé, il 

est d’autant plus important que les segments soient bien solubles. En effet, le mécanisme implique un 

certain nombre de vannes, tuyaux, seringues qui pourraient être obstrués si les segments ou les 

réactifs n’étaient pas complètement solubles. Pour éviter cela, il est important de pré-solubiliser les 

segments peptidiques manuellement. L’une des forces du procédé que nous développons résulte de 

la grande stabilité des peptides SEA qui restent stables en solution sur des temps prolongés, ce qui 

n’est pas le cas des thioesters classiques (hydrolyse rapide). Ainsi, les segments peptidiques sont 

solubilisés en amont dans un tampon à pH 7 contenant du Gdn.HCl. La pré-solubilisation des segments 

implique que toutes les cystéines des segments à incrémenter soient protégées avec le groupement 

StBu afin d’éviter l’oxydation de celles-ci au cours du temps. 

Les réactifs (thiols, nucléophiles, réducteurs) doivent également être solubles dans les 

conditions réactionnelles. Les différents réactifs utilisés sont donc mis en solution au préalable. Pour 
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l’étape de conversion du peptide SEA en thioester d’alkyle, le thiol exogène tel que le MPA et la TCEP 

sont conditionnés au préalable dans un tampon à pH 4. Pour la réaction de NCL, nous avons opté 

initialement pour une solubilisation du MPAA de façon extemporanée. En effet, en solution au pH de 

ligation (pH 7), le MPAA s’oxyde rapidement. Cette stratégie implique de trouver un moyen de 

solubiliser le MPAA solide juste avant son utilisation et de façon automatisée. Cette méthode ne s’est 

avérée satisfaisante et nous verrons comment nous avons surmonté cette difficulté. 

Enfin, les processus en phase solide impliquent en général des temps réactionnels plus long 

qu’en phase liquide. De plus, nous avons vu dans le chapitre V que l’utilisation de Gdn.HCl entraîne 

une augmentation significative des cinétiques de l’étape d’activation du SEA en thioester. Il est donc 

important de trouver des conditions (température, pH) et des additifs (catalyseurs) qui permettent 

d’accélérer cette transformation. C’est pourquoi une grande partie de mon travail de thèse a porté sur 

la mise au point de nouveaux catalyseurs pour la conversion des peptides SEA en peptides 

alkylthioesters et la réaction de ligation SEA (chapitre V). Nous verrons plus tard comment ces travaux 

ont été appliqués à la phase solide. 

 Synthèse supportée et automatisée de protéines 

4.1 Caractéristiques techniques du prototype 

Le prototype mis au point au laboratoire est basé sur le synthétiseur de peptide ResPep SL de la 

société Intavis. L’idée ici est d’utiliser le même appareil pour réaliser la synthèse de segments 

peptidiques et la synthèse de protéines par assemblage de ces segments. Il suffit pour cela de changer 

les réactifs de SPPS (activateurs, acides aminés, etc.) par les réactifs de la SEA SPPS (thiols, réducteurs, 

segments peptidiques). 

Un premier prototype a été développé au sein du laboratoire avant ma thèse. Sans entrer dans 

les détails, celui-ci était composé d’un bloc pour les réactifs, d’un module pour les colonnes de réaction 

composé d’un régulateur de température et d’un bras dispenseur. Afin d’éviter les problèmes 

d’oxydation le prototype présentait également un système de distribution d’azote. Ainsi, le bloc 

contenant les réactifs était sous atmosphère inerte en continu. Ce flux d’azote permettait également 

de vider les colonnes lors des lavages en exerçant une pression au sein de celles-ci. Toutefois, il nous 

est rapidement apparu primordial d’optimiser et de simplifier le prototype. C’est de cette dernière 

configuration dont nous allons discuter dans la suite de ce manuscrit. 

Le nouveau prototype est plus modulaire, il présente trois configurations possibles mais nous 

allons discuter ici de la version permettant un balayage sous azote continu à la fois du bloc réactif mais 

également des colonnes (Figure 97). La présence de deux régulateurs d’azote l’un pour le bloc réactif 
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et l’autre pour le module colonne nous permet une régulation précise du volume d’azote au sein du 

système et donc de minimiser les problèmes d’oxydation. De façon pratique, l’accès aux différents 

éléments et notamment aux valves composant le prototype a été facilité pour un contrôle de l’état de 

celles-ci plus régulier et facilité. De plus, le nombre de valves a été réduit significativement (3 valves 

contre 6 initialement) ce qui permet de diminuer le risque d’échec de synthèse dû à l’obstruction ou à 

une panne de l’une de ces valves. Enfin, un module d’agitation a été ajouté au système pour permettre 

une meilleure homogénéisation du milieu réactionnel. Ce bloc a également été conçu pour permettre 

une meilleure diffusion de la chaleur au sein des colonnes. 
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Figure 97 : Schéma technique du prototype développé au laboratoire. 
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4.2 Mise en place de la synthèse 

4.2.1 Synthèse du support solide 

Le développement du prototype a nécessité de nombreuses expériences préliminaires. En 

amont des synthèses effectuées sur l’appareil, des expérimentations « manuelles » ont été réalisées 

afin de mettre au point les conditions opératoires initiales. Cette phase préparatoire n’est pas 

présentée en détail dans ce manuscrit qui se consacre exclusivement au développement de 

l’automatisation du processus. Toutefois grâce à ce travail, nous avons notamment déterminé le 

nombre de lavages nécessaires pour éliminer les réactifs entre deux étapes chimiques. Par analyse 

HPLC des solutions de rinçage, nous avons conclu que dix lavages du support solide sont nécessaires 

pour éliminer les réactifs qui n’ont pas réagi. À partir des résultats obtenus durant ce travail 

préliminaire nous avons mis en place une première expérience de synthèse sur le prototype. 

Préalablement, le bras espaceur Fmoc-Glu-SEA (Figure 96) est greffé sur une résine de type H-

Rink Amide ChemMatrix®. Cette résine est exclusivement composée de polyéthylène glycol et 

présente une bonne solvatation dans l’eau. Les conditions de couplage sont présentées dans la Figure 

98. Nous utilisons le Boc-Glu(OtBu) comme compétiteur afin de diminuer significativement la charge 

initiale (0,18 mmol/g) et le PyBop comme agent de couplage. Puis, en utilisant une méthode de dosage 

par spectrométrie UV (voir Annex A, Chapter VI, Section 2.2), nous déterminons une charge finale après 

couplage de 0,073 mmol/g. Finalement, l’amine en N-terminal est déprotégée et acétylée. Ce support 

solide est ensuite utilisé pour réaliser l’assemblage de segments peptidiques à l’aide du prototype 

décrit précédemment. 

 

Figure 98 : Couplage du Fmoc-Glu-SEA sur la résine H-Rink Amide ChemMatrix®. 

4.2.2 Procédure d’élongation 

La procédure d’élongation permettant l’assemblage séquentielle de segments peptidiques en 

phase solide et de façon automatisée est décrite ci-après. À noter que pour toutes les synthèses 

décrites dans la suite du manuscrit nous travaillons sur une échelle de synthèse de 2,5 µmoles. 
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Dans un premier temps, la résine est conditionnée dans le tampon utilisé pour l’étape 

d’activation à savoir 5 M de Gdn.HCl 0,1 M tampon acétate à pH 4. Puis, la fonction SEA du bras 

espaceur est activée en présence de TCEP (100 mM) et de MPA (5 %). En pratique, la TCEP (200 mM) 

et le MPA (10 % volume) sont mis en solution séparément dans le tampon d’activation afin d’éviter 

d’éventuelles réactions secondaires au cours du temps comme la désulfurisation du MPA. À noter que 

ces solutions serviront pour toutes les étapes activation nécessaires à l’obtention de la protéine cible. 

L’appareil prélève 250 µL de chacune des solutions, les mélange et ajoute 500 µL de ce mélange 

d’activation sur la résine. Il est important de noter que la présence des billes de résine induit un volume 

mort. Il est donc primordial de renouveler plusieurs fois la solution d’activation pour atteindre les 

concentrations souhaitées en réactif. La Figure 99B présente le cas de l’évolution de la quantité de 

MPA dans la colonne lors de l’étape d’activation. On remarque qu’au moins six renouvellements de 

solution sont nécessaires pour atteindre le pourcentage classique de MPA utilisé lors de l’échange SEA-

thiol, qui est de 5%. Usuellement, le prototype est programmé pour renouveler la solution dix fois 

durant les 12 heures d’étape d’activation. 

 

Figure 99 : A) Principe général du calcul de quantité réelle de réactif au sein de la colonne. B) Exemple 
de l’évolution de la quantité de MPA en fonction du nombre de renouvellements de la solution 
d’activation. 
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De la même façon, une étude de l’évolution de la température au sein des colonnes a été 

réalisée. On a observé un écart de 2 °C entre la valeur de consigne et la température réelle au sein des 

colonnes. Ainsi, la température consigne lors de l’étape d’activation est fixée à 39 °C puisque la 

température visée est de 37 °C. 

Une fois l’étape d’activation terminée, les colonnes sont lavées avec le tampon d’activation (5 M 

de Gdn.HCl 0,1 M tampon acétate à pH 4) afin d’éliminer le MPA et la TCEP qui n’auraient pas réagi. 

Comme nous l’avons mentionné précédemment, dix lavages sont nécessaires pour laver correctement 

les colonnes. Puis, celles-ci sont conditionnées pour l’étape de ligation. Comme pour l’étape 

précédente, dix lavages avec 5 M de Gdn.HCl 0,1 M tampon phosphate à pH 7,5 sont réalisés dans ce 

but. 

Pour l’étape de ligation, la solubilisation du MPAA est un point essentiel. Pour éviter son 

oxydation, une option est de le solubiliser juste avant son utilisation. Si l’on utilise le MPAA sous forme 

solide et que l’on ajoute du tampon phosphate à pH 7,5, celui-ci va précipiter en raison de la chute de 

pH dû à sa fonction acide carboxylique. Même en réajustant le pH par ajout de soude, une agitation 

vigoureuse est nécessaire pour solubiliser le MPAA correctement. Ce protocole classique en synthèse 

manuelle n’est pas applicable à notre prototype. C’est pourquoi, nous avons cherché un autre moyen 

de pré-solubiliser le MPAA tout en évitant le processus d’oxydation. 

En amont, le MPAA est solubilisé dans un mélange de 0,2 M NaOH et t-BuOH. Cette solution est 

congelée et lyophilisée. On obtient ainsi le sel de 4-mercaptophenylacétate de sodium, MPAA-Na. Ce 

composé est introduit sous forme solide dans le prototype. Lors de l’étape de ligation, 55 µL de NaOH 

6 N, 445 µL de 5 M de Gdn.HCl 0,1 M tampon phosphate à pH 7,5 sont utilisés dans cet ordre pour 

solubiliser le MPAA-Na et obtenir un pH final de 7,5. Les segments peptidiques sont quant à eux 

préalablement solubilisés avec 5 M de Gdn.HCl 0,1 M tampon phosphate à pH 7,5 (280 µL pour 5 µmol 

de peptide soit 2 équivalents). Finalement, l’appareil prélève 250 µL de la solution du segment à 

incrémenter, 250 µL de solution de MPAA et ajoute le tout sur la résine. La température de consigne 

est fixée à 39 °C et le milieu réactionnel est mis sous agitation pendant 12 heures. La synthèse de 

segments peptidiques peut être complexe et représenter un coût considérable. C’est pourquoi il ne 

nous semble pas judicieux de renouveler l’étape de couplage pour forcer la conversion. Seul un excès 

de 2 équivalents de segment peptide par rapport au support solide est appliqué. Une fois la ligation 

effectuée, les colonnes sont lavées avec 5 M de Gdn.HCl 0,1 M tampon phosphate à pH 7,5 afin 

d’éliminer le MPAA et les segments qui n’auraient pas réagi. Puis la résine est à nouveau conditionnée 

dans le tampon d’activation et le cycle d’élongation est répété pour chaque segment à incrémenter. 
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Ce procédé nous a permis de réaliser l’assemblage de trois segments peptidiques pour former 

le peptide modèle 37 composé de 23 acides aminés. 

4.3 Résultat préliminaire/ Premier résultat 

La synthèse du peptide 37 implique la formation d’une jonction Gly-Cys et Ala-Cys. La Figure 100 

présente les trois fragments utilisés pour réaliser l’assemblage de celui-ci en utilisant la procédure 

d’élongation détaillée dans la section précédente. 

 

Figure 100 : Synthèse du peptide 37. 

Une fois l’élongation sur le prototype terminée, la résine a été lavée avec de l’eau puis du 

méthanol pour éliminer les réactifs et la Gdn.HCl résiduels. La résine a ensuite été lavée à l’éther et 

séchée. La nature du bras espaceur permet l’utilisation de conditions de coupure classiques avec un 

cocktail de TFA /scavengers adapté à la séquence de la protéine synthétisée. Ici, nous avons utilisé le 

mélange TFA/TIS/Anisole/Thiophénol/H2O (85/5/5/2,5/2,5). Finalement, nous avons obtenu 2,40 mg 

de peptide 37 brut soit un rendement de 27 % pour sept étapes chimiques (élongation + coupure). 

L’analyse par LC-MS montre une pureté de 63,7 % (pic E, Figure 101). L’impureté majoritaire résulte 

de la délétion du premier fragment 34 qui peut être due soit à une mauvaise activation du bras 

espaceur soit à une ligation incomplète du premier segment (pic D ~ 20 %, Figure 101). Nous observons 

également la délétion du second fragment 35 dans une plus faible proportion (pic C ~ 5,4 %, Figure 

101). Enfin, l’un des produits secondaires résulte de l’hydrolyse du thioester de MPA lors du dernier 

cycle d’élongation (pic A ~ 7,5 %, Figure 101). 

Prototype

1) Élongation
2) Coupure
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Figure 101 : Analyse LC du brut après élongation/coupure. Le pic E correspond au peptide 37. 

Finalement après purification HPLC, nous obtenons 1,2 mg du peptide 37 soit un rendement de 

13 % au global. Bien que le modèle étudié ne présente pas de difficultés, ce premier résultat est très 

encourageant. Par ailleurs, si l’on souhaite atteindre des protéines de grandes tailles, il faut multiplier 

les cycles d’élongation. Une réaction secondaire infime mais récurrente peut entraîner une baisse 

significative du rendement final. Il est donc indispensable d’améliorer chaque étape du cycle 

d’élongation et en particulier l’activation du bras espaceur. 

 Optimisation 

Pour améliorer le procédé, nous pouvons jouer sur plusieurs paramètres. La suite de ce chapitre 

ne présente qu’une partie des nombreuses expériences réalisées afin d’optimiser le procédé en 

prévenant la délétion du premier fragment mais également en optimisant chaque étape du processus 

pour augmenter le rendement global. 
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5.1 Processus chimique 

5.1.1  L’étape d’activation : l’échange SEA-thiol 

Le MPA est le thiol exogène classiquement utilisé pour la conversion d’un peptide SEA en 

alkylthioester. Cependant, dans le cas de la phase solide, nous pensons que la fonction acide 

carboxylique du MPA pourrait jouer un rôle dans le détachement acido-catalysé du bras espaceur au 

cours de l’élongation. Cette hypothèse est en accord avec certains résultats expérimentaux que nous 

avons obtenu lors de la phase de test manuelle. En effet, nous avons observé une chute significative 

du rendement avec l’augmentation du nombre de cycle d’élongation. Cette observation pourrait 

traduire un détachement progressif du bras espaceur au cours de la synthèse. Pour vérifier notre 

hypothèse, nous avons testé le méthyl ester de l’acide 3-mercaptopropionique, Me-MPA. De façon 

intéressante, nous avons observé une augmentation du rendement d’un facteur ~2, que ce soit pour 

le brut réactionnel ou pour la fraction purifiée. Néanmoins, la qualité du brut réactionnel reste 

identique et l’impureté majoritaire correspond toujours à la délétion du premier fragment. 

Pour renforcer les conditions d’activation, nous avons essayé d’augmenter la quantité de Me-

MPA dans le milieu réactionnel. Malheureusement, le Me-MPA n’est pas soluble dans les conditions 

d’activation à plus de 6 % en volume. En s’appuyant sur les travaux présentés dans le chapitre V, nous 

nous sommes ensuite intéressés à l’utilisation de catalyseurs. Les composés disélénures 7c-d ont 

permis de considérablement accélérer les cinétiques de réactions et ce, même à des jonctions difficiles. 

Cependant, leur synthèse est couteuse et les quantités nécessaires pour réaliser le procédé en phase 

solide sont considérables. C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés au MPAA qui a également 

démontré un effet catalytique, certes modeste, mais qui a l’avantage d’être disponible 

commercialement. À noter que la production des composés 7c-d à plus grande échelle est en cours 

d’étude notamment grâce à la voie de synthèse présenté dans la Figure 79. Leur utilisation pour la SEA 

SPPS pourra être réservée à des synthèses plus complexes que celles présentées dans ce manuscrit. 

Bien que le MPAA ait été solubilisé à pH 4 pour les études réalisées dans le chapitre V, il nous a 

été impossible de le solubiliser dans le tampon d’activation utilisé pour le procédé SEA SPPS. Nous 

avons donc entrepris une série d’études de solubilité et stabilité du MPAA dans divers solvants 

organiques. Après une longue optimisation, la pré-solubilisation du MPAA dans la N-méthyl-2-

pyrrolidone NMP nous a permis de mettre au point de nouvelles conditions d’activation : 100 mM 

MPAA, 10 % vol. NMP, 50 mM acide acétique, 10 % vol. Me-MPA, 50 mM TCEP, 6 M Gdn.HCl dans l’eau 

ajusté à pH 4. Il est important de noter que la présence de NMP nous a également permis de solubiliser 

le Me-MPA jusqu’à 10 % par volume. Par contre, des études cinétiques en phase liquide ont montré 

que la présence de NMP induit une baisse de la cinétique qui peut être due à la diminution de la 
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quantité d’eau (discuté au chapitre V section 2.1). Malgré tout, la cinétique en présence de MPAA/NMP 

est supérieure à celle sans catalyseur ni NMP. 

Les travaux présentés au chapitre V ont permis de montrer que la présence de Gdn.HCl induisait 

une baisse significative des cinétiques d’échange SEA-thiol. Ici, il n’y a pas de segments peptidiques en 

solution dans le milieu d’activation puisqu’ils sont accrochés au support solide. Par conséquent, 

l’absence de Gdn.HCl dans le milieu d’activation ne devrait pas entrainer de problèmes de précipitation 

des segments peptidiques et permettre d’augmenter les cinétiques d’échanges. Nous avons donc 

essayé d’appliquer de nouvelles conditions sans Gdn.HCl pour améliorer l’étape d’activation. 

Malheureusement, nous avons observé la précipitation du Me-MPA que ce soit en absence de Gdn.HCl 

ou en présence d’une concentration réduite à 3 M de celle-ci. En s’appuyant sur de précédents travaux 

du laboratoire, nous avons testé un autre thiol, le 2-mercaptoéthanesulfonate de sodium MESNa. 

Celui-ci est soluble dans les nouvelles conditions d’activation à savoir 100 mM MPAA, 10 % vol. NMP, 

50 mM acide acétique, 10 % massique MESNa, 50 mM TCEP dans l’eau ajusté à pH 4. L’utilisation de 

ce nouveau thiol devrait permettre d’accélérer la cinétique d’échange. L’étude comparative réalisée 

en phase liquide est présentée par la Figure 102. On observe un gain cinétique significatif grâce à 

l’utilisation du MESNa (accélération d’un facteur 3, Figure 102C). Au regard de ce résultat très 

satisfaisant, nous avons adopté le couple MESNa/MPAA comme nouveau thiol exogène et catalyseur 

pour l’étape d’activation de notre stratégie d’assemblage en phase solide. 
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Figure 102 : A) Réaction d’activation par échange SEA-thiol. B) Suivi cinétique HPLC (λ =215 nm) de la 
réaction d'échange. Les données sont corrélées par une loi d’ordre 1. C) Tableau des temps de demi-
réaction pour les différentes conditions. 

5.1.2  L’étape de ligation (NCL) 

Puisque la présence de NMP facilite la solubilité du MPAA à des pH acides, nous avons décidé 

d’utiliser cette propriété pour l’étape de ligation. Pour rappel, le MPAA pour l’étape de ligation était 

préparé sous forme de sel MPAA-Na introduit sous forme solide dans le bloc réactifs. Nous avons 

remarqué que la solubilisation du MPAA-Na par l’appareil n’était pas reproductible. Dans certains cas, 

la solubilisation n’était pas homogène et du MPAA-Na solide persistait. Si la quantité de MPAA lors de 

la ligation n’est pas suffisante, cela peut entrainer l’agrégation du peptide en extension par formation 

de ponts disulfures dû à un manque de réducteur. Cette mauvaise solubilisation peut également 

induire une ligation incomplète mais également obstruer l’aiguille du prototype et empêcher celui-ci 

de délivrer les volumes adéquats. Une solution simple à ce problème a été de solubiliser le MPAA dans 

la NMP, et de l’introduire tel quel dans le bloc réactif. Nous avons montré que l’oxydation du MPAA 

est négligeable dans ces conditions sur de longues périodes (plusieurs jours). 

