Chapitre 1 : Eléments de biotechnologie

1.2. Peptides synthetiques




Synthese chimique des peptides

Dans cette section nous décrirons la synthese chimique des polypeptides a partir
d’acides aminés.

La possibilité de fabriquer des polypeptides que I'on ne trouve pas dans la nature
offre un intérét biomédical considerable

1. Rechercher les proprietés de polypeptides en faisant varier systématiquement
leurs chaines latéerales.



2. Synthetiser des polypeptides a propriétés uniques, en particulier des polypeptides
ayant des chaines latérales non standard ou avec des radioéléments incorporés
dans des residus spécifigues.

3. Synthétiser des polypeptides pharmacologiguement actifs qui sont tres rares
dans la nature ou qui n'existent pas.

L'une des applications les plus prometteuses de la synthese polypeptidique est la
production de vaccins synthétiques.

Les vaccins, qui sont classiguement constitués de virus « tués » (inactivés) ou
atténués (« vivants » mais mutés afin de ne pas donner de maladie a 'homme)»
stimulent le systeme immunitaire qui synthétise des anticorps diriges spécifiguement
contre ces virus, conférant ainsi I'immunité vis-a-vis d'eux.



L'utilisation de ces vaccins n'est cependant pas sans risque ; les vaccins attenués,
par exemple. peuvent retrouver, suite a une mutation, une forme virulente et des
vaccins constitues de virus (tués) ont. a plusieurs occasions, entrainé la maladie

car ils contenaient des virus « vivants ».

De plus, il est difficile de cultiver des virus en quantité et donc d'en avoir
suffisamment pour la production de vaccins.

De tels problemes seront éliminés si l'on prépare des vaccins a partir de
polypeptides synthétiques qui contiennent les séguences en acides aminés des
determinants antigéniques viraux (groupements moléculaires qui stimulent le
systeme immunitaire pour la synthese d’anticorps dirigés contre eux).

En réalité, plusieurs de ces vaccins synthétiqgues sont déja utilises couramment.



Les premiers polypeptides synthetises chimiguement ne contenaient qu'un seul
type d’acide aminé et pour cette raison on les appelle des homopolypeptides. De
tels composes comme :

la polyglycine, la polvsérine, et la polvlysine sont facilement synthétisés par les
techniques classiques de la chimie des polymeres.

Is ont servi de modeles dans l'étude des proprietés physicochimiques des
polypeptides, comme le comportement conformationnel cl les interactions avec le
milieu agueux.



La premiere synthese chimique d’'un polypeptide biologiguement actif a eté celle
de I'hnormone ocytocine, un nonapeptide (9 résidus d’acide amine) par Vincent du
Vigheaud en 1953 :

| 5—8 |
Gly —Leu—Pro—Cys—Asn—Gln—Ile —Tyr—Cys

Oxytocine

Depuis, des améliorations dans la méthodologie de la synthese de polypeptides
ont permis la synthese de nombreux polypeptides biologiguement actifs et de
plusieurs protéines.



1. Meéethodes de synthese

Les polypeptides sont synthétisés chimiqguement en liant par covalence (couplage)
I'un apres l'autre, les acides aminés a l'extrémité de la chaine polypeptidique en
construction.

Imaginez qu'on synthétise un polypeptide depuis son extremite C-terminale vers
son extréemité N-terminale ; cela signifie que la chaine en formation se termine par
un groupement amine libre.

Imaginez qu'on synthétise un polypeptide depuis son extremite C-terminale vers
son extrémité N-terminale ; cela signifie que la chaine en formation se termine par
un groupement amine libre.



Donc, le groupement a-aminé de chaque acide aminé que |'on veut incorporer a la
chaine doit étre chimiguement protége (bloque) sinon il pourrait reagir avec des
moléecules analogues ainsi qu'avec le groupement aminé N-terminal de la chaine.

Une fois que le nouvel acide aminé a été couplé, son groupement aminé N-
terminal doit étre deprotégé (déblogué) afin que la liaison peptidigue suivante
puisse étre formée. Chaque addition d’acide aminé nécessite donc une étape de
couplage et une étape de deblocage.

De plus, les chaines latéerales réeactives doivent étre bloquées pour eviter qu'elles
ne participent aux réactions de couplage, puis « débloguées » a la fin de la
synthese.



Les premieres syntheses de polypeptides telles que celle de l'ocytocine ont eté
realisees entierement en solution. Les pertes inhérentes a l'isolement et a la
purification du produit de la réaction apres chacune des nombreuses étapes,
expliguent les faibles quantités du polypeptide final obtenues.

Cette difficulté a eté contournée astucieusement par Bruce Merrifield en 1962. par
la mise au point de la synthese en phase solide SPPS.

Selon cette méthode, la chaine polypeptidiqgue en formation est ancrée par
covalence, généralement par son extrémité C-terminal. a un support solide
iInsoluble tel que des billes de résine en polystyrene.



Puis les acides aminés convenablement bloqués et les réactifs sont ajoutés dans
un ordre approprie. Cela permet la récupéeration quantitative et la purification des
produits intermédiaires par simple filtration et lavage des billes.

Lorsque les chaines polypeptidigues sont synthétisees par addition d’acides
amines vers leur extremité N-terminale (sens opposé a celui de la biosynthese
des protéines). le groupement a-aminé de chaque acide aminé ajouté
successivement doit étre protege chimiqguement pendant la réaction de couplage.

A cet effet. on utilise souvent le groupement tert-butyloxyocarbonyl (Boc).