Les nouvelles conditions d’élongation sont présentées dans la Figure 103A. Hormis les 

modifications mentionnées ci-dessus, la température de l’étape d’activation a été ajustée à 41 °C, ce 

facteur ayant un impact positif sur la cinétique de réaction. De plus, nous avons augmenté la quantité 
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de TCEP (100 mM) afin d’avoir un léger excès dans le cas où le MESNa serait en partie oxydé. Grâce à 

ces nouvelles conditions, nous avons considérablement augmenté le rendement de synthèse du 

peptide 37. En effet, nous avons obtenu 3,67 mg de peptide 37 brut soit un rendement de 41 % pour 

sept étapes chimiques (élongation + coupure). L’analyse par LC-MS montre une pureté de 81,7 % (pic 

D, Figure 103B). L’impureté majoritaire résulte une fois encore de la délétion du premier fragment 34 

(pic C ~ 12,4 %, Figure 103B). Nous observons également la délétion du second fragment 35 (pic B ~ 4,6 

%, Figure 103B) et la délétion cumulée des deux premiers fragments 34 et 35 (pic A ~ 1,19 %, Figure 

103B). 

 

Figure 103 : A) Nouvelles conditions d'élongation. B) Analyse LC du brut après élongation/coupure. Le 
pic D correspond au peptide 37. 

Les modifications apportées aux deux étapes impliquées dans le processus d’élongation ont 

permis de diminuer les réactions secondaires et d’augmenter le rendement de synthèse. Afin de 

montrer l’efficacité de notre méthode, nous avons réalisé la synthèse d’un second modèle. Le peptide 
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41 est composé de 52 acides aminés et implique la formation de deux jonctions Ser-Cys (Figure 104A). 

En utilisant les nouvelles conditions d’élongation (Figure 103A), nous avons obtenu 5,2 mg de peptide 

41 brut soit un rendement global de 37 % (soit 87 % par étape). L’analyse par LC-MS montre une pureté 

de 89,4% (Figure 104B). Les peptides 38 et 39 ayant une masse similaire, l’impureté majoritaire 

correspond à la fois à la délétion du premier fragment 38 et à celle du fragment 39 (~10,5 %, Figure 

104B). 

 

Figure 104 : A) Synthèse du peptide 41 par assemblage de 3 segments peptidiques. B) Analyse LC du 
brut après élongation/coupure. 

Les résultats obtenus grâce à l’optimisation des conditions d’élongation sont très encourageants 

et montrent le potentiel de notre procédé pour la synthèse automatisée de protéines. À ce stade, nous 

pensons que les modifications chimiques apportées aux étapes d’activation et ligation sont suffisantes 

et surtout compatibles avec une grande majorité de protéines (température, pH). Cependant, nous 

pensons qu’en jouant sur la nature du support solide et la charge de celui-ci nous pourrions accroître 

davantage les rendements de synthèse. 
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5.2 Support solide 

Les résines utilisées pour la synthèse de peptides ou protéines sont à base de polymère. Chaque 

polymère possède des propriétés qui lui sont propres. En général pour la synthèse de longs peptides 

ou protéines, il est préférable d’utiliser des supports plus polaires à base de polyéthylène glycol (PEG) 

ou polyacrylamide plutôt que du polystyrène. En outre, les conditions d’élongation que nous utilisons 

nécessitent une résine qui soit compatible avec les milieux aqueux. Nous avons identifié trois types de 

résines qui répondent à ces critères : PEG-polystyrène (Novasyn® TGR), polyéthylène réticulé à du PEG 

(ChemMatrix®) ou PEG-acrylamide (PEGA). 

La résine Novasyn® TGR est souvent utilisée pour la synthèse de peptides par Fmoc-SPPS. Nous 

l’avons essayé pour notre procédé SEA SPPS mais nous n'avons pas obtenu le peptide cible. Cette 

résine présente un faible taux de gonflement dans l’eau (4 mL/g) ce qui pourrait expliquer ce résultat. 

À l’inverse, la résine PEGA est composée de polymères hydrophiles et présente donc un excellent taux 

de gonflement dans l’eau (16 mL/g). La résine ChemMatrix® est composée uniquement de 

polyéthylène glycol et possède les mêmes propriétés de gonflement que la résine PEGA. 

Contrairement à cette dernière, elle se présente sous la forme d’une poudre sèche, ce qui la rend plus 

facile à manipuler. La nature amphiphile de cette résine en fait un excellent support pour la synthèse 

de peptides difficiles qui ont tendance à s’agréger. 

Nous avons comparé ces deux résines en réalisant deux synthèses du peptide 37 en simultanée 

sur le prototype. À noter que la charge des deux résines étaient identiques après couplage du bras 

espaceur dans les conditions mentionnées précédemment (section 3.2). Ainsi, nous pouvons observer 

de façon objective l’effet de la nature du polymère utilisé sur le rendement et la qualité du brut 

réactionnel. Finalement, il est apparu que la résine ChemMatrix® conduit à de meilleurs résultats de 

synthèse (pureté et rendement supérieurs).  

Une fois la nature du polymère définie, nous nous sommes intéressés à l’effet de la charge. En 

effet, en ajustant la charge il est possible de minimiser l'agrégation des peptides et d’assurer une plus 

grande accessibilité des sites réactifs. En jouant sur les proportions de Fmoc-Glu-SEA et de Boc-

Glu(OtBu) lors du couplage, nous avons obtenus des résines de différentes charges. Le tableau ci-

dessous présente les résultats obtenus. 
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Entrée Fmoc-Glu-SEA Boc-Glu(OtBu) Charge 

1 4
3⁄   2

3⁄  0,073 

2 1
3⁄  2

3⁄  0,051 

3 1
10⁄  9

10⁄  0,012 

4 1,5
10⁄  8,5

10⁄  0,018 

Figure 105 : Tableau des charges de résines obtenues en fonction des proportions d'acides aminés 
utilisés lors du couplage. 

Les résines des entrées 1 à 3 ont été testées simultanément pour la synthèse du peptide modèle 

37, en utilisant les conditions d’élongation « optimisées » décrites dans la section précédentef. Il est 

apparu que l’utilisation d’une résine moins chargée conduit à de meilleurs rendements. Cependant, la 

résine très peu chargée (entrée 3, Figure 105) présente un volume important. Ceci impliquerait 

d’utiliser de plus grands volumes (> 500 µL) pour les étapes d'activation et la ligation et donc d’utiliser 

des quantités très importantes de réactifs et notamment de segments peptidiques. Pour éviter cela, 

nous n’avons utilisé que 0,625 µmol de résine 3 comparé aux deux autres (2,5 µmol) en gardant la 

quantité de segment peptidique constante. Il y a donc 8 équivalents de peptides qui sont délivrés sur 

cette résine contre 2 pour les autres. La synthèse des segments peptidiques étant en général couteuse 

en moyen et en temps, un tel excès représente une perte considérable qui n'est pas acceptable. Pour 

éviter cela, nous avons mis au point une résine peu chargée nécessitant l’utilisation de 4 équivalents 

de fragments (entrée 4, Figure 105). Cependant, en raison de problèmes techniques liés en partie à 

l’appareil, nous n’avons pas été en mesure de tester cette nouvelle résine. En effet, nous sommes face 

à un problème de drainage des colonnes durant l’élongation. Nous menons actuellement une étude 

pour résoudre ce problème afin de pouvoir présenter un procédé qui puisse être utilisé en routine et 

avec des résultats reproductibles. 

Malgré tout, les résultats obtenus jusqu’à présent démontrent un fort potentiel du procédé SEA 

SPPS pour faciliter l’accès à des protéines de grandes tailles. L’utilisation de la chimie SEA, nous a 

permis de concevoir une stratégie robuste. En effet, les peptides SEAoff sont stables en solution ce qui 

n’est pas le cas des peptides thioesters classiques soumis à l’hydrolyse. La conversion des peptides SEA 

en alkythioester permet de réaliser ensuite une réaction de ligation chimique. Le fait que les peptides 

SEAoff soient stables dans les conditions de NCL permet de répéter ce cycle d’élongation pour atteindre 

                                                           
 

f Activation : 100 mM MPAA, 10 % vol. NMP, 50 mM acide acétique, 10 % massique MESNa, 50 mM TCEP, pH 4, 
41 °C. Ligation : 2 éq. Segments, 100 mM MPAA, 10 % NMP, 100 mM tampon phosphate, pH 7,5, 39 °C. 
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la protéine cible souhaitée. De plus, l’automatisation permet un gain de temps considérable. 

L’utilisation d’un tel procédé devrait permettre de produire une collection de protéines en simultané. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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De nos jours, la plupart des médicaments présents sur le marché sont basés sur de petites 

molécules qui sont plus faciles à produire à l'échelle industrielle que les peptides. Cependant, ces 

petites molécules sont en général peu spécifiques et ne permettent pas de reproduire certaines 

interactions biologiques essentielles. Les peptides et protéines sont quant eux omniprésents dans les 

systèmes biologiques et présentent une grande spécificité. Leur capacité à interagir sélectivement avec 

leur cible au sein des systèmes vivants permet de réduire les problèmes de toxicité et d’atteindre une 

meilleure tolérance. Aujourd’hui, plus de 60 peptides médicaments (approuvés par la FDA) sont sur le 

marché. Il y a près de 140 médicaments à base de peptides en essais cliniques et plus de 500 peptides 

thérapeutiques en développement pré-clinique237. L’émergence des peptides et protéines dans le 

domaine pharmaceutique a stimulé le développement de méthodes permettant leur synthèse 

notamment par voie chimique.  

Deux découvertes majeures ont révolutionné le domaine de la synthèse par voie chimique de 

protéine : la SPPS (Merrifield, 1963) et la NCL (Kent, 1994). Depuis son introduction, la NCL a fait l’objet 

de nombreuses optimisations avec notamment l’introduction de divers précurseurs de thioesters 

(hydrazide, Nbz, système de transfert d’acyle) et de groupements protecteurs de cystéines. Ces 

améliorations ont permis de développer des stratégies d’assemblages multiples et ainsi d’augmenter 

la taille des protéines synthétisées par voie chimique. En utilisant la base de données PCS (Protein 

Chemical Synthesis Database), nous avons réalisé une analyse statistique sur la NCL et les méthodes 

apparentées qui nous a permis d’identifier les limitations actuelles du domaine et d’établir des pistes 

de réflexion pour y répondre.  

Nous avons constaté que l’une des principales limitations du domaine résulte de la difficulté à 

réaliser l’assemblage successif de segments peptidiques. Je me suis donc intéressée dans un premier 

temps au développement de procédés one-pot en utilisant des systèmes de transfert N,Se. Nous avons 

décrit dans le chapitre IV, l’utilisation des sélénoesters latents basés sur le groupement bis(2-

sélényléthyl)amido SeEA. Ces composés présentent d’une part une grande réactivité et d’autre part 

des propriétés d’oxydo-réduction différentes de leurs analogues soufrés SEA. La combinaison des 

propriétés latentes des groupements SEA et SeEA a permis de réaliser des ligations one pot par 

activation successive des fonctions SEA et SeEA. La grande réactivité des sélénoesters de SeEA a rendu 

possible la ligation one-pot de trois segments en conditions cinétiquement contrôlées, ce qui nous a 

permis d’isoler la protéine NK1-B (180 acides aminés, 20 kDa). 

Au regard de la grande réactivité des peptides SeEA, nous avons envisagé la formation in situ de 

sélénoesters à partir de segments peptidiques SEA grâce à la conception de nouveaux catalyseurs à 

base de sélénium. La synthèse et l’utilisation de ces nouveaux catalyseurs pour accélérer la ligation 
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SEA ainsi que la synthèse de peptides thioester à partir de peptides SEA (échange SEA-thiol) ont été 

présentées dans le chapitre V. En constatant que la formation de jonctions difficiles dues à 

l’encombrement stérique (Thr, Val, Ile) est l’une des limitations des méthodes de ligation, nous avons 

choisi de démontrer le grand potentiel des nouveaux catalyseurs disélénures sur ce type de jonctions. 

Le fort potentiel de ces catalyseurs a été démontré par la synthèse de la granulysine 15 kDa impliquant 

la formation des jonctions Cys-Thr et Cys-Val. Cette protéine est un bon exemple de la nécessité de 

développer des méthodes de chimiques de synthèse car sa production par les méthodes 

recombinantes est très complexe et ne conduit pas à l’heure actuelle à une protéine native du fait de 

la présence de tags. La granulysine présente des fonctions biologiques très intéressantes. L’une des 

perspectives de ce projet est de réaliser le repliement de cette protéine et de réaliser des études 

structurales et fonctionnelles pour évaluer son potentiel thérapeutique. 

Finalement, un autre moyen de faciliter l’assemblage consécutif de segments peptidiques est 

d’utiliser des procédés en phase solide. Nous avons décrit dans le chapitre VI une stratégie 

d’assemblage séquentielle de segments peptidiques en phase solide basée les propriétés du 

groupement SEA. Ce processus tire parti des avantages de la phase solide qui permet l'élimination des 

réactifs en excès par simple lavage/filtration, ce qui permet de ne pas isoler les intermédiaires et donc 

d’augmenter les rendements de synthèse. L’automatisation du processus induit un gain de temps 

considérable en accord avec les problématiques économiques actuelles. En effet, les organismes de 

financements et les sociétés privées en particulier souhaitent identifier rapidement le potentiel 

thérapeutique de leur cible (petite molécule ou peptide). Le développement de méthodes de synthèse 

permettant d’accéder rapidement à un ensemble de protéines même en faible quantité est donc 

primordial. Le procédé SEA SPPS qui a été développé durant ma thèse permet de produire en parallèle 

plusieurs protéines de façon simple. Une fois synthétisée ces protéines peuvent être testées soit 

directement sur support solide ou après décrochage. Cette démarche devrait permettre de réaliser 

rapidement les premiers essais biologiques qui détermineront s’il est intéressant de débloquer des 

financements plus conséquents pour poursuivre le projet. Les méthodes recombinantes, permettant 

de produire de plus grandes quantités à plus faible coût, peuvent ensuite être mises au point pour 

accéder à la protéine cible. À l’heure actuelle, l’optimisation du prototype est toujours en cours au 

laboratoire. Nous souhaiterions obtenir à terme un processus simple d’utilisation, conduisant à des 

résultats reproductibles et permettant la synthèse de toutes sortes de protéines. Pour cela, nous 

devons encore résoudre les problématiques techniques et développer un bras espaceur dit universel, 

ne laissant aucune trace sur la protéine finale. En parallèle, la conception d’une nouvelle méthode de 

synthèse des catalyseurs disélénures (chapitre V) conduisant à une montée en échelle et à l’isolement 

de quantités plus importantes devrait permettre leur utilisation pour le processus en phase solide. 
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General Methods 

 Reagents and solvents 

2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium fluorophosphate (HBTU) and N-Fmoc protected 

amino acids were obtained from Iris Biotech GmbH. Side-chain protecting groups used for the amino 

acids were Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-

Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Ile-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, 

Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH, 

Fmoc-Cys(StBu)-OH or Fmoc-Cys(Trt)-OH. Synthesis of bis(2-sulfanylethyl)aminotrityl polystyrene (SEA 

PS) resin was carried out as described elsewhere1.  

4-mercaptophenylacetic acid (MPAA), 3-mercaptopropionic acid (MPA), tris(2-

carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP), guanidine hydrochloride were purchased from Sigma-

Aldrich. All other reagents were purchased from Acros Organics or Merck and were of the purest grade 

available. 

Peptide synthesis grade N,N-dimethylformamide (DMF), dichloromethane (CH2Cl2), diethylether 

(Et2O), acetonitrile (CH3CN), heptane, LC–MS-grade acetonitrile (CH3CN, 0.1% TFA), LC–MS-grade 

water (H2O, 0.1% TFA), N,N-diisopropylethylamine (DIEA), acetic anhydride (Ac2O) were purchased 

from Biosolve and Fisher-Chemical. Trifluoroacetic acid (TFA) was obtained from Biosolve. Water was 

purified with a Milli-Q Ultra-Pure Water Purification System. 

 Analyses  

The reactions were monitored by analytical LC–MS (Waters 2695 LC/ZQ 2000 quadripole) on a reversed 

phase column XBridge BEH300 C18 (3.5 µm, 300 Å, 4.6 × 150 mm) unless otherwise stated. The elutions 

were carried out at 30 °C using a linear gradient of 0-100% of eluent B in eluent A over 30 min at a flow 

rate of 1 mL/min (eluent A = 0.1% TFA in H2O; eluent B = 0.1% TFA in CH3CN/H2O: 4/1 by vol). The 

column eluate was monitored by UV at 215 nm and by evaporative light scattering (ELS, Waters 2424 

detector). The peptide masses were measured by on-line LC–MS: Ionization mode: ES+, m/z range 350–

2040, capillary voltage 3 kV, cone voltage 30 V, extractor voltage 3 V, RF lens 0.2 V, source temperature 

120 °C, dessolvation temperature 350 °C. Calculated masses were based on average isotope 

composition. 

MALDI-TOF mass spectra were recorded with a BrukerAutoflex Speed using α-cyano-4-

hydroxycinnaminic acid, sinapinic acid or 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) as matrix. The observed m/z 

corresponded to the monoisotopic ions, unless otherwise stated. 
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1H and 13C NMR spectra were recorded on a Bruker Advance-300 spectrometer operating at 300 MHz 

and 75 MHz respectively. The spectra are reported as parts per million (ppm) down field shift using 

tetramethylsilane or dimethylselenide as internal references. The data are reported as chemical shift 

(δ), multiplicity, relative integral, coupling constant (J Hz) and assignment where possible. 

The determination of optical purity of the C-terminal amino acid was done by chiral GC-MS following 

total acid hydrolysis in deuterated aqueous acid (C.A.T. GmbH & Co. Chromatographie und 

Analysentechnik KG, Heerweg 10, D-72070 Tübingen, Germany)2.  

 HPLC purification 

Preparative reversed phase HPLC of crude peptides were performed with a preparative HPLC Waters 

system using a reversed phase column XBridge BEH300 Prep C18 (5 µm, 300 Å, 10 × 250 mm) and 

appropriate linear gradient of increasing concentration of eluent B in eluent A (flow rate of 6 mL/min). 

Selected fractions were then combined and lyophilized. 

Preparative reversed phase HPLCs of crude selenium compounds were performed with an 

Autopurification prep HPLC–MS Waters system using a reversed phase column XBridge ODB prep C-18 

(5 µm, 300 Å, 19 × 100 mm) and appropriate gradient of increasing concentration of eluent B in eluent 

A (flow rate of 25 mL/min). The fractions containing the purified target peptide were identified on-line 

using MS (ZQ 2000 quadripole). Selected fractions were combined and lyophilized. 

 Peptide synthesis 

4.1 General protocol for automated peptide synthesis 

Peptide elongation was performed using standard Fmoc/tert-butyl chemistry on an automated peptide 

synthesizer (0.2 mmol scale). Couplings were performed using 5-fold molar excess of each Fmoc-L- 

amino acid, 4.5-fold molar excess of HBTU, and 10-fold molar excess of DIEA. A capping step was 

performed after each coupling with Ac2O/DIEA in DMF. At the end of the synthesis, the resin was 

washed with CH2Cl2, diethylether (3 × 2 min) and dried in vacuo. 

4.2 Synthesis of SEAoff peptide segments 

Peptide elongation was performed on SEA PS resin (0.2 mmol, 0.16 mmol/g) using standard Fmoc/tert-

butyl chemistry on an automated peptide synthesizer. Typical procedures for the synthesis of SEAoff 

peptide segments were described in previous papers1,3. For a detailed protocol see the protocol 

article4.  The characterization of the purified SEAoff peptide segments are shown below.  
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Yields for the HPLC purified SEAoff peptides  

-Peptide 9a: 50 mg (35% yield, 0.1 mmol scale), MALDI-TOF calcd. for [M+H]+ : 1080.6, observed mass: 

1080.6 (monoisotopic). 

-Peptide 9b: 56 mg (39% yield, 0.1 mmol scale), MALDI-TOF calcd. for [M+H]+ : 1108.6, observed mass: 

1108.6 (monoisotopic). 

-Peptide 9c: 75 mg (10% yield, 0.1 mmol scale), MALDI-TOF calcd. for [M+H]+ : 1110.6, observed mass: 

1110.8 (monoisotopic). 

-Peptide 9d: 70 mg (25% yield, 0.1 mmol scale), MALDI-TOF calcd. for [M+H]+ : 1122.6, observed mass: 

1122.7 (monoisotopic). 

-Peptide 9e: 26 mg (8% yield, 0.05 mmol scale), MALDI-TOF calcd. for [M+H]+: 5618.44, observed mass: 

5617.2 (average). 

-Peptide 17: 42 mg (10% yield, 0.1 mmol scale), MALDI-TOF calcd. for [M+H]+ : 3383.6, observed mass: 

3383.7 (monoisotopic). 

-Peptide 20: 48 mg (4% yield, 0.25 mmol scale), MALDI-TOF calcd. for [M+H]+ : 4062.8, observed mass: 

4062.5 (monoisotopic). 

-Peptide 24: 47 mg (23% yield, 50 µmol scale), MALDI-TOF calcd. for [M+H]+ : 3541.6, observed mass: 

3541.5 (monoisotopic). 

-Peptide 26: 11.5 mg (4% yield, 0.05 mmol scale), MALDI-TOF calcd. for [M+H]+: 4683,74 observed 

mass: 4683.3 (average). 
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-ILKEPVHGA-SEAoff (9a) 

 

-ILKEPVHGV-SEAoff (9b) 

 

Time (min)
2.00 6.00 10.00 14.00 18.00 22.00 26.00 30.00

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

Intensity (light scattering, AU)

Time (min)
2.00 6.00 10.00 14.00 18.00 22.00 26.00 30.00

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

Intensity (light scattering, AU)



S171 
 

-ILKEPVHGT-SEAoff (9c) 

 

-ILKEPVHGI-SEAoff (9d) 

 

Figure S1. HPLC analysis of peptide 9a-d and MALDI-TOF data corresponding to each product, matrix 
α-cyano-4-hydroxycinnaminic acid, positive detection mode.  
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- RLSPEYYDLARAHLRDEEKSCPCLAQEGPQGDLLTKTQELGRDYRT-SEAoff (9e) 

 

Figure S2. LC-MS analysis of peptide 9e. LC trace, eluent A 0.1% TFA in water, eluent B 0.1% TFA in 
CH3CN/water: 4/1 by vol. C3 Zorbax 300SB Å 3.5 μm (4.6 × 150 mm) column, gradient 0-100% B in 30 
min (60 °C, 1 mL/min, detection 215 nm). MS trace. [M+H]+ m/z calcd. (monoisotopic) 5618.44, found 
5618.11. 

 

Figure S3. MALDI-TOF of peptide 9e. Matrix sinapinic acid, positive detection mode, [M+H]+ calcd 
(monoisotopic) 5618.44, observed mass: 5617.2 (average). 
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-C(StBu)ANRC(StBu)TRNKGLPFTC(StBu)KAFVFDKARKQ-SEAoff (17) 

 

 

Figure S4. LC-MS analysis and MALDI-TOF of peptide 17. Matrix α-cyano-4-hydroxycinnaminic acid, 
positive detection mode. 
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- C(StBu)LWFPFNSMSSGVKKEFGHEFDLYENKDYIRA-SEAoff (20) 

 

 

Figure S5. LC-MS analysis and MALDI-TOF of peptide 20. Matrix α-cyano-4-hydroxycinnaminic acid, 
positive detection mode. 
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-C(StBu)QPWSSMIPHEHSFLPSSYRGKDLQENY-SEAoff (24) 

 

 

Figure S6. LC-MS analysis of peptide 24 and MALDI-TOF. Matrix α-cyano-4-hydroxycinnaminic acid, 
positive detection mode.  
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- C(StBu)LTIVQKLKKMVDKPTQRSVSNAATRVC(StBu)RTGRSRWRDV-SEAoff (26) 

 

Figure S7. LC analysis of peptide 26. LC trace, eluent A 0.10% TFA in water, eluent B 0.10% TFA in 
CH3CN/water: 4/1 by vol. C3 Zorbax 300SB Å 3.5 μm (4.6 × 150 mm) column, gradient 0-100% B in 30 
min (60 °C, 1 mL/min, detection 215 nm).  

 

Figure S8. MALDI-TOF of peptide 26. Matrix sinapinic acid, positive detection mode, [M+H]+ calcd 
(average) 4683,74, observed mass: 4683.3 (average). 
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4.3 Synthesis of MPA thiolesters  

Typical procedures for the synthesis of MPA thiolester peptides using SEAoff peptides were described 

in detail elsewhere4,5. The analytical HPLC and MS analyses of the purified MPA thiolester peptides are 

shown below. 

Yields for the HPLC purified MPA peptide thioesters 

-Peptide 12a: 9.5 mg (68% yield, 10 µmol scale), MALDI-TOF calcd. for [M+H]+: 1051.6, observed mass: 

1051.5 (monoisotopic). 

-Peptide 16: 10 mg (71% yield, 2.2 µmol scale), MALDI-TOF calcd. for [M+H]+: 4594.4, observed mass: 

4594.5 (average). 

-ILKEPVHGA-S(CH2)2COOH (12a) 

 

Figure S9. HPLC analysis and MALDI-TOF of peptide 12a. Matrix α-cyano-4-hydroxycinnaminic acid, 
positive detection mode. 
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-GQRKRRNTIHEFKKSAKTTLIKIDPALKIKTKKVNTADQ-S(CH2)2COOH (16) 

 

 

Figure S10. HPLC analysis and MALDI-TOF of peptide 16. Matrix α-cyano-4-hydroxycinnaminic acid, 

positive detection mode. 
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4.4 Synthesis of Cys peptides (13, 25 and 29) 

Peptide elongation were performed on Rink-PEG-PS resin (NovaSyn TGR, 0.25 mmol, 0.25 mmol/g) or 

on PAL-Chemmatrix resin (0.05 mmol, 0.18 mmol/g) by using standard Fmoc/tert-butyl chemistry on 

an automated peptide synthesizer. The analytical HPLC and MS analyses of the purified peptide 13, 25 

and 29 are shown below.  

Yield for the HPLC purified peptide segments  

-Peptide 13: 89 mg (62% yield, 0.1 mmol scale), MALDI-TOF calcd. for [M+H]+: 1093.6, observed mass: 

1093.6 (monoisotopic). 

-Peptide 25: 242 mg (21% yield, 0.25 mmol scale), MALDI-TOF calcd. for [M+H]+: 4110,8 observed 

mass: 4109.9 (average).  

-Peptide 29: 17.6 mg (7% yield, 0.05 mmol scale), MALDI-TOF calcd. for [M+H]+: 4412,13 observed 

mass: 4412.2 (average).  

- CILKEPVHGV-NH2 (13) 

 

Figure S11. HPLC analysis and MALDI-TOF of peptide 13. Matrix α-cyano-4-hydroxycinnaminic acid, 
positive detection mode.  
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- CRNPRGEEGGPWCFTSNPEVRYEVCDIPQCSEVLK(Biotin)-NH2 (25) 

 

 

Figure S12. LC-MS analysis and MALDI-TOF of peptide 25. Matrix α-cyano-4-hydroxycinnaminic acid, 
positive detection mode. 
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-CRNFMRRYQSRVTQGLVAGETAQQICEDLRLCIPSTGPL-NH2 (29) 

 

Figure S13. LC-MS analysis of peptide 29. LC trace, eluent A 0.1% TFA in water, eluent B 0.1% TFA in 
CH3CN/water: 4/1 by vol. C3 Zorbax 300SB Å 3.5 μm (4.6 × 150 mm) column, gradient 0-100% B in 30 
min (60 °C, 1 mL/min, detection 215 nm). MS trace. [M+H]+ m/z calcd. (monoisotopic) 4412.13, found 
4412.47. 

 

Figure S14. MALDI-TOF of peptide 29. Matrix sinapinic acid, positive detection mode, [M+H]+ calcd 
(monoisotopic) 4412.13, observed mass: 4412.2 (average). 
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Accelerating chemoselective peptide bond formation using bis(2-
selenylethyl)amido peptide selenolester surrogates (Chapter IV) 

 Synthesis of diselenide 7a and 8 

 

Scheme S1. Synthesis of diselenide 7a & triselenide 8. 

CAUTION: H2Se is highly toxic. The reaction must be performed in an efficient fume hood with 

appropriate protection (glasses, lab coat and gloves). 

1-Preparation of sodium diselenide: Absolute ethanol (27 ml) was added dropwise with magnetic 

stirring to metallic selenium powder (1.5 g, 19.8 mmol, 1.5 eq) and sodium borohydride (0.5 g, 13.2 

mmol) cooled in an ice bath. After the vigorous exothermic reaction had occurred, the mixture was 

further stirred and heated at reflux for 1.5 h with N2 passing into the liquid in order to expel H2Se. The 

nitrogen flow containing H2Se and going out of the reaction vessel is passed through NaOH and NaOCl 

traps respectively. The resulting brown/red colored solution was then cooled down at room 

temperature and used immediately in the next step. 

2- Preparation of compounds 7a and 8: The bis(2-chloroethyl)amine hydrochloride 6 (1.2 g, 6.6 mmol, 

0.6 eq) was dissolved  in 1 M NaOH/EtOH: 1/1 by volume (5 mL) and then was added dropwise over a 

period of 20 min to the above solution of Na2Se2 or Na2Se3. The solution was then stirred for 1 hour 

under argon at room temperature. The reaction mixture was diluted with 1 M NaOH (15 mL) and 

extracted with CH2Cl2 (3 × 20 mL). The organic phase was dried over solid Na2SO4 and evaporated to 

dryness in vacuo. The crude product was purified by reversed-phase HPLC using a linear water-

acetonitrile gradient to give 495 mg (21%) of 1,2,5-diselenazepane as the trifluoroacetate salt 7a and 

80 mg (12%) of 1,2,3,6-triselenazocane as the trifluoroacetate salt 8 (yellow powders).  

The full characterization of diselenide 7a and  triselenide 8 can be found elsewhere6.  
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Figure S15. 1H NMR (300 MHz) spectrum for compound 7a (DMF-d7). 

 Synthesis of SeEAoff peptide 10  

Synthesis of SeEAoff peptide 10 starting from SEAoff peptide 9a using diselenide 7a + Se(s) 

TCEP-HCl (28.7 mg, 0.1 mmol), was dissolved in 0.2 M pH 4.2 sodium acetate buffer (1 mL). Diselenide 

compound 7a (24.1 mg, 70 µmol, 10 equiv) and metallic selenium (1.6 mg, 3 equiv) were suspended in 

the above solution (703 µL). NaOH (5 M) was then added to adjust the pH to 5.5. 

Peptide 9a (10 mg, 7 mmol) was dissolved in the above solution (703 mL, final peptide concentration 

10 mM). The reaction mixture was shaken at 37 °C under nitrogen atmosphere and monitored by LC-

MS. After 20 h, the mixture was diluted with water-TFA 1% (2 mL) and purified by reversed-phase HPLC 

(eluent A = water containing 0.1% TFA, eluent B=acetonitrile in water 4/1 containing 0.1% TFA, 50 °C, 

detection at 215 nm, 6 mL/min, 0 to 10% eluent B in 10 min, then 10 to 25% eluent B in 45 min, C18 

XBridge column) to give 5.92 mg of pure product (56%). 
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A) 

 

B) 

 

Figure S16. A) LC-MS analysis of peptide 10. LC trace, eluent A 0.10% TFA in water, eluent B 0.10% 
TFA in CH3CN/water: 4/1 by vol. C18 Xbridge BEH 300 Å 5 μm (4.6 x 250 mm) column, gradient 0-100 
% B in 30 min (1 mL/min, detection 215 nm). MS trace: [M+2H]2+ m/z calcd. 589.3, obs. 587.6. B) 
MALDI-TOF analysis and comparison with the theoretical profile. 
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 Kinetic measurements  

Table S1 : Peptides used for the kinetic study 

SEAoff, SeEAoff or thioester peptide 

9a H-ILKEPVHGA-SEAoff 

9b H-ILKEPVHGV-SEAoff 

10 H-ILKEPVHGA-SeEAoff 

12a H-ILKEPVHGA-S(CH2)2COOH 

13 CILKEPVHGV-NH2 

3.1 General procedure for kinetic measurements for the ligation of 9a, 10 and 12a with 

13 

For SEA peptides 9a and thiolester peptides 12a: TCEP-HCl (29 mg, 0.1 mmol) and MPAA (17 mg, 0.1 

mmol) were dissolved in 0.1 M pH 7.2 sodium phosphate buffer (1 mL). NaOH (5 M) was then added 

to adjust the pH to 7.1. 

For SeEA peptides 10: TCEP-HCl (29 mg, 0.1 mmol), MPAA (17 mg, 0.1 mmol) and Se=TCEP (12 mg, 35 

mmol) were dissolved in 0.1 M pH 7.2 sodium phosphate buffer (1 mL). NaOH (5 M) was then added to 

adjust the pH to 7.1. Se=TCEP is used to inhibit the deselenization of SeEA peptides by TCEP7.  

Peptides 9a or 10 or 12a (1 mmol) and peptide 13 (1.5 mmol, 1.5 equiv) were dissolved in the above 

solution (300 mL, final peptide concentration 3.5 mM, pH 7.1). The ligations were performed at 37°C 

under nitrogen atmosphere and monitored by RP-HPLC. For each time point, 10 μL aliquots were 

withdrawn, quenched by adding 90 μL of 1% aqueous TFA and extracted with Et2O to remove MPAA. 

The samples were stored at –20°C until analysis.  

3.2 General procedure for kinetic measurements for the SEA ligation of 9a-b with 13 at 

different pH 

TCEP-HCl (57.3 mg, 0.2 mmol) and MPAA (33,6 mg, 0.2 mmol) were dissolved in 0.1 M pH 7.2 sodium 

phosphate buffer (1 mL). NaOH (5 M) was then added to adjust the pH to 5.5-7.2.  

Peptides 9a-b (7 mM) and peptide 13 (10.5 mM) were dissolved in the above solution. The reaction 

mixture was shaken at 37 °C under nitrogen atmosphere and monitored by HPLC. For each time point, 

10 μL aliquots were withdrawn, quenched by adding 90 μL of 1% aqueous TFA and extracted with Et2O 

to remove MPAA. 
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3.3 First-order reaction  

To check the kinetic order of the reaction, we used the integrated form: ln (
𝐶𝐴

𝐶𝐴0
) = −𝑘𝑡, where CA is 

the concentration at time t, CA0 is the concentration at time 0 and k is the first order rate constant. 

Using a graphical method, we have to plot ln (CA) with respect to time, if we obtain a straight line the 

reaction followed a first order. The slope of the line equal to -k and the half-life  𝑡1/2 =
ln(2)

𝑘
.  

We can also use the Pearson correlation coefficient, r, which is a measure of the linear correlation 

between two variables. As an example, the values calculated for the Pearson correlation coefficient 

and the p-value for the ligation between peptides 9a, 10, 12a and 13 are shown in the table below. 

Table S 2 : Table of the Pearson correlation coefficient r and p-value for the ligation describe in 3.1. 

Peptide r p-value 

9a -0,9992 <0,01 

10 -0,9889 <0,01 

12a -0,9961 <0,01 

 

 Synthesis of SeEA peptide 23 

4.1 One-pot synthesis of MPA peptide thioester 19 

6 M Gdn.HCl 0.1 M pH 7.2 sodium phosphate buffer was degassed during 30 min. MPAA was dissolved 

in this solution to a final concentration of 200 mM. NaOH (5 M) was then added to adjust the pH to 

7.1. 

Peptide thioester 16 (13.09 mg, 2.12 µmol) and SEAoff peptide 17 (8.84 mg, 2.12 µmol) were dissolved 

in the above solution (650 µL, final peptide concentration 3.3 mM). The mixture was stirred at 37 °C 

under nitrogen atmosphere. After 20 h, the exchange of the SEA group by MPA was started by adding 

a 20 % MPA solution in water containing 0.2 M TCEP (pH=3.9, 650 µL). After 20 h, the reaction mixture 

was diluted with 10% aqueous acetic acid (22 mL), extracted with Et2O (3 x 15 mL) to remove MPAA 

and purified by RP-HPLC (eluent A = water containing 0.1% TFA, eluent B=acetonitrile in water 4/1 

containing 0.1% TFA, 50 °C, detection at 215 nm, 6 mL/min, 0 to 10 % eluent B in 5 min, then 10 to 40 

% eluent B in 60 min, C18 XBridge column) to give 9.84 mg of thioester peptide 19 (46.5%). 
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Figure S17. LC-MS analysis of thioester peptide 19. LC trace, eluent A 0.10% TFA in water, eluent B 
0.10 % TFA in CH3CN/water: 4/1 by vol. C18 Xbridge BEH 300 Å 5 μm (4.6 x 250 mm) column, gradient 
0-100 % B in 30 min (1 mL/min, detection 215 nm). MS trace: M calculated (mean) 7580.01, found 
7579.12±0.61. 

 

Figure S18. MALDI-TOF analysis of thioester peptide 19. Matrix : 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB), 
positive mode. [M+H]+ calcd. (mean) 7580.01, found 7578.5. 
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4.2 One-pot synthesis of SeEA peptide 22 

4.2.1 Synthesis of AcA-MPA 

 

N-hydroxysuccinimidyl acetoacetate (265.4 mg, 1.33 mmol) was dissolved in CH2Cl2 (4 mL) at rt under 

argon. 3-Mercaptopropionic acid (116 µL, 1.33 mmol) and N-methylmorpholine (292.8 µL, 2.66 mmol) 

were added in one portion and the reaction medium was stirred overnight. Then, the solvent was 

evaporated and the resulting yellow oil was purified by silica gel chromatography (ethyl 

acetate/cyclohexane : 4/6 v/v containing 1% acetic acid) to give 49.0 mg of AcA-MPA (19.4%). 

 

Figure S19. High resolution mass spectrometry of AcA-MPA (positive ion mode). 
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Figure S20. 1H NMR spectrum (300.0 MHz, CDCl3) of AcA-MPA. 

 

Figure S21. 13C JMOD spectrum (75 MHz, CDCl3) of AcA-MPA. 
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Figure S22. 1H-1H COSY NMR spectrum of AcA-MPA. 

 

Figure S23. 1H-13C HSQC NMR spectrum of AcA-MPA. 
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4.2.2 Synthesis of peptide 21 

Synthesis of AcA-HGF 128-149-SEAoff 

HGF 128-149: CIIGKGRSYKGTVSITKSGIK 

0.1 M pH 7.2 sodium phosphate buffer was degassed during 30 min. Gdn.HCl (2.86 g, 0.03 mol) and 

MPAA (168.3 mg, 1 mmol) were dissolved in this buffer (5 mL qsp). NaOH (6 M) was then added to 

adjust the pH to 7-7.5.  

Peptide CIIGKGRSYKGTVSITKSGIK-SEAoff (19.84 mg, 6.43 µmol) and AcA-MPA (1.47 mg, 7.72 µmol) 

were dissolved in the above solution (1.5 mL). The mixture was stirred at 37 °C under nitrogen 

atmosphere overnight. 

The reaction mixture was then acidified with glacial acetic acid (400 µL), diluted with water (6.1 mL) 

and extracted with Et2O (3 x 2 mL) to remove MPAA. The crude peptide was purified by RP-HPLC (eluent 

A = water containing 0.1% TFA, eluent B = acetonitrile in water 4/1 containing 0.1 % TFA, 30 °C, 

detection at 215 nm, 6 mL/min, 0 to 20% eluent B in 5 min, then 20 to 40% eluent B in 60 min, C18 

XBridge column) to give 11.9 mg of peptide AcA-CIIGKGRSYKGTVSITKSGIK-SEAoff (62.4%). 

 

Figure S24. LC-MS analysis of peptide AcA-HGF 128-149-SEAoff. LC trace, eluent A 0.10% TFA in water, 
eluent B 0.10% TFA in CH3CN/water: 4/1 by vol. C18 Xbridge BEH 300 Å 5 μm (4.6 x 250 mm) column, 
gradient 0-100% B in 30 min (1 mL/min, detection 215 nm). MS trace: [M+2H]2+ m/z calcd. 1199.98, 
obs. 1199.6, [M+3H]3+ m/z calcd. 800.32, obs. 800.0, [M+4H]4+ m/z calcd. 600.49, obs. 600.3. 
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Figure S25. MALDI-TOF analysis of peptide AcA-HGF 128-149-SEAoff. Matrix, 2,5-dihydroxybenzoic 
acid (DHB) positive mode, [M+H]+ calcd. (monoisotopic) 2397.28, found 2397.0. 

Exchange of the SEA group by MPA 

A typical procedure for the exchange of the SEA group by MPA was described in detail elsewhere.4, 5 

The analytical HPLC and MS analyses of the purified thioester peptide 21 are shown below. 

Yields for the HPLC purified MPA peptide thioester 21 

Peptide 21: 6.41 mg (40% yield, 5.6 µmol scale), MALDI-TOF calcd. for [M+H]+: 2368.3, observed 

mass: 2368.3 (monoisotopic).  
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Figure S26. LC-MS analysis of peptide 21. LC trace, eluent A 0.10 % TFA in water, eluent B 0.10% TFA 
in CH3CN/water: 4/1 by vol. C18 Xbridge BEH 300 Å 5 μm (4.6 x 250 mm) column, gradient 0-100% B 
in 30 min (1 mL/min, detection 215 nm). MS trace: M calculated (mean) 2368.84, found 2368.39±0.03. 
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Figure S27. MALDI-TOF analysis of thioester peptide 21. Matrix, 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) 
positive mode. [M+H]+ calcd. (monoisotopic) 2368.27, found 2368.3. 

4.2.3 Preparation of SeEAoff peptide 22 

TCEP-HCl (2.89 mg, 0.1 mmol), selenide compound 7a (3.42 mg, 0.01 mmol, 5 eq) and metallic selenium 

(0.237 mg, 1.5 equiv) were dissolved in 0.2 M pH 4.2 sodium acetate buffer (1 mL). NaOH (5 M) was 

then added to adjust the pH to 5-5.5. 

Peptide 21 (5.65 mg, 1.94 µmol) was dissolved in the above solution (972 µL, final peptide 

concentration 2 mM). The reaction mixture was shaken at 37°C under nitrogen atmosphere and 

monitored by LC-MS. 