Ou encore le groupement 9-fluorénylmethoxycarbonyl (Fmoc).
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Groupement 9-fluoréylmethoxycarbonyl
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Comme ces deux groupements subissent des réactions analogues, nous ne
parlerons que du groupement Boc.
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1.1. Ancrage de la chaine au support inerte
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La premiere étape de la SPPS | 0 CICH,,
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consiste a coupler |'acide amine LCH, 3,0 —0—C—NH—CH—! | +
C-terminal au support solide. OH r—

Boc-aminoacide inerte
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1.2. Déblocage du groupement amine deRl’AA
L) ()

La résine couplee a I'acide amine est | [
CHMNC—0—C—NH—CH—C—0—CH,

filtrée et lavée. Le groupement amine est 1
alors débloqué par traitement avec un Boc-aminoacide 3
acide anhydre comme l'acide Q
trifluoroacétique. |
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1.3. Couplage des acides amines
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Pendant la synthese peptidique, beaucoup de

chaines latérales doivent étre protegees pour

éviter qu’elles ne réagissent avec le réactif de
couplage.

Bien qu'il existe de nombreux groupements
de blocage, le groupement benzyle est le
plus souvent utilise.
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1.4. Détachement du polypeptide de la resine

La_d(,ernl_ere etape de la SPPS est la 0 R O R, O R, O
libération du polypeptide de son | | | ]
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Le groupement Boc lie a I'extrémité N-
terminale du polypeptide, ainsi que les
groupements benzyle qui protegent :
les chaines latérales, sont aussi —eine

enlevés par ce traitement.



Difficultés et perspectives

Les étapes dont nous venons de tracer les grandes lignes semblent simples,
mais elles ne le sont qu'en apparence. Une des principales difficultés de
I'ensemble du procédé est son faible rendement.

Voyons pour quelles raisons. La synthese d’'une chaine polypeptidique a n
liaisons peptidiques demande, au minimum, 2n étapes réactionnelles - une pour
le couplage et une pour le déblocage de chaque résidu.

Si I'on veut synthétiser un polypeptide de la taille d'une protéine avec un
rendement suffisant, il faut que chague réaction soit pratiguement quantitative
sinon le rendement final sera fortement diminué.



Un probleme annexe se posera une fois le polypeptide synthetique détache : il
devra étre purifié.

Cette étape peut étre difficile en raison d'un nombre non négligeable de
reactions incompletes et/ou de réactions secondaires qui se feront durant la
synthése, d'ou la formation d’une série de composés tres proches du
polypeptide de grande taille.

Cette purification est toutefois grandement facilitée par les technigues de HPLC.

la qualité des composeés intermédiaires et des produits finis peut étre déterminée
facilement par spectrométrie de masse.



En utilisant la SPPS automatisée, MERRILIELD a synthétisé 'hormone
bradykinine (un nonapeptide) avec un rendement de 85 %

Arg-Pro-ProGly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg
Bradykinine

Cependant, ce n'’est qu’en 1988 grace a des progres continus dans I'amélioration
des rendements de réactions (> 99.5 % en moyenne) et dans I'élimination de
réactions secondaires, qu'on a pu synthétiser des polypeptides d'environ 100

résidus de bonne gualite.



Ainsi, Stephen Kent a synthétisé la protease de HIV (99 résidus) [enzyme
iIndispensable a la maturation du virus de lI'immunodéficience humaine (HIV, ou
virus du SIDA)

Avec un tel rendement et une telle purete, qu’apres renaturation (la protéase
s'est repliée pour prendre sa conformation native) elle présentait une activité
biologique totale. De plus, cette protéine synthétique a été cristallisee et sa
structure par rayons X s’est révélée identique a celle de la protéase HIV
naturelle.



Kent a aussi synthétisé la protease HIV a partir de D-amino acides et a vérifié
expérimentalement, pour la premiere fois, qu'une telle protéine présente la
chiralité opposeée a celle de sa contre-partie biologique.

Cette protease de D-amino acides catalyse I'hydrolyse de son polypeptide « cible »
formé de D-aminoacides, mais non celle du polypeptide « cible » formé de L-
aminoacides comme le fait la protéase HIV naturelle.



En dépit de ce qui precede, I'accumulation, sur la résine, de produits derivés, limite a
environ 60 résidus la taille des polypeptides qui peuvent étre synthétisés en routine
par SPPS.

Kent a toutefois permis d’aller plus loin en mettant au point la technique de ligation
chimique native.

Ici, deux peptides sont reunis par liaison peptidique pour donner un polypeptide dont
la longueur peut atteindre 120 résidus.
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Cl ¢y + HN—CH—C

Plusieurs segments peptidiques

. N , CH}
peuvent ainsi étre couplés -

successivement, ce qui permet
d’espérer la synthese chimique
de polypeptides comportant "SR + H°

plusieurs centaines de rérsidus.
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Bien sdr. cette technique exige
gue chaque liaison peptidique
ainsi formeée ait un residu Cys du

coté C-terminal.

La réaction de ligation chimique nat|ve

SH




Le Peptide 1 possede un
groupement C-terminal thioester
(R est un groupement alkylé) et
I'extrémité N-terminale du Peptide
2 eut une Cys.

La réaction, qui se déroule en
solution agueuse a pH 7,
commence par l'attaque

nucléophile du groupement Thiol
du résidu Cys du Peptide 2 sur le
groupement thioester du Peptide
| pour donner, dans un réaction
d'échange de thiols.

H,N
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La réaction de ligation chimique native



un nouveau groupement thioester. Cet intermeédiaire (représenté entre
crochet) subit une attague nucleophile intermoléculaire rapide pour
donner une liaison peptidigue native au site de ligation.