After 20 h of exchange, DMSO (105.8 µL) was added (10% of DMSO by vol) to inactivate the SeEA group 

by formation of a diselenide bond. The reaction mixture was stirred 30 min at 37°C. Then, acetic acid 

(275.7 µL) was added to have a final 20% acetic acid solution. 0.43 M hydroxylamine solution in water 

(45 µL) was then added to remove AcA protecting group. The reaction medium was heated at 37°C for 

1 h 30 min and then diluted with water (11 mL final volume). The aqueous solution was extracted with 

diethyl ether (3 x 3 mL) and then purified by RP-HPLC (eluent A = water containing 0.1% TFA, eluent 

B=acetonitrile in water 4/1 containing 0.1% TFA, 30°C, detection at 215 nm, 6 mL/min, 0 to 20% eluent 

B in 5 min, then 20 to 40% eluent B in 60 min, C18XBridge column) to give 2.4 mg of SeEAoff peptide 22 

(40%). 
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A) 

 

B) 

 

Figure S28. A) LC-MS analysis of peptide 22. LC trace, eluent A 0.10% TFA in water, eluent B 0.10% 
TFA in CH3CN/water: 4/1 by vol. C18 Xbridge BEH 300 Å 5 μm (4.6 x 250 mm) column, gradient 0-100% 
B in 30 min (1 mL/min, detection 215 nm). B) MALDI-TOF analysis of selenoester peptide 22. Matrix, 
2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) positive mode. 
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4.3 One-pot assembly of peptide 23 

4.3.1 Step 1 

MPAA (3.34 mg, 0.2 mmol) and Se=TCEP (6.58 mg, 0.02 mmol) were dissolved in 6 M Gdn.HCl, 0.1 M 

pH 7.2 sodium phosphate buffer (100 µL). NaOH (5 M) was then added to adjust the pH to 7-7.5.  

Peptide 19 (5.27 mg, 0.53 mmol) and peptide 20 (2.51 mg, 0.53 mmol) were dissolved in the above 

solution (75 mL, final peptide concentration 7 mM). The reaction mixture was shaken at 37 °C under 

nitrogen atmosphere and monitored by LC-MS.  

4.3.2 Step 2 

After 20 h, the reaction mixture was divided in two equal portions. To one of these, DTT (0.59 mg, 100 

mM) and SeEAoff peptide 22 (1.04 mg, 0.3 mmol) were added in this order. The reaction mixture was 

shaken at 37 °C under nitrogen atmosphere and monitored by LC-MS.  

After 42 h, the reaction mixture was diluted with 5% aqueous acetic acid (4 mL), extracted with Et2O 

(5 x 2 mL) to remove MPAA and purified by RP-HPLC (eluent A = water containing 0.1% TFA, eluent 

B=acetonitrile in water 4/1 containing 0.1% TFA, 50 °C, detection at 215 nm, 6 mL/min, 0 to 20% eluent 

B in 5 min, then 20 to 50% eluent B in 90 min, C18 XBridge column) to give 0.94 mg of SeEAoff peptide 

23 (21% overall starting from peptide 19). 
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B) 

 

C) 

 

Figure S29. Analysis of thioester peptide 23. A) LC trace, eluent C 0.1% FA in water, eluent D 0.1% FA 
in CH3CN/water: 4/1 by vol. C3 Zorbax 300SB 3.5 µm (4.6 x 150 mm) column, gradient 0-100% D in 30 
min (1 mL/min, detection 215 nm). B) ESI+ MS trace: M calculated (mean) 13722.89, found 13722.96. 
C) High resolution ESI+ MS with experimental and calculated profile after deconvolution. 

m/z

600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
0

100 A: 13722.96±0.44

A18
763.3

A19
723.2

A24
571.0

A17
808.2

A16
858.7

A15
915.9

A14
981.2

A13
1056.6

A12
1144.5 A11

1248.5 A10
1373.3

A9
1525.8

Intensity (AU)

mass
13700 13702 13704 13706 13708 13710 13712 13714 13716 13718 13720 13722 13724 13726 13728 13730 13732 13734 13736 13738 13740 13742 137440

100
mass

13700 13702 13704 13706 13708 13710 13712 13714 13716 13718 13720 13722 13724 13726 13728 13730 13732 13734 13736 13738 13740 13742 137440

100

13722.09

M 13722.00

Calculated

Observed after deconvolution



S199 
 

4.4 One-pot synthesis of NK1-B 

TCEP.HCl (2.87 mg, 0.01 mmol), MPAA (1.29 mg, 0.01 mmol) and Se=TCEP (2.63 mg, 0.008 mmol) were 

dissolved in 6 M guanidine-HCl, 0.1 M pH 7.2 sodium phosphate buffer (100 µL). NaOH (5 M) was then 

added to adjust the pH to 7-7.5.  

Peptide 23 (0.82 mg, 0.047 mmol) and peptide 24 (0.23 mg, 0.057 mmol, 1.2 equiv) were dissolved in 

the above solution (12 mL, final peptide concentration 4 mM). The reaction mixture was shaken at 37°C 

under nitrogen atmosphere and monitored by LC-MS.  

After 18 h, TCEP.HCl (2.87 mg, 0.01 mmol) and MPAA (1.29 mg, 0.01 mmol) were dissolved in 6 M 

Gdn.HCl, 0.1 M pH 7.2 sodium phosphate buffer (100 µL). NaOH (5 M) was then added to adjust the 

pH to 5.  

Peptide 25 (0.43 mg, 0.095 µmol, 2 equiv) was dissolved in the above solution (12 µL) and then added 

to the reaction mixture which was shaken at 37°C under nitrogen atmosphere.  

After 72 h, the reaction mixture was diluted with 5% aqueous acetic acid (4 mL), extracted with Et2O 

(3 x 2 mL) to remove MPAA and purified by RP-HPLC (eluent C = water containing 0.1% formic acid 

(FA), eluent D=acetonitrile in water 4/1 containing 0.1 %FA, 50 °C, detection at 215 nm, 6 mL/min, 0 

to 20% eluent B in 5 min, then 20 to 50% eluent B in 90 min, C3 Zorbax column) to give 335 µg of NK1-

B (32% overall starting from peptide 23). 
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C) 

 

Figure S30. Analysis of NK1-B. A) LC trace, eluent A 0.1% formic acid (FA) in water, eluent B 0.1% FA 
in CH3CN/water: 4/1 by vol. C3 Zorbax 300SB 3.5 µm (4.6 x 150 mm) column, gradient 0-100% B in 30 
min (1 mL/min, detection 215 nm). B) ESI+ MS high resolution spectrum. C) Deconvoluted spectrum 
and comparison with the theoretical profile. 

 Computational analysis 

Quantum chemical calculations were performed using the Gaussian 09 package of programs8. DFT 

computations were carried out using the B3LYP hybrid functional employing the 6-31+G* basis set with 

5 pure d functions. Gradient techniques using internal coordinates with very tight optimization 

convergence criteria (each component of the first energy derivative below 2.0 10-6 Hartree/Bohr or 

radian) were used for both geometry optimization and computation of vibrational properties. The 

transitions states were localized using the Newton-Raphson algorithm, and the nature of the stationary 

m /z
600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650

%

0

100

X E000077SJ 1357 (11.653) C m  (1348:1363) T O F M S ES+ 
3.06e6

A: 20924.24±0.87
A28A29

A30

A31

A32

A27

A26

A25

A24

A23

A22

1000 12001100900800700600 1300 1400 1500 1600

32+

31+

30+

29+ 27+28+

24+

25+

26+

23+

22+
21+

20+ 19+ 18+
17+

16+
15+

m/z

Intensity (AU)

NK1-B

mass
20911 20913 20915 20917 20919 20921 20923 20925 20927 20929 20931 20933 20935 20937 209390

100
20911 20913 20915 20917 20919 20921 20923 20925 20927 20929 20931 20933 20935 20937 209390

100
20924.5059

Experimental profile
Found 20924.24�0.87

Intensity (AU)

Theoretical profile



S201 
 

points was determined by analysis of the Hessian. The activation and reaction energies were calculated 

from the thermochemical output (298.150 Kelvin, 1 atm) computed for the reagents, transition states 

and products, using standard thermochemistry as implemented in Gaussian 09. Intrinsic reaction 

coordinate (IRC) calculations were performed in the gas phase to localize the nearest local minima on 

the reactant and product sides of the reaction coordinate9. Solvent effects (water) were taken into 

account using Tomasi’s polarizable continuum model (PCM)10.  

TS SEA TS SEA_2 TS SEA_3 

 

 

 

H = -1330.731085 Hartree 

G = -1330.789404 Hartree 

H = -1330.703070 Hartree 

G = -1330.763103 Hartree 

H = -1331.221528 Hartree 

G = -1331.281239 Hartree 

Figure S31. Structures and absolute energies for anionic (TS SEA, TS SEA_2) and neutral (TS SEA_3) 
transitions states (gas phase). TS SEA is discussed in the main manuscript (one neutral 2-mercaptoethyl 
limb protonates the amide nitrogen, while the other is anionic and attacks the amide carbonyl). In the 
other anionic transition state TS SEA_2, one neutral 2-mercaptoethyl limb protonates the amide 
nitrogen, while the other is anionic and spectator. The third transition state TS SEA_3 is neutral (one 
neutral 2-mercaptoethyl limb protonates the amide nitrogen, while the other is neutral too and 
spectator). The activation barrier for TS SEA is about 20 kcal mol-1 less than for TS SEA_2 and TS SEA_3. 
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Catalysis of SEA-thiol exchange and SEA ligation by a water soluble alkylselenol 
catalysts (Chapter V) 

 Synthesis of diselenide catalysts 

Diselenide 7a has been described in the previous chapter (section 1). 

1.1 Synthesis of N-(3-hydroxyprolyl) bis(2-selenylethyl)amine 7b   

 

Scheme S2. Synthesis of N-alkyl diselenide 7b. 

Cesium hydroxide monohydrate (509 mg, 3 mmol, 2 equiv) was added to activated powdered 4 Å 

molecular sieves (400 mg) in anhydrous N,N-dimethylformamide (1 mL). The white suspension was 

vigorously stirred for 10 min at rt. Then, the bis(2-selenylethyl)amine trifluoroacetate salt 7a (350 mg, 

1.5 mmol) was dissolved in DMF (2.5 mL) and added to the reaction mixture. The reaction was stirred 

for 30 min. Then, 3-bromopropanol (402 µL, 4.55 mmol, 3 equiv) was added to the suspension and the 

mixture was stirred for 20 h at rt.  

Finally, the reaction mixture was diluted with water containing 0.1% TFA (20 mL) and centrifuged. The 

supernatant was collected, filtered and purified by RP-HPLC (XBridge C18 OBD column, eluent A : water 

containing 0.1% TFA by vol, eluent B: water/acetonitrile : ¼ by vol containing 0.1% TFA by vol, detection 

at 215 nm, flow rate 25 mL/min, 0 - 15% eluent B in 10 min). The purified fractions were collected, 

frozen and lyophilized to give 19.53 mg (4.5%) of 7b as the trifluoroacetate salt. 
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m/z Intensity Relative 
Theo. 
Mass 

Delta 
(ppm) 

RDB 
equiv. 

Composition 

285,95789 7890467 44,41 285,95838 -1,72 0,5 C7 H16 O N [76]Se Se 

286,95883 3286462 18,5 286,95908 -0,85 0,5 C7 H16 O N [77]Se Se 

287,95615 14460140 81,39 287,95647 -1,13 0,5 C7 H16 O N [78]Se Se 

289,9552 17765790 100 289,95568 -1,67 0,5 C7 H16 O N Se2 

291,95529 4317527 24,3 291,95586 -1,95 0,5 C7 H16 O N Se [82]Se 

Figure S32. HR-MS analysis for purified 7b. Calcd. for [M+H]+: 289.955, observed mass: 289.955 
(monoisotopic).  

1.2 Synthesis of N-(2-carboxamidoethyl) bis(2-selenylethyl)amine 7c  

 

Scheme S3. Synthesis of N-(2-carboxamidoethyl) bis(2-selenylethyl)amine 7c. 

The bis(2-selenylethyl)amine trifluoroacetate salt 7a (43.2 mg, 0.125 mmol, 1 equiv) and acrylamide 

(44.4 mg, 0.625 mmol, 5 equiv) were dissolved separately in acetonitrile (1 mL for each). The two 
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solutions were combined and silica gel (50% w/w relative to compound 7a) was added to the mixture. 

Triethylamine (17 µL, 0.125 mmol, 1 equiv) was then added to the reaction. Note that the bis(2-

selenylethyl)amine 7a precipitates partially upon Et3N addition but after few time the precipitate 

disappears probably due to adsorption of 7a on the silica gel.  

The suspension was then stirred at 60 °C and monitored by LC-MS. After 24 h, 5 equiv of acrylamide 

were added to the reaction mixture. The reaction was stirred at 60 °C for further two days. When the 

reaction was completed, the supernatant was collected and 2 mL of water-TFA 0.1 % were added to 

the residue of silica gel. The mixture was stirred for 30 min and the supernatant was collected. This 

washing procedure was repeated twice. All supernatants were combined and concentrated in vacuo 

to remove the acetonitrile. This operation must be carefully controlled to avoid evaporation to dryness. 

The solution was filtered and purified by RP-HPLC (XBridge C18 OBD column, eluent A : water 

containing 0.1% TFA by vol, eluent B: water/acetonitrile : ¼ by vol containing 0.1% TFA by vol, detection 

at 215 nm, flow rate 25 mL min, 0 - 15% eluent B in 20 min). The purified fractions were collected, 

frozen and lyophilized to give 30.9 mg (40%) of 7c as the trifluoroacetate salt. 
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m/z Intensity Relative Theo. Mass 
Delta 
(ppm) 

RDB 
equiv. 

Composition 

298,9531 61619380 50,61      

299,9541 30622960 25,15      

300,9513 103122168 84,7      

302,9503 121743136 100 302,9509 -1,98 1,5 C7 H15 O N2 Se2 
304,9504 38553024 31,67      

Figure S33. HR-MS analysis for purified 7c. Calcd. for [M+H]+: 302.951, observed mass: 302.950 
(monoisotopic).  
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Figure S34. 1H NMR (300 MHz) spectrum for compound 7c (DMF-d7, 333 K). δ 7.59 (s, 1H), 6.84 (s, 
1H), 3.77 – 3.74 (m, 4H), 3.42 – 3.36 (t, 2H), 3.33 – 3.29 (m, 4H), 2.73 – 2.64 (t, 2H). 
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Figure S35. 13C JMOD (75 MHz) spectrum for compound 7c (DMF-d7, 291 K). δ (ppm) = 172.50 (m), 
55.93 (s), 53.90 (s), 23.33 (s). 

 

Figure S36. 1H-1H COSY spectrum for compound 7c (DMF-d7, 333 K). 
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Figure S37. 1H-13C HSQC spectrum for compound 7c (DMF-d7, 291K). 

1.3 Synthesis of N-(2-carboxyethyl) bis(2-selenylethyl)amine 7d  

1.3.1 First strategy  

 

Scheme S4. Synthesis of N-(2-carboxyethyl) bis(2-selenylethyl)amine 7d. 

The bis(2-selenylethyl)amine trifluoroacetate salt 3a (53.5 mg, 0.155 mmol, 1 equiv) and acrylic acid 

(53 µL, 0.733 mmol, 5 equiv) were dissolved separately in acetonitrile (2.5 mL for each). The two 

solutions were combined and silica gel (50 % w/w relative to amine 3a) was added to the mixture. 

Triethylamine (125 µL, 0.93 mmol, 6 equiv) was then added to the reaction. Note that the bis(2-

selenylethyl)amine 3a precipitates partially upon Et3N addition but after a few time the precipitate 

disappears probably due to adsorption of 3a on the silica gel.  

The solution was then stirred at 60 °C and monitored by LC-MS. After 24 h, 5 equiv of acrylamide and 

6 equiv of Et3N were added again to the reaction mixture. The reaction was further stirred at 60 °C for 

24 h. When the reaction was completed, the supernatant was collected then 2 mL of water were added 
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to the residue of silica gel. The reaction was stirred for 30 min and then the supernatant was collected. 

This operation was repeated twice. All supernatants were combined and the resulting solution was 

diluted with water (6 mL). Then, the pH was adjusted to 4-5 by adding water containing 10% TFA (100 

µL). The solution was concentrated in vacuo to remove the acetonitrile. This operation must be 

carefully controlled to avoid evaporation to dryness. 

The solution was filtered and purified by RP-HPLC (XBridge C18 OBD column, eluent A : water 

containing 0.1% TFA by vol, eluent B: water/acetonitrile : ¼ by vol containing 0.1% TFA by vol, detection 

at 215 nm, flow rate 25 mL/min, 0 - 15% eluent B in 20 min). The purified fractions were collected, 

frozen and lyophilized to give 26 mg (40%) of 7d as the trifluoroacetate salt. 

  

m/z Intensity Relative Theo. Mass 
Delta 
(ppm) 

RDB 
equiv. 

Composition 

299,93747 2139153,3 52,61     

300,93848 1105033 27,18     

301,93576 3534280,3 86,92     

303,93481 4066237,8 100 303,93495 -0,13 1,5 C7 H14 O2 N Se2 

305,93481 1315523,8 32,35     

Figure S38. HR-MS analysis for purified 7d. Calcd. for [M+H]+: 303.934, observed mass: 303.934 
(monoisotopic).  
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Figure S39. 1H NMR (300 MHz) spectrum for compound 7d (DMF-d7, 310 K). δ 8.01 (s, 1H), 6.84 (s, 
1H), 3.78 – 3.75 (t, 4H), 3.41 – 3.36 (t, 2H), 3.31 – 3.27 (t, 4H), 2.81 – 2.76 (t, 2H). 

 

Figure S40. 13C JMOD (75 MHz) spectrum for compound 7d (DMF-d7, 310 K). δ (ppm) = 172.50 (m), 
55.66 (s), 52.16 (s). 
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Figure S41. 1H-1H COSY spectrum for compound 7d (DMF-d7, 310 K). 

 

Figure S42. 1H-13C HSQC spectrum for compound 7d (DMF-d7, 310K). 
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1.3.2 Second strategy 

 

Scheme S5. Synthesis of N-(2-carboxyethyl) bis(2-selenylethyl)amine 7d. 

The synthesis of compound A is described in the literature11.  
 
Synthesis of (2,2-diethoxyethyl)(4-methoxybenzyl)selane B 

To a solution of diselenide A (1.94 g, 4.94 mmol) in ethanol (34 mL) was added portionwise (30 min) at 

0 °C NaBH4 (500 mg, 13.2 mmol, 2.7 equiv). Once the emission of H2 stopped, the reaction mixture was 

warmed to 25 °C for 30 min. Then the reaction mixture was cooled to 0 °C and 4-methoxybenzyl 

chloride (1.24 mL, 9.19 mmol, 1.9 equiv) was added. The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 2 h. Water (150 mL) was added afterwards and the obtained aqueous layer was 

extracted with Et2O (2 × 100 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and the solvent 

was evaporated under reduced pressure. Purification of the crude by column chromatography 

(cyclohexane/ethyl acetate 95:5) provided the expected selenide B (2.75 g, 94%) as an oil.  
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Figure S43. 1H NMR (300 MHz) spectrum for compound B (CDCl3, 273 K). δ 7.23 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 
6.82 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.59 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 3.82 (s, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.59-3.71 (m, 2H), 3.45-3.57 
(m, 2H), 2.63 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 1.21 (d, J = 7.0 Hz, 6H). 

 

Figure S44. 13C JMOD (75 MHz) spectrum for compound B (CDCl3, 273 K). δ 158.4 (C), 131.3 (C), 130.0 
(2 × CH), 113.9 (2 × CH), 103.7 (CH), 62.0 (2 × CH2), 55.2 (CH3), 27.1 (CH2), 26.3 (CH2), 15.3 (2 × CH3) 
ppm. 
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Synthesis of 2-((4-methoxybenzyl)selanyl)acetaldehyde C 

The selenide B (1.24 g, 3.90 mmol) was suspended in formic acid (1M, 16 mL). The reaction mixture 

was stirred at 50 °C overnight. Water (50 mL) was added and the obtained aqueous layer was extracted 

with Et2O (2 × 50 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and the solvent was 

evaporated under reduced pressure. The compound C is directly used for the next step without further 

purification because isn’t very stable. However, to characterized it, we performed a purification by 

column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 95:5) provided the expected compound C (730 

mg, 77%). 

 

Figure S45. 1H NMR (300 MHz) spectrum for compound C (CDCl3, 273 K). δ 9.35 (t, J = 4.2 Hz, 1H), 
7.21 (d, J = 8.67 Hz, 2H), 6.83 (d, J = 8.67 Hz, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.65 (s, 2H), 3.11 (d, J = 3.9 Hz, 2H). 

Synthesis of tert-butyl 3-(bis(2-((4-methoxybenzyl)selanyl)ethyl)amino)propanoate D 

Compound C (730 mg, 3.90 mmol, 3 equiv) was added to activated powdered 3 Å molecular sieves (1 

g) in anhydrous 1,2-dichloroethane (8 mL) under argon atmosphere. Then, sodium 

triacetoxyborohydride (700 mg, 4.3 mmol, 3.3 equiv) and β-Alanine t-butyl ester hydrochloride (236 

mg, 1.3 mmol) dissolved in DCE (5 mL) were added. The reaction mixture was stirred at r.t under argon 
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atmosphere. After 24 h, the reaction mixture was filtrated on Büchner funnel and washed with DCM. 

The solvent was evaporated under reduced pressure. Then, 10 % K2CO3 (25 mL) and brine (30 mL) were 

added and the obtained aqueous layer was extracted with DCM (3 × 50 mL). The combined organic 

layers were dried over MgSO4 and the solvent was evaporated under reduced pressure. Purification of 

the crude by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 95:5) provided the expected 

diselenide D (695 mg, 89%). 

 

Figure S46. 1H NMR (300 MHz) spectrum for compound D (CDCl3, 305 K). δ 7.20 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 
6.82 (d, J = 8.4 Hz, 4H), 3.77 (s, 6H), 3.72 (s, 4H), 2.69 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.60 (m, 4H), 2.48 (m, 4H), 2.26 
(t, J = 6.9 Hz, 2H), 1.42 (s, 9H). 

Cyclization/deprotection of D 

Diselenide D (50 mg, 0.08 mmol) and DTNP (51.4 mg, 0.16 mmol, 2 equiv) were dissolved separately 

in TFA (0.5 mL for each). The solution of DTNP was added dropwise in the solution of diselenide D. The 

reaction mixture was stirred during 1 h at r.t. Then, cold Et2O was added (40 mL) and was evaporated 

under reduced pressure in order to eliminate TFA. Water (10 mL) was added and the solution was 

purified by RP-HPLC (XBridge C18 OBD column, eluent A : water containing 0.1% TFA by vol, eluent B: 

water/acetonitrile : ¼ by vol containing 0.1% TFA by vol, detection at 215 nm, flow rate 25 Ml/min, 0 - 
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15% eluent B in 15 min). The purified fractions were collected, frozen and lyophilized to give 19.8 mg 

(57%) of 7d as the trifluoroacetate salt. 

 Kinetic measurements  

Table S3 : Peptides used for the kinetic study 

SEAoff, Cys-peptides 

9a H-ILKEPVHGA-SEAoff 

9b H-ILKEPVHGV-SEAoff 

9c H-ILKEPVHGT-SEAoff 

9d H-ILKEPVHGI-SEAoff 

13 CILKEPVHGV-NH2 

2.1 SEA-thiol exchange. General procedure illustrated with peptide 9a and MPAA as 

catalyst 

TCEP-HCl (28.67 mg, 0.1 mmol, 100 mM final concentration) was dissolved in 6 M guanidine-HCl, 0.2 

M pH 7.2 sodium phosphate buffer (1 mL). Then, MPAA (16.82 mg, 0.1 mmol, 100 mM final 

concentration) was dissolved in 20 µL NaOH (6 M) to achieve complete dissolution prior to addition to 

the above solution.a 

The SEA peptide 9a (0.994 mg, 0.6 µmol) was dissolved in the above solution (final peptide 

concentration 1 mM) and MPA (5% v/v) added in one portion. NaOH (5 M) was added to adjust the pH 

to 4.0. The reaction mixture was shaken at 37 °C under nitrogen atmosphere and monitored by HPLC. 

For each time point, 2 μL aliquots were withdrawn, quenched by adding 50 μL of 0.1% aqueous TFA 

and in case of MPAA extracted with Et2O to remove it.  

2.2 SEA ligation. General procedure illustrated with peptide 9b, Cys peptide 13 and 

MPAA as catalyst 

TCEP-HCl (11.47 mg, 40 µmol, 200 mM final concentration) was dissolved in 6 M guanidine-HCl, 0.1 M 

pH 7.2 sodium phosphate buffer (200 µL). Then, MPAA (6.72 mg, 40 µmol, 200 mM final concentration) 

was dissolved in the above solution. MPAA was first dissolved in 20 µL NaOH to achieve complete 

dissolution prior to addition to the above solution.a 

The SEA peptide 9b (1.498 mg, 1 µmol, 7 mM final concentration) and Cys peptide 13 (2.22 mg, 1.5 

µmol, 10.5 mM, 1.5 equiv) were dissolved in the above solution. The reaction mixture was shaken at 

37 °C under nitrogen atmosphere and monitored by HPLC. For each time point, 1 μL aliquots were 

                                                           
a Presolubilization in NaOH was not required for diselenide catalysts 
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withdrawn, quenched by adding 50 μL of 0.1% aqueous TFA and in case of MPAA extracted with Et2O 

to remove it.  

 Preparative synthesis of peptide thioester 12b by SEA-thiol exchange 

TCEP-HCl (14.33 mg, 50 µmol, 100 mM final concentration) was dissolved in 6 M guanidine-HCl, 0.2 M 

pH 7.2 sodium phosphate buffer (0.5 mL). Then, diselenide 7d (18.64 mg, 50 µmol, 100 mM final 

concentration) was dissolved in the above solution (448 µL). 

Peptide 9b (4.55 mg, 3.1 µmol) was dissolved in the above solution (448 µL, final peptide concentration 

7 mM) and MPA (22 µL, 5% v/v) was added in one portion. The pH was adjusted to 4.0 using NaOH (5 

M). The reaction mixture was shaken at 37 °C under nitrogen atmosphere. After completion of the 

reaction, the mixture was diluted with water-TFA 0.1% (5 mL) and purified by reversed-phase HPLC 

using a linear water -acetonitrile gradient containing 0.1% TFA to give the peptide 12b (2.8 mg, 63% 

yield). 

The determination of the optical purity for the C-terminal Val residue was performed by chiral GC-MS 

analysis after acid hydrolysis in deuterated acid. The analysis was done by C.A.T. GmbH & Co. company 

(Chromatographie und Analysen technik KG, Heerweg 10, D-72070 Tübingen, Germany). The analysis 

indicated a D-Val content < 0.1%. 

 

Figure S47. LC-MS analysis of peptide 12b. LC trace, eluent A 0.10% TFA in water, eluent B 0.10% 
TFA in CH3CN/water: 4/1 by vol. C18 Xbridge BEH 300 Å 5 μm (4.6 × 250 mm) column, gradient 0-50% 

Time (min)

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

7.0

Intensity (Light scattering, AU)

m/z

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
0

100

A: 1079.02±0.19

A02

540.6

A
1079.8

Intensity (AU)



S219 
 

B in 15 min (1 mL/min, detection 215 nm).MS trace. [M+H]+ m/z calcd. (monoisotopic) 1079.6, found 
1079.02. 

 

Figure S48. MALDI-TOF of peptide 12b. Matrix α-cyano-4-hydroxycinnaminic acid, positive detection 
mode, [M+H]+ calcd (monoisotopic) 1079.6, observed mass: 1079.3 (monoisotopic). 

 Preparative SEA ligation  

4.1 Synthesis of the peptide 14b by reaction of the SEAoff peptide 9b with Cys peptide 13 

TCEP-HCl (28.66 mg, 100 µmol, 200 mM final concentration) was dissolved in 6 M guanidine-HCl, 0.1 M 

pH 7.2 sodium phosphate buffer (0.5 mL). Then, diselenide 7d (20.76 mg, 50 µmol, 100 mM) was 

dissolved in the above solution (499 µL). The pH was adjusted to 4.0 using NaOH (6 M). 

The SEA peptide 9b (5.06 mg, 3.5 µmol, 7 mM) and Cys peptide 13 (7.52 mg, 10.5 mM, 1.5 equiv) were 

dissolved in the above solution (499 µL). The reaction mixture was shaken at 37 °C under nitrogen 

atmosphere. After completion of the ligation, the mixture was diluted with water-TFA 0.1% (5 mL) and 

purified by reversed-phase HPLC using a linear water-acetonitrile gradient containing 0.1% TFA to give 

the purified ligation product 14b (4.69 mg, 51% yield). 

The determination of the optical purity for the C-terminal amino acid residue within peptide 14b was 

performed by chiral GC-MS analysis after acid hydrolysis in deuterated acid. The analysis was done by 

C.A.T. GmbH & Co. company (Chromatographie und Analysen technik KG, Heerweg 10, D-72070 

Tübingen, Germany). The analysis indicated a D-Val content of 0.19%. 
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Figure S49. LC-MS analysis of peptide 14b. LC trace, eluent A 0.10% TFA in water, eluent B 0.10% 
TFA in CH3CN/water: 4/1 by vol. C18 Xbridge BEH 300 Å 5 μm (4.6 × 250 mm) column, gradient 0-50% 
B in 15 min (1 mL/min, detection 215 nm).MS trace. [M+H]+ m/z calcd. (monoisotopic) 2066.19, found 
2067.15. 

 

Figure S50. MALDI-TOF of peptide 14b. Matrix α-cyano-4-hydroxycinnaminic acid, positive detection 
mode, [M+H]+ calcd (monoisotopic) 2066.19, observed mass: 2066.5 (monoisotopic). 
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4.2 Cyclisation of peptide 26. Synthesis of cyclic peptide 27 

4.2.1 Procedure 

N-octyl glucoside (1.17 mg, 4 µmol, 20 mM) was dissolved in 0.1 M pH 7.2 sodium phosphate buffer 

(200 µL). Then, TCEP (11.47 mg, 40 µmol, 200 mM) and diselenide 7d (6.45 mg, 20 µmol, 100 mM) 

were dissolved in the above solution. The pH was adjusted to 4.0 using NaOH (6 M). 

Peptide 26 (2.75 mg, 0.5 µmol, 3 mM) was dissolved in the above solution (154 µL). The reaction 

mixture was shaken at 37 °C under nitrogen atmosphere and monitored by HPLC. 

After completion of the cyclisation, the mixture was diluted with 6 M guanidine-HCl in water to achieve 

500 µL final volume. The crude peptide was purified by RP-HPLC (eluent A = water containing 0.1% 

TFA, eluent B = acetonitrile in water 4/1 containing 0.1% TFA, 60 °C, detection at 215 nm, 6 mL/min, 0 

to 25% eluent B in 10 min, then 25 to 45% eluent B in 60 min, C3 Zorbax column) to give 0.67 mg of 

cyclic peptide 27 (26%). 

 

Figure S51. LC-MS analysis of peptide 27. LC trace, eluent C 0.10% FA in water, eluent D 0.10% FA in 
CH3CN/water: 4/1 by vol. C3 Zorbax 300SB Å 3.5 μm (4.6 × 150 mm) column, gradient 0-100% D in 30 
min (60 °C, 1 mL/min, detection 215 nm). MS trace. [M+H]+ m/z calcd. (monoisotopic) 4370.38, found 
4370.88. 
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Figure S52. MALDI-TOF of peptide 27. Matrix sinapinic acid, positive detection mode, [M+H]+ calcd 
(average) 4373.2, observed mass: 4372.7 (average). 

4.2.2 Proteomic analysis 

Reduction-alkylation: 

Peptide 27 (10 µg) was diluted with dithiothreitol (1 mg/mL in 0.025 M ammonium bicarbonate, 10 µL) 

and treated with iodoacetamide (10 mg/mL in 0.025 M ammonium bicarbonate, volume 10 µL) for 10 

min. The alkylation step was monitored by MALDI-TOF mass spectrometry as shown below. 
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Figure S53. Monitoring of the alkylation step by MALDI-TOF mass spectrometry (matrix: α-cyano-4-
hydroxycinnaminic acid).  

Trypsine cleavage: 

Then, trypsin (0.1 mg/mL, 1 µL) was added to the mixture to cleave the alkylated cyclic peptide. The 

formed peptide fragments were identified by MALDI-TOF MS-MS. 
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C)

 

Figure S54. In source MALDI-TOF sequencing of peptide 27 after alkylation and trypsin cleavage using 
α-cyano-4-hydroxycinnaminic acid as matrix (positive reflector mode). A) Global spectrum, B) MS-MS 
sequencing of the peptides, C) MS-MS sequencing of the ion at m/z 1417.97 shows the presence of the 
Val-Cys peptide bond (…RDVCLT…). 

 Synthesis of 15 kDa granulysin in the N to C direction 

5.1 Synthesis of peptide 12e by SEA-thiol exchange of 9e 

TCEP-HCl (8.6 mg, 30 µmol, 100 mM final concentration) was dissolved in 6 M guanidine-HCl, 0.2 M pH 

7.2 sodium phosphate buffer (300 µL). Then, diselenide 7d (12.48 mg, 30 µmol, 100 mM final 

concentration) was dissolved in the above solution and MPA (6 µL, 5% v/v) was added in one portion. 

The pH was adjusted to 4.0 using NaOH (6 M). 

Peptide 9e (13.32 mg, 2 µmol) was dissolved in the above solution (287 µL, final peptide concentration 

7 mM). The reaction mixture was shaken at 37 °C under nitrogen atmosphere and monitored by HPLC. 

After completion of the reaction, the mixture was diluted with water-TFA 0.1% (5 mL). The crude 

peptide was purified by RP-HPLC (eluent A = water containing 0.1% TFA, eluent B = acetonitrile in water 

4/1 containing 0.1% TFA, 60 °C, detection at 215 nm, 6 mL/min, 0 to 25% eluent B in 10 min, then 25 

to 35% eluent B in 60 min, C3 Zorbax column) to give 4.65 mg of peptide 9e (36%). 
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Figure S55. LC-MS analysis of peptide 12e. LC trace, eluent A 0.10% TFA in water, eluent B 0.10% TFA 
in CH3CN/water: 4/1 by vol. C3 Zorbax 300SB Å 3.5 μm (4.6 × 150 mm) column, gradient 0-100% B in 
30 min (60 °C, 1 mL/min, detection 215 nm). MS trace. [M+H]+ m/z calcd. (monoisotopic) 5413.04, 
found 5413.5. 
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Figure S56. MALDI-TOF of peptide 12e. Matrix sinapinic acid, positive detection mode, [M+H]+ calcd 
(monoisotopic) 5413.04, observed mass: 5413.0 (average). 

5.2 Synthesis of peptide 28  

MPAA (6.73 mg, 40 µmol, 200 mM final concentration) was first dissolved in NaOH (6 M, 10 µL) to 

achieve complete dissolution. Then, this solution was combined with 6 M guanidine-HCl, 0.1 M pH 7.2 

sodium phosphate buffer (190 µL). The pH was adjusted to 7.7 using NaOH (6 M). 

Peptide 12e (4.64 mg, 0.7 µmol, 7 mM) and peptide 26 (4.28 mg, 0.7 µmol, 7 mM) were dissolved in 

the above solution (103 µL). The reaction mixture was shaken at 37 °C under nitrogen atmosphere.  

After 24 h of reaction, the mixture was diluted with 6 M guanidine-HCl, 0.1 M pH 7.2 sodium phosphate 

buffer (2 mL) and acidified with water-TFA 10 % (200 µL). The solution was extracted with Et2O (3 x 3 

mL) to remove MPAA. The crude peptide was purified by RP-HPLC (eluent A = water containing 0.1% 

TFA, eluent B = acetonitrile in water 4/1 containing 0.1% TFA, 60 °C, detection at 215 nm, 6 mL/min, 0 

to 25% eluent B in 10 min, then 25 to 45% eluent B in 60 min, C3 Zorbax column) to give 2.97 mg of 28 

(35%). 
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Figure S57. LC-MS analysis of peptide 28. LC trace, eluent A 0.10% TFA in water, eluent B 0.10% TFA 
in CH3CN/water: 4/1 by vol. C3 Zorbax 300SB Å 3.5 μm (4.6 × 150 mm) column, gradient 0-100% B in 
30 min (60 °C, 1 mL/min, detection 215 nm).  

 

Figure S58. MALDI-TOF of peptide 28. Matrix sinapinic acid, positive detection mode, [M+H]+ calcd 
(monoisotopic) 9813.33, observed mass: 9814.1 (average). 

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00

Intensity (Light scattering, AU)

0.000

0.050

0.100

0.150

0.200

0.250

Time (min)

RLSPEYYDLARAHLRDEEKSCPCLAQEGPQ
GDLLTKTQELGRDYRTCLTIVQKLKKMVDK
PTQRSVSNAATRVCRTGRSRWRDV-SEAoff

9814.1

4904.2

200

400

600

Intensity (AU)

4000 6000 8000 10000 12000 14000
m/z

[M+H]+

[M+2H]+

RLSPEYYDLARAHLRDEEKSCPCLAQEGPQ
GDLLTKTQELGRDYRTCLTIVQKLKKMVDK
PTQRSVSNAATRVCRTGRSRWRDV-SEAoff



S229 
 

5.3 Synthesis of 15 kDa GLNY 

N-octyl glucodise (0.88 mg, 3µmol, 20 mM) was dissolved in 0.1 M pH 7.2 sodium phosphate buffer 

(150 µL). Then, TCEP (8.6 mg, 30 µmol, 200 mM) and diselenide 7d (6.24 mg, 15 µmol, 100 mM) were 

dissolved in the above solution. The pH was adjusted to 4.0 using NaOH (6 M). 

Peptide 28 (2.97 mg, 0.4 µmol, 2 mM) and peptide 29 (2.57 mg, 0.5 µmol, 1.2 equiv) were dissolved in 

the above solution (137 µL). The reaction mixture was shaken at 37 °C under nitrogen atmosphere and 

monitored by HPLC. 

After 72 h, the mixture was diluted with 6 M guanidine-HCl, 0.1 M pH 7.2 sodium phosphate buffer 

(500 µL final volume). The crude protein was purified by RP-HPLC (eluent A = water containing 0.1% 

TFA, eluent B = acetonitrile in water 4/1 containing 0.1% TFA, 60 °C, detection at 215 nm, 6 mL/min, 0 

to 35% eluent B in 10 min, then 35 to 55% eluent B in 60 min, C3 Zorbax column) to give 0.92 mg of 

linear 15 kDa granulysine polypeptide (13%). 

 

Figure S59. LC-MS analysis of peptide 15 kDa GLNY LC trace, eluent A 0.1% TFA in water, eluent B 0.1% 
TFA in CH3CN/water: 4/1 by vol. C3 Zorbax 300SB Å 3.5 μm (4.6 × 150 mm) column, gradient 0-100% B 
in 30 min (60 °C, 1 mL/min, detection 215 nm).  

 Synthesis of 15 kDa granulysin in the C to N direction   

6.1 Synthesis of peptide 30  

Peptide elongation was performed on SEA ChemMatrix resin (0.1 mmol, 0.34 mmol/g) using standard 

Fmoc/tert-butyl chemistry on an automated peptide synthesizer. We used typical procedures for the 

synthesis of SEAoff peptide segments1,3. However, two O-acyl isodipeptide units Boc-Thr(Fmoc-Ala)-OH  
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and Boc-Ser(Fmoc-Val)-OH  (in bold in the sequence below) were incorporated in the peptide backbone 

as described in a previous article12.   

Granulysin 69-106: CLTIVQKLKKMVDKPTQRSVSNAATRVCRTGRSRWRDV 

Coupling of N-acetoacetyl group (AcA) on the solid phase 

After elongation of the peptide on SEA PS resin and terminal Fmoc deprotection (0.1 mmol scale), N-

hydroxysuccinimidyl acetoacetate (10 eq, 199.16 mg) and N-methylmorpholine (5 eq, 54.97 µL) were 

dissolved in the minimal volume of DMF and the resulting solution was added to the peptidyl resin. 

After stirring 40 min, the resin was washed with DMF (3 ´ 2 min). The completion of the acylation step 

was verified using the TNBS test for primary amines. Then, resin was washed with DCM (3 ´ 2 min), 

diethyl ether (3 ´ 2 min), and dried in vacuo. 

Final peptide deprotection and cleavage 

Peptides were deprotected and cleaved from the resin using TFA/DMS/thioanisol/3,4-

difluorothiophenol/water: 90/2.5/2.5/2.5/2.5 by vol for 2 h (10 mL). The crude peptides were 

precipitated in cold diethyl ether/heptane: 1/1 by vol (200 mL), solubilized in deionised water and 

lyophilized. The crude peptide was purified by RP-HPLC (eluent A = water containing 0.1% TFA, eluent 

B = acetonitrile in water 4/1 containing 0.1% TFA, 50 °C, detection at 215 nm, 6 mL/min, 0 to 20% 

eluent B in 5 min, then 20 to 60% eluent B in 45 min, C18 XBridge column) to give 18.48 mg of peptide 

AcA- CLTIVQKLKKMVDKPTQRSVSNAATRVCRTGRSRWRDV-SEAoff (3.2%). 
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Figure S60. LC-MS analysis of peptide 30. LC trace, eluent A 0.10% TFA in water, eluent B 0.10% TFA 
in CH3CN/water: 4/1 by vol. C18 Xbridge BEH 300 Å 5 μm (4.6 × 250 mm) column, gradient 0-100% B 
in 30 min (60 °C, 1 mL/min, detection 215 nm). ). MS trace. [M+H]+ m/z calcd. (average) 4592.5, found 
4591.2. 

6.2 Synthesis of peptide 31 

TCEP-HCl (17.77 mg, 60 µmol, 200 mM final concentration) was dissolved in 6 M Gn•HCl, 0.1 M pH 7.2 

sodium phosphate buffer (311 µL). Then, the diselenide 7d (12.90 mg, 31 µmol, 100 mM final 

concentration) was dissolved in the above solution and MPA (16 µL, 5% v/v) was added. The pH was 

adjusted to 3.7 using NaOH (6 M). 

Peptide 30 (6.08 mg, 1 µmol) was dissolved in the above solution (303 µL, final peptide concentration 

3.5 mM). The reaction mixture was shaken at 37 °C under nitrogen atmosphere and monitored by 

HPLC. 

After completion of the reaction (48 h), the mixture was diluted with water-TFA 0.1% (5 mL). The crude 

peptide was purified by RP-HPLC (eluent A = water containing 0.1% TFA, eluent B = acetonitrile in water 

4/1 containing 0.1% TFA, 60 °C, detection at 215 nm, 6 mL/min, 0 to 25% eluent B in 10 min, then 25 

to 45% eluent B in 60 min, C18 XBridge BEH300 Prep column) to give 2.86 mg of peptide 31 (47%). 
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Figure S61. LC-MS analysis of peptide 31. LC trace, eluent A 0.10% TFA in water, eluent B 0.10% TFA 
in CH3CN/water: 4/1 by vol. C18 Xbridge BEH 300 Å 5 μm (4.6 × 250 mm) column, gradient 0-100% B 
in 30 min (60 °C, 1 mL/min, detection 215 nm). MS trace. [M+H]+ m/z calcd. (average) 4561.4, found 
4562.3. 

6.3 Synthesis of peptide 33 

MPAA (6.72 mg, 40 µmol, 200 mM final concentration) was first dissolved in NaOH (6 M,10 µL) to 

achieve complete dissolution. Then, this solution was combined with 6 M Gn•HCl, 0.1 M pH 7.2 sodium 

phosphate buffer (200 µL). The pH was adjusted to 7.6 using NaOH (6 M). 

Peptide 31 (2.86 mg, 0.5 µmol, 5 mM) and peptide 29 (2.87 mg, 0.55 µmol, 5.5 mM, 1.1 equiv) were 

dissolved in the above solution (100 µL). The reaction mixture was shaken at 37 °C under nitrogen 

atmosphere. The result of the NCL reaction is shown in Figure S62. 
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Figure S62. LC-MS analysis of the crude reaction mixture (synthesis of peptide 32 by the ligating 
peptides 31 and 29) after 22 h of reaction. LC trace, eluent A 0.1% TFA in water, eluent B 0.1% TFA in 
CH3CN/water: 4/1 by vol. C3 Zorbax 300SB Å 3.5 μm (4.6 × 150 mm) column, gradient 0-100% B in 30 
min (60 °C, 1 mL/min, detection 215 nm). MS trace. [M+H]+ m/z calcd. (average) 8866.4, found 8866.5.  

After 24 h of reaction, acetic acid (24 µL) was added to have a final 20% acetic acid solution. The 

solution was extracted with Et2O (3 x 3 mL) to remove MPAA. Then, 0.43 M hydroxylamine solution in 

water (24 µL) was added to remove AcA protecting group. The reaction medium was heated at 37 °C 

for 5 h and monitored by MALDI-TOF (Figure S63). After complete deprotection, TCEP (3.75 mg, 5 

equiv/cysteine) was diluted in 0.1 M pH 8 phosphate buffer (100 µL) and added to the reaction mixture 

to reduce any disulfide bonds. The reaction medium was stirred for 1 h. The mixture was diluted with 

water-TFA 0.1% (5 mL). The crude peptide was purified by RP-HPLC (eluent A = water containing 0.25% 

TFA, eluent B = acetonitrile in water 4/1 containing 0.25% TFA, 60 °C, detection at 215 nm, 6 mL/min, 

0 to 35% eluent B in 10 min, then 35 to 55% eluent B in 60 min, C3 Zorbax column) to give 2.19 mg of 

33 (42%, corrected yield 49%). 

29 

32 
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Figure S63. MALDI-TOF monitoring of the AcA removal (32 ® 33). Matrix sinapinic acid, positive 
detection mode. 

 

Figure S64. HPLC analysis of the crude peptide 33. LC trace, eluent A 0.25% TFA in water, eluent B 
0.25% TFA in CH3CN/water: 4/1 by vol. C3 Zorbax 300SB Å 3.5 μm (4.6 × 150 mm) column, gradient 0-
100% B in 30 min (60 °C, 1 mL/min, detection 215 nm). 
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Figure S65. MALDI-TOF of purified peptide 33. Matrix sinapinic acid, positive detection mode, [M+H]+ 
calcd (average) 8783.3, observed mass: 8782.9 (average). 

6.4 Synthesis of 15 kD granulysin 

TCEP-HCl (4.30 mg, 15 µmol, 200 mM final concentration) was dissolved in 6 M Gn•HCl, 0.1 M pH 7.2 

sodium phosphate buffer (75 µL). Then, the diselenide 7d (3.12 mg, 7.5 µmol, 100 mM final 

concentration) was dissolved in the above solution. The pH was adjusted to 3.9 using NaOH (6 M). 

Peptide 9e (1.48 mg, 0.2 µmol, 3.5 mM, 1.1 equiv) and peptide 33 (2.12 mg, 0.2 µmol, 3 mM) were 

dissolved in the above solution (58 µL). The reaction mixture was shaken at 37 °C under nitrogen 

atmosphere and monitored by HPLC. 

After 48 h, the mixture was diluted with water-TFA 0.1% (4 mL). The crude peptide was purified by RP-

HPLC (eluent A = water containing 0.1% TFA, eluent B = acetonitrile in water 4/1 containing 0.1% TFA, 

60 °C, detection at 215 nm, 6 mL/min, 0 to 30% eluent B in 10 min, then 30 to 50% eluent B in 60 min, 

C3 Zorbax column) to give 0.791 mg of linear 15 kDa granulysin polypeptide (23%). 
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Figure S66. LC-MS analysis of peptide 15 kDa GLNY. LC trace, eluent A 0.10% TFA in water, eluent B 
0.10% TFA in CH3CN/water: 4/1 by vol. C3 Zorbax 300SB Å 3.5 μm (4.6 × 150 mm) column, gradient 0-
100% B in 30 min (60 °C, 1 mL/min, detection 215 nm). MS trace. [M+H]+ m/z calcd. (average) 14088.22, 
found 14087.43. 
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Automated SEA solid phase protein synthesis (Chapter VI) 

 Synthesis of the linker Fmoc-Glu-SEAoff 

 

Scheme S6. Synthesis of Fmoc-Glu-SEA. 

1.1 Synthesis of tert-butyl 5-(bis(2-tritylsulfanylethyl)amino)-4-(9H-fluoren-9-

ylmethoxycarbonylamino)-5-oxo-pentanoate A 

Fmoc-Glu(OtBu)-OH (2.43 g, 5.72 mmol, 1.5 equiv) was dissolved in DMF (5 mL) under argon 

atmosphere. The bis(2-sulfanylethyl)amine (2.38 g, 3.82 mmol, 1 equiv) previously dissolved in DCM 

(10 mL) was added to the solution of amino acid. Then, NMM (1.3 mL, 11.4 mmol, 3 equiv) and PyBrop 

(2.7 g, 5.72 mmol, 1.5 equiv) were added and the reaction mixture was stirred overnight at room 

temperature.  

DCM was added (20 mL) afterwards and the obtained organic layer was washed with KH2PO4 (10% 

massique). The combined organic layers were dried over anhydrous Na2SO4 and the solvent was 

evaporated under reduced pressure. Purification of the crude by column chromatography 

(cyclohexane/ethyl acetate/acetic acid: 80/20/0.1%) provided the expected compound A (1.73 g, 44%).  
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Figure S67. HR-MS analysis for purified A. Calcd. for [M+H]+: 1029.433, observed mass: 1029.431 
(monoisotopic).  

 

m/z Intensity Relative Theo. 
Mass Delta (ppm) RDB equiv. Composition 

165,0696 1248012,4 24,47     

243,1161 5099771,5 100     

247,0562 1546787,1 30,33     

1029,431 3727155,5 73,08 1029,433 -2,17 35,5 C66 H65 O5 N2 S2 
1030,434 2366470,3 46,4 1030,435 -1 35,5 C66 H64 O8 N S 
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Figure S68. 1H NMR (300 MHz) spectrum for compound A (CDCl3, 291 K). δ 7.75 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 
7.58 (s, 2H), 7.47 – 7.03 (m, 35H), 5.69 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 4.50 – 4.23 (m, 3H), 4.16 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 
3.20 – 2.99 (m, 2H), 2.89 – 2.66 (m, 1H), 2.61 – 2.45 (m, 1H), 2.43 – 2.11 (m, 6H), 1.95 – 1.75 (m, 1H), 
1.75 – 1.55 (m, 1H), 1.42 (s, 9H). 

 

Figure S69. 13C JMOD (75 MHz) spectrum for compound A (CDCl3, 291 K). δ 172.10 (s), 171.63 (s), 
155.85 (s), 144.61 (s), 144.45 (s), 144.01 (s), 143.83 (s), 141.28 (s), 129.56 (s), 127.97 (d, J = 2.8 Hz), 
127.69 (s), 127.07 (s), 126.77 (d, J = 5.7 Hz), 125.24 (s), 119.96 (s), 80.62 (s), 66.85 (d, J = 18.4 Hz), 50.07 
(s), 47.13 (s), 47.13 (s), 45.35 (s), 30.72 (d, J = 15.5 Hz), 29.43 (s), 28.10 (s), 26.82 (d, J = 15.5 Hz), 20.63 
(s). 
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Figure S70. 1H-1H COSY spectrum for compound A (CDCl3, 291 K). 

 

Figure S71. 1H-13C HSQC spectrum for compound A (CDCl3, 291 K). 
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1.2 Synthesis of tert-butyl 5-(1,2,5-dithiazepan-5-yl)-4-(9H-fluoren-9-

ylmethoxycarbonylamino)-5-oxo-pentanoate B 

Compound A (695 mg, 0.657 mmol, 1 equiv) was dissolved in DCM (10 mL), I2 (688 mg, 2.7 mmol, 4 

equiv) and NaHCO3 (234 mg, 2.7 mmol, 4 equiv) were dissolved separately in DCM (25 mL for each). 

The three solutions were combined and the reaction mixture was stirred during 1 h. 

Afterwards, Na2S2O3 (3 M) was added until decoloration to quench I2. Water (15 mL) and DCM (10 mL) 

were added. The obtained aqueous layer was extracted with DCM (3 × 10 mL). The combined organic 

layers were dried over anhydrous Na2SO4 and the solvent was evaporated under reduced pressure. 

Purification of the crude by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 95:5) provided the 

desired product B (249 mg, 68%).  

 

m/z Intensity Relative Theo. Mass Delta (ppm) RDB 
equiv. Composition 

247,05618 5692899 10,6 247,05695 -3,09 3,5 C9 H15 O2 N2 S2 
543,19635 53730064 100 543,19819 -3,39 12,5 C28 H35 O5 N2 S2 

1085,38428 4070724 100 1085,3891 -4,45 24,5 C56 H69 O10 N4 S4 

Figure S71. HR-MS analysis for purified B. Calcd. for [M+H]+: 543.198, observed mass: 543.196 
(monoisotopic).  
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Figure S73. 1H NMR (300 MHz) spectrum for compound B (CDCl3, 291 K). δ 7.76 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 
7.59 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 7.49 – 7.23 (m, 4H), 7.23 – 7.09 (m, 1H), 5.57 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 4.76 – 4.55 (m, 
1H), 4.37 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 4.22 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 4.15 – 3.72 (m, 4H), 3.18 – 2.92 (m, 4H), 2.46 – 2.22 
(m, 2H), 2.17 – 1.94 (m, 1H), 1.90 – 1.72 (m, 1H), 1.72 – 1.60 (m, 1H), 1.45 (s, 9H), 1.35 – 1.18 (m, 1H). 

 

Figure S74. 13C JMOD (75 MHz) spectrum for compound B (CDCl3, 291 K). δ 172.30 (d, J = 8.5 Hz), 
156.15 (s), 143.82 (d, J = 15.5 Hz), 141.30 (s), 129.28 (s), 127.73 (s), 127.09 (s), 125.14 (s), 119.99 (s), 
80.64 (d, J = 22.6 Hz), 67.05 (s), 52.22 (s), 50.50 (s), 49.93 (s), 47.13 (s), 39.51 (s), 35.24 (s), 30.63 (s), 
28.67 (s), 28.09 (s). 
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Figure S75. 1H-1H COSY spectrum for compound B (CDCl3, 291 K). 

 

Figure S76. 1H-13C HSQC spectrum for compound B (CDCl3, 291 K). 
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1.3 Synthesis of 5-(1,2,5-dithiazepan-5-yl)-4-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-

5-oxo-pentanoic acid : Fmoc-Glu-SEAoff 

Compound B (700 mg, 1.3 mmol, 1 equiv) was deprotected using TFA/H2O/DMS: 95/2.5/2.5 by vol for 

30 min (5 mL). TFA was evaporated under reduced pressure and water (20 mL) was added. The 

obtained aqueous layer was extracted with DCM (3 × 30 mL). The combined organic layers were dried 

over anhydrous Na2SO4 and the solvent was evaporated under reduced pressure. Fmoc-Glu-SEAoff was 

obtained without further purification step (619 mg, 98%).  

 

m/z Intensity Relative Theo. 
Mass 

Delta 
(ppm) 

RDB 
equiv. Composition 

243,1164 8297674,5 22,03     

247,0563 14740088 39,14     

288,0828 6223051 16,52     

487,1343 37658580 100 487,1356 -2,59 12,5 C24 H27 O5 N2 S2 
973,2602 2057939,3 100 973,2639 -3,84 24,5 C48 H53 O10 N4 S4 

Figure S77. HR-MS analysis for purified Fmoc-Glu-SEAoff. Calcd. for [M+H]+: 487.1135, observed 
mass: 487.134 (monoisotopic).  
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Figure S78. 1H NMR (300 MHz) spectrum for compound Fmoc-Glu-SEAoff (CDCl3, 291 K). δ 7.76 (d, J 
= 7.3 Hz, 2H), 7.59 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 7.49 – 7.23 (m, 4H), 7.23 – 7.09 (m, 1H), 5.57 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 
4.76 – 4.55 (m, 1H), 4.37 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 4.22 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 4.15 – 3.72 (m, 4H), 3.18 – 2.92 (m, 
4H), 2.46 – 2.22 (m, 2H), 2.17 – 1.94 (m, 1H), 1.90 – 1.72 (m, 1H), 1.72 – 1.60 (m, 1H), 1.45 (s, 9H), 1.35 
– 1.18 (m, 1H). 

 

Figure S79. 13C JMOD (75 MHz) spectrum for compound Fmoc-Glu-SEAoff (CDCl3, 291 K). δ 172.30 (d, 
J = 8.5 Hz), 156.15 (s), 143.82 (d, J = 15.5 Hz), 141.30 (s), 129.28 (s), 127.73 (s), 127.09 (s), 125.14 (s), 
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119.99 (s), 80.64 (d, J = 22.6 Hz), 67.05 (s), 52.22 (s), 50.50 (s), 49.93 (s), 47.13 (s), 39.51 (s), 35.24 (s), 
30.63 (s), 28.67 (s), 28.09 (s). 

 

Figure S80. 1H-1H COSY spectrum for compound Fmoc-Glu-SEAoff (CDCl3, 291 K). 
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Figure S81. 1H-13C HSQC spectrum for compound Fmoc-Glu-SEAoff (CDCl3, 291 K). 

 Synthesis of the solid support 

2.1 General procedure for the coupling of the linker on the resin using a ratio 1/3 Fmoc-

Glu-SEAoff and 2/3 Boc-Glu(OtBu)-OH 

Rink amide ChemMatrix LL (278 mg, 0.05 mmol, 0.18 mmol/g) was conditioned in CH2Cl2 (3 x2 min) 

and DMF (3 x 2 min). Fmoc-Glu-SEAoff (16. 22 mg, 0.03 mmol) was dissolved in the minimal volume of 

DCM. Boc-Glu(OtBu)-OH (20.22 mg, 0.06 mmol) and PyBop (52.04 mg, 0.1 mmol, 2 equiv) were 

dissolved in the minimal volume of DMF. The two amino acid solutions were combined and DIEA (34.25 

µL, 0.15 mmol, 3 equiv) was added. The aforementioned solution was agitated at room temperature 

during 1 min and then added to the beads. Then Pybop was added. The resin was agitated during 1 h 

and washed with DMF (3 × 2 min). The coupling step was controlled using the acetaldehyde/chloranil13  

and TNBS14 assays.  

2.2 Determination of Fmoc loading by UV spectrophotometry  

Three samples of the Fmoc-Glu-SEA ChemMatrix resin (3–5 mg for each) were weigh in glass test tubes. 

Piperidine/DMF solution (20 % by vol, 1 mL) were added to each tube. The solutions were agitated for 

10 min at room temperature. The supernatants were transferred to 10 mL volumetric flask. The 
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process was repeated three times and piperidine/DMF solution was added to obtain a final volume (V) 

of 10 mL. The absorbance (Abs) at 290 nm of each solution was immediately measured with a UV 

spectrophotometer. The piperidine/DMF solution was used as the blank. The loading of each sample 

was calculated using the following equation : 

Loading (mmol/g) =  
Abs x V

ε x l
 

With ε = molar extinction coefficient = 4.04 L·mol−1.cm−1 and l = length of optical path = 1 cm. 

The mean of the three values obtained for the three samples give the loading of the resin. 

2.3 Deprotection and acetylation  

The resin was conditioned in DMF (3 x 2 min). The Nα-Fmoc protecting group was deprotected using 

20 % piperidine solution in DMF (2 x 2 min). The resin was then treated with Ac2O/DIEA/CH2Cl2: 10/5/85 

by volume (1 × 1 min then 1 x 10 min) to cap the Nα amine. Finally, the resin was washed with DMF (3 

× 2 min), DCM (3 x 2 min) and Et2O (3 x 2 min) and dried in vacuo. 
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A statistical view of protein chemical synthesis using NCL and extended 
methodologies 

Vangelis Agouridas*a, Ouafâa El Mahdib, Marine Cargoëta and Oleg Melnyk*a 
a Univ. Lille, CNRS, Institut Pasteur de Lille, UMR 8161 - M3T – Mechanisms of Tumorigenesis and Target Therapies, F-59000 Lille, France. 
b Université Sidi Mohamed Ben Abdellah, Morocco. 
 
Native chemical ligation and extended methodologies are the most popular chemoselective reactions for protein chemical synthesis. Their combination 
with desulfurization techniques can give access to small or challenging proteins that are exploited in a large variety of research areas. In this report, we 
have conducted a statistical review of their use for protein chemical synthesis in order to provide a flavor of the recent trends and identify the most popular 
chemical tools used by protein chemists. To this end, a Protein Chemical Synthesis (PCS) database (http://pcs-db.fr) was created by collecting a set of 
relevant data from more than 450 publications covering the period 1994-2017. A preliminary account of what this database tells us is presented in this 
report. 

 
1. Introduction 

Proteins can be synthesized from short unprotected peptide 
segments by performing chemoselective peptide bond forming 
reactions in water.1 Among the few chemoselective peptide bond 
forming reactions that have been designed so far,2-6 the native 
chemical ligation (NCL) is certainly the most popular ligation 
technique in the field.7 NCL involves the chemoselective reaction 
of a C-terminal peptide thioester with an N-terminal cysteinyl 
(Cys) peptide in water at neutral pH. The reaction produces a 
native peptide bond to cysteine, and has been extended to the 
synthesis of peptide bonds to selenocysteine.8-11 The low 
frequency of Cys residues in proteins has stimulated the 
development of novel chemistries for extending NCL to the 
formation of nearly all types of peptide junctions. This has been 
achieved through desulfurization12,13 or deselenization14 of thiol or 
selenol derivatives of amino acids, and by the design of various 
thiol auxiliary approaches.15,16  

In parallel with these developments, several groups have 
reported novel thioester surrogates aimed at facilitating the 
production of C-terminal thioesters and thus the assembly of the 
target proteins. In this respect, the usefulness of N-acyl-
benzimidazolinone (Nbz)17,18 or hydrazide19,20 methods is 
noteworthy. Another significant advance in the field of protein 
chemical synthesis is the recent design of several O,S, N,S or  

N,Se-acyl shift systems which can act as thioester surrogates in  

situ (for recent reviews see21,22). The combination of some of these 
systems with NCL has been shown to significantly facilitate the 
assembly of challenging proteins.  

                                                           
* Corresponding author. Tel.: +33-3-20-87-12-14; e-mail: oleg.melnyk@ibl.cnrs.fr 

* Corresponding author. Tel.: +33-3-20-87-15; e-mail: vangelis.agouridas@ibl.cnrs.fr 
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Scheme 1. Principle of native chemical ligation (NCL). 
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Figure 1. Structure of peptide hydrazides and N-peptidyl-
benzimidazolinones used as thioester precursors. 
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Figure 2. Structure of some O,S, N,S and N,Se-acyl shift systems. O,S: 2-
sulfanylethyl esters23-25; 2-mercaptophenyl ester26; N,S: N-alkyl cysteines27,28; 
bis(2-sulfanylethyl)amido4,29; N-sulfanylethylanilides (SEAlide)5,30; N-
(sulfanylethyl)-cysteinamides31; N-Hnb-cysteinamides 32; a-methylcysteine33; 
selenocysteamides34; bis(2-selenylethyl)amides (SeEA)35,36. 
 

More than 20 years after the introduction of NCL, we wanted 
to conduct a statistical review of its use for protein chemical 
synthesis in order to provide a flavor of the recent trends and 
identify the most popular chemical tools used by protein chemists. 
In other words, how are proteins made today? On average, is there 
a significant increase in the size of the proteins made by chemical 
synthesis? What are the main limitations encountered by protein 
chemists? To answer these questions we created the Protein 
Chemical Synthesis (PCS) database by collecting a set of relevant 
data from more than 450 publications covering the period 1994-
2017. We determined the number and size distribution of the 
proteins produced by chemical synthesis per year and the average 
number of ligation steps used to obtain the target protein. We 
estimated the frequency of use of Nbz, hydrazide and O,S, N,S or 
N,Se-acyl shift systems for peptide bond formation. We also 
determined the frequency of use of desulfurization or 
deselenization techniques as well as the frequency of use of 
mercapto or seleno derivatives of proteinogenic amino acids in 
protein synthesis. We also provide the frequency of each amino 
acid at the junctions formed (X-Cys, X-Sec, X-Ala), which can be 
compared to the natural distribution. We also provide useful 
statistics on the occurrence of Cys, Sec and Ala residues in 
proteins, as well as the preferences for the preceding residue X, 
thereby allowing some comparisons to be made.  

These statistics give a precise idea of the importance of protein 
chemical synthesis in fundamental and applied research today, and 
highlight the important challenges that remain to be addressed. 

 

2. Statistical analysis of the UniRef50 protein database 

The UniProt Reference Clusters (UniRef) are comprehensive 
and non-redundant secondary databases computed from clustered 
sets of protein sequences from UniProtKB and UniParc.37-39 With 
about 12,000,000 clusters, the UniRef50 dataset provides an 
extensive sample of proteins from which useful statistics can be 
extracted. We and others used this database to determine the 
occurrences of amino acids and other useful information discussed 
below. 

 

2.1. Occurrence of amino acids 

The occurrence of proteinogenic amino acids in the UniRef50 
database can be seen in Fig. 3a. These data confirm what is often 
mentioned in the literature, namely the low frequency of Cys 
residues in proteins (1.48%). In comparison, the occurrence of Ala 
is 5.7 fold higher (8.42%), making it important in methods that 
enable the formation of X-Ala junctions by combining NCL with 
desulfurization or deselenization reactions. Also unsurprising is 
the very low frequency of Sec residues in proteins (1.19 E-5%). 
The human genome encodes only 25 selenoproteins, which are 
also rare in all other living organisms.40  

What is less discussed and worth considering is how these 
frequencies vary as a function of protein size. Variation in the 
occurrence of Cys and Ala residues as a function of protein size 
was determined by Carugo using the UniRef50 database (Fig. 4).41 
This analysis shows that the chance of finding a Cys residue in a 
protein decreases with increasing protein size. The frequency of 
Cys in small proteins comprising 50 amino acids is 2.25% and 
drops to ~1.45% for proteins of 200 amino acids. Interestingly, the 
opposite is observed for Ala (Fig. 4b). The frequency of Ala in 
small proteins (50 AA) is ~6.8% and increases rapidly to reach a 
plateau at ~8.75% in proteins of 100 aa or more.  

It is also interesting to compare the occurrence of amino acids 
involved in a peptide bond with Cys (X-Cys, Fig. 3b), Ala (X-Ala, 
Fig. 3c) or Sec (X-Sec, Fig. 3d) to the global frequencies (X-Y, Y 
any amino acid). For X-Cys pairs, there is a good correlation 
between global frequencies and occurrence for X when bound to 
Cys. Cys is an exception to this rule since Cys-Cys pairs are clearly 
more frequent than expected from global frequencies. The Cys 
residue is shown in red in Fig. 3b to highlight this fact. A similar 
picture can be drawn for X-Ala pairs (Fig. 3c). While the 
occurrence of most amino acids in X-Ala pairs is very close to the 
general frequencies, Ala is clearly overrepresented by +41%. As 
seen for Cys-Cys pairs, the occurrence of Ala-Ala pairs is more 
than expected from global frequencies. 

Sec is obviously a case apart, since most of the X-Sec 
frequencies deviate significantly from global frequencies (Fig. 
3D). The most striking feature of X-Sec pairs is the 
overrepresentation of Gly (+227%), Ser (81%), Thr (125%) and 
Cys (+297%) residues.  

.
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Figure 3. Statistics from the UniRef50 database. A) Occurrence of amino acids globally or when involved in a peptide bond with Cys, Ala or Sec. B-D) The 
occurrence of amino acids linked to Cys, Ala or Sec is compared with the global occurrence of amino acids; B) X-Cys, C) X-Ala and D) X-Sec. Amino acids shown 
in red show an occurrence significantly different from the global occurrence. 
 

Xaa n(Xaa) %Xaa
%X-C 
junct.

%X-A 
junct.

%X-U 
junct.

L 590 199 502 9.56 9.78 9.91 8.58
A 519 391 865 8.42 7.66 11.85 5.04
S 472 694 722 7.66 7.85 7.09 13.90
G 411 820 245 6.67 6.71 6.51 21.80
V 397 550 440 6.44 6.84 6.74 3.95
E 383 106 411 6.21 5.27 6.06 1.50
R 359 908 294 5.83 5.99 5.58 2.45
T 354 730 695 5.75 5.57 6.02 12.94
D 337 609 552 5.47 5.08 5.38 1.23
I 336 522 417 5.45 5.90 5.12 3.13
K 322 405 900 5.22 4.74 4.40 1.63
P 313 692 973 5.08 4.28 5.57 3.13
N 260 864 503 4.23 4.24 3.49 0.82
Q 247 594 944 4.01 3.62 3.88 3.68
F 238 457 477 3.86 4.53 3.41 2.04
Y 181 662 060 2.94 3.41 2.43 3.54
H 139 771 643 2.26 2.77 2.01 1.23
M 134 555 500 2.18 1.89 2.26 1.23
C 91 146 855 1.48 2.49 1.23 5.86
W 78 259 792 1.27 1.37 1.08 2.18
U 734 1.19E-05 1.76E-05 9.05E-06 1.36E-01
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Figure 4. Occurrence of Cys (a) or Ala (b) as a function of protein size 
(data reproduced from Carugo41). 

 

 

2.2. The protein chemical synthesis database 

The protein chemical synthesis (PCS) database was created by 
collecting a set of data from approximately 450 unique references 
in the literature published over the period 1994-February 2017. We 
considered only reports describing the total synthesis of peptides 
or proteins of biological significance, and excluded from the 
database reports describing the synthesis of model peptides, 
polymers, hybrid materials, etc. Here, we have considered only the 
proteins produced by NCL and extended methodologies. By 
extended methodologies we mean the methods for which the 
thioester segment is substituted by a thioester surrogate 
(selenoester, hydrazide, Nbz, O,S, N,S, and N,Se acyl shift 
systems), or for which the Cys segment is substituted by a thiol or 
selenol amino acid residue (thiol-based auxiliaries linked to the a-
amino group, mercapto or seleno amino acid surrogates). Some 
proteins produced using EPL were also included. Other ligation 
techniques such as serine/threonine ligation (STL)6 or alpha-
ketoacid-hydroxylamine (KAHA) ligation3 will be included in the 
future. The PCS database will be updated regularly, and can be 
consulted through a dedicated website (http://pcs-db.fr). 

The name, date of publication, length and origin of more than 600 
peptide/proteins and analogs prepared by total chemical synthesis 
or semisynthetic approaches were collected. Importantly, details 
about the synthetic design, such as the type of ligation chemistry 
used, nature of the junctions formed, use of amino acid surrogates 
or thiol auxiliaries and/or use of dechalcogenation reactions were 
compiled. For statistics regarding the nature of junction residues 
or the type of ligation used, semisynthetic methods using EPL 
were taken into consideration but were excluded from the sample 
for information about protein length. In addition, the database 
contains some information regarding the nature of target proteins, 
for example if they are post-translationally modified (by 
acetylation, phosphorylation, methylation, ubiquitination or a 
ubiquitin-like modifier, cyclization, etc.). The PCS database 
establishes a broad overview of the use of native chemical and 
extended methodologies for protein synthesis and the type of 
targets pursued by protein chemists.  

 

2.3. The size of proteins produced by chemical synthesis 

The first interesting information that can be gathered from the 
PCS database is the size of the proteins produced by NCL or 
extended methodologies as a function of the year of publication 
from 1994 to 2017 (Fig. 5A). This figure gives the mean or median 
size, the first and third quartiles, minimum and maximum. For 
some years, the statistical analysis generates outliers that are 
shown as open circles in Fig. 5. The sizes of these proteins are 
exceptional in relation to the other syntheses carried out the same 
year. The current year is a case apart due to the limited number of 
entries, but has nevertheless been included in Fig. 5.  

An important conclusion that can be drawn from Fig. 5 is that the 
mean or median size of the proteins produced by chemical 
synthesis varies little over the period under consideration, and is 
around 80 amino acids. In contrast, the size of the largest proteins 
produced by chemical synthesis increased significantly from 1994 
to 2016 as shown by the increase in Q3 and in the maximum and 
outlier values. These reports represent outstanding achievements, 
and in a sense reflect the progress made in the field, in particular 
the ability of protein chemists to set up and perform complex 
multistep syntheses allowing access to challenging proteins. 
However, although these publications logically have a strong 
impact on the protein chemist community, due to their rarity they 
do not significantly displace the median size in this statistical 
analysis.  

A complementary way to discuss these points is to look at the 
mean number of ligation steps used by protein chemists to produce 
their proteins (Fig. 5B). The majority of the proteins are prepared 
by a single ligation step. Since the median size of synthetic 
proteins is around 80 amino acids, the ligation of two peptide 
segments of 40 amino acids in length meets the majority of needs. 
The synthesis of large peptide segments is possible thanks to the 
dramatic improvements in the SPPS methods used to obtain large 
peptides (for a recent review see Raibaut et al.42). Moreover, for a 
long time the production of long peptide thioesters was a serious 
bottleneck. Today, the protein chemist has an array of efficient 
Boc and Fmoc-SPPS methods at his/her disposal for obtaining 
long peptide thioesters or thioester surrogates such as Nbz, 
hydrazides or some N,S-acyl shift systems, usually making the 
preparation of the peptide segments straightforward. It is also 
interesting to compare the median and mean number of ligation 
steps per protein and per year (Fig. 5B). Before 2010 and with 
some exceptions, the mean and the median were usually close to 
1. For the last 6 years, although the median is equal to 1, the mean 
approaches the value of 2. This means that although the majority 
of the proteins are synthesized by a single ligation step, the 
proportion of publications using two or more ligations has 
increased significantly during the past 6 years. The number of 
outliers has also risen significantly during the same period. 
Overall, these data indicate that the synthesis of small proteins (~ 
80 amino acids, one ligation step) represents an important 
application of NCL and covers many needs. However, the trend is 
clearly toward the use of multistep synthetic schemes for accessing 
larger proteins, starting with the use of three peptide segments that 
are joined by two ligation steps. The fact that a large variety of 
one-pot three peptide segment assembly schemes has been 
designed in the past 6 years supports this view. Indeed, several 
kinetically controlled ligation schemes (KCLs) have been 
developed using O,S-24 or N,S-5,43-46 or N,Se-acyl shift systems.35 
Complementarily, the design of one-pot assembly schemes has 
also been facilitated by the design of several latent thioester47,48 or 
selenoester surrogates35,36 and by Cys protection strategies.49-56 
The mean size of the proteins produced by chemical synthesis 
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increases significantly on going from one to four ligation steps 
(Fig. 5C). In contrast, there is no increase in the size of the proteins 
prepared by chemical synthesis using five rather than four ligation 
steps, and the majority of these are below 200 aa. 

Another important point is that although the median size of the 
proteins prepared by chemical synthesis has not changed 

significantly since the introduction of NCL, the number of proteins 
synthesized per year (or the number of ligations performed per 
year) has increased dramatically since 2010. This is obvious from 
Fig. 6. 

 

 

Figure 5. A) The size of the proteins produced by chemical synthesis plotted against the year of publication. B) Number of ligation steps used to synthesize proteins 
plotted against the year of publication. For years 1998, 2003, 2005, 2008 and 2010-2017, the median equals 1 and is therefore not visible on the graph. C) The size 
of proteins produced by chemical synthesis plotted against the number of ligation steps. The data were analyzed using standard non-parametric statistics. The 
number of proteins synthesized in a given year is shown in Fig. 6. 
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Figure 6. Number of proteins produced by chemical synthesis and included 
in the PCS database as a function of the year of publication. 

 

 

Figure 7. Type of chemistry used for protein chemical synthesis. A) 
Number of ligations carried out using thioesters, Nbz, hydrazide or X,Y-acyl 
shift systems as acyl donors. B) Type of X,Y-acyl shift system used for protein 
chemical synthesis. 

 

2.4. Methods used for protein chemical synthesis 

2.4.1 The acyl donor 

Next, we used the PCS database to extract the information 
regarding the principal methods used for protein chemical 
synthesis. We will first discuss the nature of the acyl donor in the 
ligation. The number of ligations performed using thioester, Nbz, 
hydrazide or X,Y-acyl shift systems as acyl donors is shown in Fig. 
7a. The data show the increased use of Nbz, hydrazide and X,Y-
acyl shift chemistries compared with traditional thioesters since 
2010. In 2016, they represented more than half (54%) of the 
ligations performed for protein chemical synthesis. In the same 
year, the number of ligations carried out using X,Y-acyl shift 

systems and Nbz was similar and represented 11 and 13% of the 
total respectively, while hydrazide chemistry represented 30%. 
The type of X,Y-acyl shift system used in the ligations is detailed 
in Fig. 7b. It is interesting to note that both O,S and N,S-acyl shift 
systems co-existed in the period 2010-2012. However, the O,S-
acyl shift systems are rarely used for protein chemical synthesis 
since 2013. Finally, the design of N,Se-acyl shift systems is clearly 
in its infancy with only two reports, one in 2013 and one in 2016.  

Overall, these data reveal that traditional thioesters are gradually 
being replaced by other acyl donors, primarily the peptide 
hydrazides introduced by Liu and coworkers.19,20 

2.4.2 Desulfurization reactions 

 We further examined the use of Cys desulfurization 
techniques to produce peptide bonds involving alanine. As 
mentioned above, Cys is one of the rarest amino acids in proteins. 
Its occurrence in mammals is 2.26% (in human, bovine and murine 
proteins), while it is only 0.5% in proteins from some members of 
the domain Archaea (0.5%).57 It is important to note that Cys is 
absent from as many as 8% of the human proteins. Moreover, even 
if a protein contains one or several Cys residues, their location is 
not always optimal in relation to the length of the peptide segments 
being prepared or the type of junction required. For this reason, 
setting up an efficient synthetic strategy for a given protein is often 
complex if it relies entirely on Cys residues.  

Fig. 8 makes it possible to compare the number of ligations that 
are followed by a desulfurization step for Cys and thiol amino acid 
derivatives to the number of ligations intended to produce a 
peptide bond with Cys. The data clearly show that 
ligation/desulfurization approaches have gained ground since 
2010. In 2016, the number of ligation/desulfurization steps was far 
larger than the number of ligations that were not combined with a 
desulfurization step.  

 

 

 

Figure 8. Number of thiol amino acids (Cys, thiol amino acid derivatives) 
desulfurized after ligation and number of ligations at Cys without 
desulfurization. 

 

2.4.3 Types of junctions formed 

 The last point discussed in this statistical study concerns 
the type of junctions formed using NCL or related reactions (Fig. 
9). We extracted the type of Xaa-Cys junctions produced during 
the period 1994-2017 from the PCS database and plotted the 
frequencies obtained against the natural abundance. Fig. 9 shows 
a large positive deviation for Gly and Ala residues. Conversely, a 
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group of amino acids shows a marked negative deviation from the 
natural abundance, namely proline, isoleucine, aspartic acid and 
glutamic acid. 

The large deviation for Gly might be due to the large number of 
publications that describe the synthesis of proteins modified by 
ubiquitin or ubiquitin-like modifiers such as small ubiquitin-like 
modifiers (SUMO). These small proteins are actually attached to 
their targets through a Gly-Lys isopeptide bond. The positive 
deviation for Gly and Ala might also be due to the favorable 
kinetic rate observed with these amino acids, while the opposite 
can be inferred for Pro, Ile and Val.58 Finally, C-terminal aspartyl 
and glutamyl thioesters are subject to side-reactions during NCL, 
such as hydrolysis, succinimide, macrolactamization or isopeptide 
bond formation, which can explain the reluctance to assemble 
proteins through these types of junctions.59-63 

 

 

Figure 9. The frequency of Xaa-Cys junctions formed using NCL and 
related reactions plotted against the natural abundance. 

 

3. Conclusion 

The PCS database provides useful information regarding the 
number and type of proteins produced by chemical synthesis, and 
provides a valuable insight into the chemical methods used to 
obtain target proteins. It also highlights the synthetic difficulties 
encountered during syntheses and makes it possible to identify 
important trends in the field. Some of the collected data have not 
been discussed here, such as the type of post-translational 
modifications pursued by protein chemists, the importance of 
peptide or protein cyclization or the frequency of mutating some 
residues for overcoming some synthetic difficulties. The PCS 
database will be updated regularly and discussed in more detail 
in future reports.  
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moselective peptide bond
formation using bis(2-selenylethyl)amido peptide
selenoester surrogates†

Laurent Raibaut,‡a Marine Cargoët,‡a Nathalie Ollivier,a Yun Min Chang,a

Hervé Drobecq,a Emmanuelle Boll,a Rémi Desmet,a Jean-Christophe M. Monbaliu*b

and Oleg Melnyk*a

Given the potential of peptide selenoesters for protein total synthesis and the paucity of methods for the

synthesis of these sensitive peptide derivatives, we sought to explore the usefulness of the bis(2-

selenylethyl)amido (SeEA) group, i.e. the selenium analog of the bis(2-sulfanylethyl)amido (SEA) group,

for accelerating peptide bond formation. A chemoselective exchange process operating in water was

devised for converting SEA peptides into the SeEA ones. Kinetic studies show that SeEA ligation, which

relies on an initial N,Se-acyl shift process, proceeds significantly faster than SEA ligation. This property

enabled the design of a kinetically controlled three peptide segment assembly process based on the

sequential use of SeEA and SEA ligation reactions. The method was validated by the total synthesis of

hepatocyte growth factor K1 (85 AA) and biotinylated NK1 (180 AA) domains.
Introduction

The eld of protein chemical synthesis has ourished
substantially during the last decades to a point where the use of
chemical methods is considered as a useful alternative to
recombinant techniques for accessing small functional protein
domains. Chemical synthesis is especially useful when proteins
having unusual architectures1–6 or well-dened modications at
specic sites are desirable. An application of protein chemical
synthesis which is of utmost importance in biological sciences
is the study of some complex post-translational modications
such as glycosylation,7 ubiquitination8–10 or sumoylation.11,12

Today, synthetic proteins are usually produced by assem-
bling unprotected peptide segments in water. The native
chemical ligation (NCL) is a popular chemoselective amide
bond forming reaction in the eld,13,14 although other ligations
show great promise as well.15–19 The NCL reaction between a C-
terminal peptide thioester and an N-terminal cysteinyl (Cys)
peptide yields a native peptide bond to cysteine. Recently, C-
terminal peptide selenoesters were also shown to be useful
reactants for amide bond formation with the advantage of being
signicantly more reactive than peptide thioesters.20,21
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Unfortunately, the application of peptide selenoesters for
protein synthesis is difficult due to the limited access to these
sensitive peptide derivatives, which were produced up to now
using Boc solid phase peptide synthesis (SPPS) methods.20,22

The powerfulness of the NCL reaction has stimulated the
development of several methods for accessing peptide thio-
esters using the Fmoc SPPS.23 In particular, several N,S-acyl shi
systems relying on the N-(2-sulfanylethyl)amide structure were
shown to rearrange into thioesters in acidic media.24–29 The fact
that N-(2-sulfanylethyl)amides rearrange spontaneously into
thioesters in strong aqueous acids has been noticed in the
1950s by Martin and coworkers30 using N-acetyl-b-mercaptoe-
thylamine as a model system. This property is also shared by the
peptide bond to cysteine.31 In contrast, the capacity of some N-
(2-sulfanylethyl)amides32–35 such as the bis(2-sulfanylethyl)
amido (SEA) group32,36 to rearrange into thioesters in water at
neutral32 or mildly acidic37–39 pH is a recent observation (Scheme
1). The reaction of a SEA peptide with an N-terminal cysteinyl
peptide yields a native peptide bond to cysteine and proceeds
efficiently in the presence of 4-mercaptophenylacetic acid
(MPAA40). The usefulness of the SEA ligation has been demon-
strated by the total synthesis of several functional
proteins.11,12,41–45

Given the promise of peptide selenoester chemistry for
protein total synthesis, we sought to explore the potential of the
bis(2-selenylethyl)amido (SeEA) amido group,46 i.e. the sele-
nium analog of the SEA group (Scheme 1), for accelerating the
chemoselective formation of the peptide bond to Cys. We rst
developed a mild and chemoselective exchange process for
converting SEA peptides into SeEA derivatives in water.
Chem. Sci., 2016, 7, 2657–2665 | 2657
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Scheme 1 Principle of SEA (X ¼ S) and SeEA (X ¼ Se) chemoselective
ligations.

Scheme 3 Preparation of cyclic di or triselenides 7 and 8.
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Importantly, SeEA peptides proved to be more reactive than
classical peptide alkylthioesters and signicantly more reactive
than SEA peptides in model ligation experiments conducted at
neutral pH. This property enabled designing a one-pot kineti-
cally controlled47 three peptide segment assembly process
involving the sequential use of SeEA and SEA ligations.
Synthesis of SeEA peptides

SEA peptides are easily accessible by the Fmoc SPPS using SEA
polystyrene32,48 or PEG-based resins.11,12 We therefore sought to
convert SEA peptides 1 into SeEA derivatives 5 by using the
exchange reaction shown in Scheme 2, which takes advantage of
the capacity of SEA amide form 1 to equilibrate in water with the
SEA transient thioester form 2.29,32,49 We reasoned that the latter
might participate to a selenol–thioester exchange reaction with
an excess of the bis(2-selenylethyl)amine 3 to produce, aer an
Se,N-acyl shi, the target SeEA peptide 5. Overall, the exchange
process shown in Scheme 2 corresponds to a chemoselective
transamidation reaction36 which is applied to unprotected SEA
peptide segments.

The triuoroacetate salt of cyclic diselenide 7, i.e. 1,2,5-dis-
elenazepane, was envisioned as a good precursor for diselenol
3. Its synthesis has been described elsewhere46 by reducing
metallic selenium with sodium borohydride and reacting the
resulting diselenide dianion Se2

� with bis(2-chloroethyl)amine
hydrochloride 6 (Scheme 3). The reaction yielded also the tri-
uoroacetate salt of triselenide 8, i.e. 1,2,3,6-triselenazocane,
which was isolated and characterized in this work.

The rst attempts to transamidate model peptide 9a with
diselenide 7 in the presence of TCEP yielded only trace amounts
Scheme 2 Conversion of SEA peptides into SeEA derivatives by
transamidation.

2658 | Chem. Sci., 2016, 7, 2657–2665
of the target SeEA peptide 10a (Fig. 1A and B). Instead, we
observed the formation of a compound whose molecular mass
corresponded to peptide 10a minus one selenium atom and to
whom the structure of peptide 11a was assigned on the basis of
the following arguments.

The deselenization of selenocysteine into alanine by TCEP,
which is reminiscent of the desulfurization of thiols by phos-
phites,50,51 is a well-known process which has been noticed as
a serious side-reaction or utilized as a useful synthetic trans-
formation.52–54 However, a similar deselenization process when
Fig. 1 Conversion of SEA peptides into SeEA derivatives by trans-
amidation (A). HPLC of the crude exchange reaction with diselenide 7
(10 equiv) (B), triselenide 8 (10 equiv) (C) or diselenide 7 (10 equiv) plus
metallic selenium (2 equiv) (D). Peptide 9a 10 mM, TCEP 100 mM, pH
5.5, 37 �C, 24 h.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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applied to SeEA peptide 10a would yield a peptide featuring a C-
terminal N-(2-selenylethyl)-N-ethyl amide moiety, whose
molecular weight is 2 units greater to those measured for 11a.
This mode of deselenization can thus be ruled out.

In contrast, the extrusion of selenium from diselenides to
produce selenoethers has received much attention in the past
and is a simple explanation to the formation of peptide 11a
from diselenide 10a.55 Since this free-radical process is cata-
lysed by tertiary phosphines,56 a potential solution to this
problem was to replace TCEP by dithiothreitol (DTT) in the
exchange reaction. However, while DTT is capable of reducing
acyclic diselenides such as selenocystine bonds,57 it is unable to
reduce cyclic diselenide 7.46 This fact imposed the use of TCEP
in the exchange reaction and thus to nd solution for avoiding
the extrusion of selenium. Gratefully, the use of triselenide 8 as
a precursor for diselenol 3 yielded exclusively the target SeEA
peptide 10a (51%, Fig. 1C and Scheme 4). The exchange
procedure using triselenide 8 and TCEP enabled also the
successful preparation of several SeEA peptides in good yield
such as SeEA peptide 10b which features a sterically demanding
valine residue at the C-terminus or the 24 amino acids SeEA
peptide 10c which includes an internal cysteine residue.

The triselenide 8 is reduced in situ by TCEP into diselenol 3
with the concomitant production of the selenophosphine
derived from TCEP, i.e. Se ¼ TCEP, which is indeed
easily detected by LC-MS (see ESI†). We have recently shown
that Se ¼ TCEP can inhibit the free-radical process leading to
the deselenization of Sec by TCEP.58 Therefore, the presence of
Se ¼ TCEP in the exchange mixture might inhibit the formation
of peptide 11a as well. In support of this hypothesis, the
combined use of diselenide 7 and of metallic selenium as an
alternative for the in situ formation of Se ¼ TCEP led to
a signicant decrease in the proportion of peptide 11a in the
exchange mixture and allowed the isolation of 10a in good yield
(10a 56%, Fig. 1D and Scheme 4).§

Interestingly, SeEA peptides could also be prepared from C-
terminal peptide thioesters by using triselenide 8 (12a / 10a
Scheme 4 Synthesis of SeEA peptides. *The Cys residue is temporarily
protected by a tert-butylsulfenyl (tBuS) group in 9c. It is removed
during the exchange process.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
Scheme 4) or diselenide 7 and metallic selenium (29 / 30,
Scheme 6). This exchange reaction is an interesting alternative
for accessing SeEA peptides, since a large variety of synthetic
methods are now available for producing peptide thioesters.23

Note that although SeEA peptides are probably produced in the
exchange mixture in their reduced diselenol form due to the
excess of TCEP, they eluted during analytical or preparative
HPLC only as cyclic diselenides such as 10. This is probably due
to the rapid air oxidation of the diselenols into the corre-
sponding cyclic diselenides during workup.

The last synthetic access to SeEA peptides which is depicted
in Scheme 4 is based on the coupling of diselenide 7 to
a peptide acid using PyBOP/DIEA activation (13d / 10d,
Scheme 4). This method which has been described elsewhere46

is not compatible with peptides featuring functional residues. It
is thus of limited scope in comparison with the exchange
processes discussed above.

To summarize at this stage, the chemoselective exchange of
SEA peptides or peptide thioesters by bis(2-selenylethyl)amine 3
generated in situ by reduction of diselenide 7 or triselenide 8
constitutes a mild access to SeEA peptides. The high stability of
SeEA peptides during the HPLC purication step and upon
storage thanks to their tertiary amide structure is also worth
mentioning.
Kinetic studies

We next determined the kinetic rates of the reaction of SEA
peptides 9a,b, SeEA peptides 10a,b or MPA peptide thioesters
12a,b with Cys peptide 14 (Fig. 2A). The ligations with SeEA
peptides 10a,b were performed in the presence of Se ¼ TCEP to
avoid the deselenization of the SeEA group by TCEP.58 The
fraction ligated was quantied by HPLC (Fig. 2B). The data were
nicely tted to a rst order kinetic law from which the t1/2 were
determined (see the insert in Fig. 2B). Interestingly, the SeEA
peptides proved to be signicantly more reactive than SEA
peptides. For example, the t1/2 for SEA peptide 9a with a C-
terminal alanine residue was 3.3 h, while the t1/2 for the SeEA
analog 10a was 0.24 h only, that is �14 fold lower. Peptide 15a
produced by reacting SeEA peptide 10a with Cys peptide 14 was
isolated by HPLC with a 56% yield. No hydrolysis of the SeEA
peptide nor side-reactions with nucleophilic residues such as
lysine could be detected by LC-MS. Moreover, analysis of
peptide 15a by chiral GC-MS aer total acid hydrolysis showed
a D-Ala content <0.43%.59 Similarly, an�8 fold decrease of the t1/2
was observed for valine as C-terminal residue (SEA peptide 9b t1/2
23 h, SeEA peptide 10b t1/2 2.9 h). Interestingly, SeEA peptides
10a,b were also more reactive than the corresponding MPA
peptide thioesters 12a,b (Fig. 2). Therefore, the observed order of
reactivity at pH 7 was SeEA peptides > MPA peptide thioester[
SEA peptide.

We further performed the experiment depicted in Fig. 3 with
the aim to identify the rate limiting step of the SEA ligation
process, and propose an explanation for the signicant impact
of the S / Se substitution on the reactivity of the bis(2-chal-
cogenoethyl)amido group. The rst experiment corresponds to
a typical SEA ligation process (Fig. 3A, condition A). In these
Chem. Sci., 2016, 7, 2657–2665 | 2659
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Fig. 2 Kinetic rates for the reaction of SEA peptides 9a,b, SeEA
peptides 10a,b or MPA peptide thioesters 12a,b with Cys peptide 14.
The data were fitted to a first order kinetic law (continuous curves). The
half-times (t1/2) of the reactions are indicated in the insert. Peptide
concentration was 3.5 mM.

Fig. 3 SEA ligation without (condition A) or with pre-equilibration of
the SEA amide form into the SEA thioester form (condition B).

Fig. 4 The effect of the pH on the rate of SEA ligation (peptide 9a or
9b 7 mM, peptide 14 10.5 mM, MPAA 200 mM, TCEP 200 mM, 37 �C).
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conditions, the SEA amide dithiol form is the only species
observed for the reduced SEA peptide 9b during ligation. In the
second experiment (Fig. 3A, condition B), the SEA peptide 9b
was rst reduced and incubated at pH 1 and 37 �C for 8 h to
convert the SEA amide form into the SEA thioester form which
represents �90% at equilibrium.29 Then, peptide 14 was added
together with MPAA and the pH was quickly adjusted to 5.5.
Fig. 3B shows the kinetic rate for these two ligation reactions as
determined by HPLC. The data obtained using condition A
obeys to a rst-order kinetic law with a reaction half-life (t1/2) of
27.8 h. In contrast, the kinetic data obtained using condition B
clearly show an initial burst of ligation product 15b formation
followed by a slower phase. The rst phase is due to the rapid
consumption of the SEA thioester form produced during the
pre-equilibration step. However, it is also competitively con-
verted back to the SEA amide form, which is signicantly less
reactive and at the origin of the slower phase. The signicant
increase of the ligation rate which is observed when the SEA
amide form is pre-equilibrated into the SEA thioester form
supports the N,S-acyl shi of the SEA group to be the rate
limiting step of the SEA ligation process.

Another interesting observation is that the rate of SEA liga-
tion is accelerated while the pH is decreased from pH 7.2 to 5.5
(Fig. 4). The signicant increase of the SEA ligation rate upon
acidication, which has also been observed with peptidyl prolyl
SEA peptides38 or with peptides featuring a SEA group on an
aspartic or glutamic side-chain,37 shows that the transfer of
a proton occurs in the transition state of the rate limiting step,
that is the N,S-acyl shi.
2660 | Chem. Sci., 2016, 7, 2657–2665
Preliminary DFT computations using N-formyl Gly-SEA 16a
as a model for SEA peptides revealed that amongst the different
plausible neutral or anionic transitions states which were
identied up to now for the N,S-acyl shi, the anionic and
concerted transition state TSSEA shown in Fig. 5A is by far the
one displaying the lowest barrier of activation. In TSSEA, the
neutral 2-sulfenylethyl limb is involved in an intramolecular
S–H–N interaction. The intramolecular transfer of the thiol
proton to the amide nitrogen in TSSEA is fully consistent with
the experimentally observed pH-dependency of the SEA ligation
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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reaction. The N-protonation of amides is known to weaken the
nN / pC]O* conjugation, to disrupt the amide bond planarity
and thus to increase the electrophilicity of the carbonyl toward
nucleophiles.60 N-protonation is oen used by biocatalysts for
catalyzing biochemical processes such as amide bond isomer-
ization,61 hydrolysis or cleavage.62 The N-protonation of amides
(pKN

a � �7 (ref. 63)), although thermodynamically unfavourable
over O-protonation (pKO

a � 0), can be facilitated within con-
strained systems which favour a hydrogen bond donation to the
amide nitrogen.61

Importantly, the intramolecular N-protonation/nucleophilic
attack mechanism permitted by the presence of two N-mer-
captoethyl groups in close proximity to the amide group might
explain the capacity of the SEA group to act as a good thioester
surrogate at neutral pH,32 in comparison with related N,S-acyl
shi systems which feature only one mercaptoethyl limb such
as N-methyl cysteine25 or N-butyl-N-(2-sulfanylethyl)amido27

thioester surrogates. It also allows proposing an explanation for
the greater reactivity of the SeEA group compared to the SEA
one. Indeed, the pKa of selenols such as selenocysteamine or
selenocysteine (pKa � 5.5 (ref. 64)) are about 3 pKa units lower
than the pKa of the sulfur analogs, cysteamine or cysteine (pKa�
8.2 (ref. 65 and 66)). This difference in pKa, which is reminiscent
of the higher acidity of hydrogen selenide (pKa 3.8) compared to
hydrogen sulde (pKa 7.0), is also found in S(Se)EA models
16a,b those pKa was estimated using ACD/Labs soware
(Fig. 5B).67 Therefore, the intramolecular protonation of the
amide nitrogen and thus the activation of the amide carbonyl
might be more pronounced for SeEA peptides. Moreover, the
SEA group is mostly present at neutral pH as the dithiol form,
Fig. 5 (A) Hypothetical anionic transition state structure for the
intramolecular N-to-S acyl transfer of the SEA group. (B) pKas for the
SEA thiol or SeEA selenol groups were estimated using ACS/Labs
software.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
i.e. the productive monoanionic species of type 16a (Fig. 5A)
represents less than 1% of the total. In contrast, the mono-
anionic species for the SeEA analog is signicantly more
populated (�7%). Thus, the higher acidity of selenols relative to
thiols might contribute to the higher reactivity of the SeEA
group by both increasing the concentration of the productive
monoanionic species and lowering the barrier of activation for
the N,Se-acyl shi. DFT computations aiming at identifying the
transition states for the N,Se-acyl shi are in progress and will
be reported in due course.

Kinetically controlled ligation using SEA and SeEA latent
thio(seleno)ester peptides

The availability of fast and slow reacting thioester functional-
ities or thioester surrogates can be useful for designing kineti-
cally controlled ligations (KCLs), which involve an NCL reaction
between a Cys peptide and a fast reacting thioester in the
presence of a slow reacting one. The eld has been pioneered by
Kent and coworkers who reacted a peptide arylthioester in the
presence of a peptide alkylthioester.47 Later on, other KCLs have
been developed using O,S-68 or N,S-acyl shi systems.33,38,44,69,70

Here we show that SeEA ligation can be performed in the
presence of a SEA moiety thanks to the large difference of
reactivity between SeEA and SEA groups towards Cys peptides.
In particular, the sequential use of SeEA and SEA ligations
enabled to develop the three peptide segment assembly method
depicted in Scheme 5.

The reduction of the SeEA peptide segment 10c (or 10d)
required the presence of TCEP at the rst stage of the process.
Here again, Se ¼ TCEP (80 mM) proved to be a useful additive
Scheme 5 Kinetically controlled ligation using sequential SeEA and
SEA ligations.

Chem. Sci., 2016, 7, 2657–2665 | 2661
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for minimizing the deselenization of the SeEA group by TCEP.
Once the SeEA ligation was complete, the addition of the Cys
peptide 21 (or 22) trigged the SEA ligation step and the forma-
tion of the target polypeptide. The assembly of the model
peptide segments 10d, 19 and 22 involved the formation of two
Gly–Cys junctions and yielded the 26 amino acids peptide 23d
(27% overall aer HPLC purication). The method was also
applied to the synthesis of the 85 amino acids Kringle 1 domain
(K1) of hepatocyte growth factor/scatter factor (HGF/SF).42,71

This example involved the assembly of peptide segments 10c
(HGF/SF 125–148), 18 (HGF/SF 149–176) and 21 (HGF/SF 177–
209) through the sequential formation of Lys–Cys and Tyr–Cys
junctions. Fig. 6 highlights the efficiency of the one-pot process
which yielded the K1 polypeptide 23c with 21% overall yield
aer HPLC purication. The K1 polypeptide produced in this
work using the SeEA/SEA KCL method was found to be identical
by LC-MS to a sample obtained by another route (see ESI†).42

Synthesis of large SeEA peptides and total synthesis of
biotinylated NK1 domain of hepatocyte growth factor

So far, KCL methods were used for accessing proteins
composed of less than 100 amino acids. One reason for this is
the difficulty in accessing large peptide segments (>50 AA)
equipped with a reactive C-terminal thio or selenoester group.
Usually, large peptides are prepared by coupling
Fig. 6 Monitoring of the one-pot assembly of K1 polypeptide using HPLC
each). (B) SeEA ligation step after 30 h. The peakmarked by an asterisk cor
h after the addition of Cys peptide 21. For (A–C), the analysis were run on a
by vol) containing 0.1% TFA) in eluent A (water containing 0.1% TFA) to 100
K1 polypeptide. The analysis was run on a C18 Xbridge column using the

2662 | Chem. Sci., 2016, 7, 2657–2665
chemoselectively several unprotected peptide segments
together. However, such processes are hardly compatible with
the presence of highly reactive functional groups such as sele-
noesters. A potential solution to this problem is to introduce the
selenoester moiety aer the chain assembly.

An appealing alternative is to use a latent selenoester during
the assembly of the peptide. With such a strategy, the formation
of side-products during the assembly of the latent selenoester is
minimized, while the KCL process can be triggered in a subse-
quent step when needed.

In a previous communication we showed that the SeEA
group is compatible with the NCL and SEA ligations in the
presence of reducing thiols such as MPAA or DTT.46 We show
here that the sequential use of NCL and SEA ligations in a one-
pot process permitted the synthesis of the 118 amino acids SeEA
peptide 31 as illustrated in Scheme 6 (21% based on 26, one-pot
process III). Peptide 31 corresponds to HGF 31–148 and was
assembled using MPA thioester peptide 26, SEA peptide 27 and
SeEA peptide 30.

Peptide 26 was produced using one-pot process I by ligating
MPA thioester 24 with SEA peptide 25 at pH 7 in the presence of
MPAA, followed by the in situ exchange of the SEA group by MPA
(46% for the two steps). SEA peptide 27 was obtained by stan-
dard Fmoc SPPS starting from SEA polystyrene resin.32,48 The
third segment, i.e. SeEA peptide 30, was produced starting from
. (A) Few minutes after dissolving peptide segments 10c and 18 (4 mM
responds to the partial cyclization of peptide 18. (C) SEA ligation step 72
C3 Zorbax columnwith a linear gradient of 0% eluent B (ACN/H2O (4/1
% eluent B in eluent A over 30min, UV detection at 214 nm. (D) Purified
above conditions.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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Scheme 6 Total synthesis of SeEA peptide 31 by a sequential NCL/SEA
ligation process (118 amino acids, one-pot process III) and of NK1-B
protein by a SeEA/SEA KCL process (180 amino acids, one-pot process IV).

Fig. 7 Characterization of NK1-B protein. (A) LC analysis of NK1-B. (A)
LC trace, eluent A 0.10% formic acid (FA) in water, eluent B 0.10% FA in
CH3CN/water: 4/1 by vol. C3 Zorbax 300SB 3.5 mm (4.6 � 150 mm)
column, gradient 0–100% B in 30 min (1 mL min�1, detection 215 nm).
(B) ESI MS high resolution spectrum. (C) Deconvoluted spectrum and
comparison with the theoretical profile.
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MPA thioester 29 using one-pot process II. One-pot process II
involved rst the introduction of the SeEA group by treatment
with diselenide 7, metallic selenium and TCEP. The second step
allowed the formation of the cyclic diselenide by oxidation with
DMSO, while the N-terminal acetoacetyl group was removed in
the nal step by addition of hydroxylamine.72 The successful
preparation of SeEA peptide 31 set the stage for the assembly of
the biotinylated NK1 domain of HGF (NK1-B), a protein
composed of 180 amino acids (Scheme 6, one-pot process IV).
NK1 protein was modied by a C-terminal biotinylated lysine
residue to allow the development of binding assays in the
future. NK1-B was assembled using the SeEA/SEA KCL method
depicted in Scheme 6 (one-pot process IV), which is almost
identical to the SeEA/SEA KCL discussed above (see Scheme 5).
Gratifyingly, the sequential assembly of SeEA peptide 31, SEA
peptide 18 and Cys peptide 33 furnished successfully NK1-B
polypeptide (32% based on 31, 3.1% based on 24, Fig. 7),
showing the usefulness of S(Se)EA chemistry for accessing
challenging proteins.
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
Conclusions

In conclusion, SeEA peptides are highly stable peptide deriva-
tives which behave as latent selenoesters upon reduction of the
cyclic diselenide. They are easily accessible through the che-
moselective transamidation of SEA peptides or the selenol–
thioester exchange of thioester peptides in water by an excess of
bis(2-selenylethyl)amine. This reagent is formed in situ by
reduction of 1,2,5-diselenazepane or 1,2,3,6-triselenazocane by
TCEP. The presence of Se ¼ TCEP in the exchange mixture
minimizes the extrusion of one selenium atom from SeEA dis-
elenide. SeEA peptides react faster than peptide alkylthioesters
or SEA peptides with cysteinyl peptides. The large difference of
reactivity between SeEA and SEA functionalities enabled
designing a one-pot kinetically controlled three peptide
segment assembly process working in the N-to-C direction. The
method was validated by the total synthesis of hepatocyte
growth factor K1 (85 AA) and biotinylated NK1 (NK1-B, 180 AA)
domains. NK1-B is by far the largest polypeptide produced by
using a KCL process. The synthesis of a latent SeEA selenoester
with a size >100 amino acids and the assembly of a 180 amino
Chem. Sci., 2016, 7, 2657–2665 | 2663
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acids protein by a series of one-pot processes show the great
potential of S(Se)EA chemistries for accessing challenging
proteins.
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