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Des polymeéres synthétiques bio-inspirés par les protéines
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Abstract

Les protéines sont des polymeéres naturels qui présentent de nombreuses caractéristiques encore inégalées
par leurs homologues synthétiques. En chimie, la voie la plus économique et la plus efficace pour obtenir
des polypeptides est la polymérisation par ouverture de cycle (ROP) d'un monomeére d'acide aminé
N-carboxyanhydride (NCA). Bio-inspirées par les protéines, des approches récentes utilisant cette ROP montrent
gu’une simple copolymérisation de NCA permet de mimer l'activité et la topologie des protéines, que les
polypeptides de synthéese obtenus reproduisent la conformation et 'adaptation des protéines et que la ROP peut
étre mise en ceuvre dans I'eau a l'instar de la traduction des protéines.

Chimie bio-inspirée, acides aminés, polypeptides, polymeéres biomimétiques.

Synthetic polymers bio-inspired by proteins

Proteins are natural building blocks that have many features still unrivaled by their synthetic counterparts.
Interestingly, the mosteconomical and efficient route to polypeptidesis a chemical methodology: the ring-opening
polymerization (ROP) of amino acid N-carboxyanhydride (NCA) monomer. Recent progress shows that a simple
copolymerization of NCA gives access to macromolecules with protein-like activity and topology that reproduce
protein conformation and adaptation, and that ROP can be carried out in water in the same way as protein
translation.

Bioinspired chemistry, amino acids, polypeptides, protein-like polymers.

Keywords
D ans la nature, les protéines fournissent un support
physiologique aux cellules, aux tissus et aux organes,
mais elles participent aussi a une myriade de processus
métaboliques, notamment via la catalyse de réactions biochi-
miques, la régulation de signaux cellulaires et le transport de
molécules. Dans ce contexte, utiliser des protéines pour la
conception de nouveaux médicaments ou bien pour fabriquer
de nouveaux matériaux devient extrémement prometteur
dans de nombreuses applications [1]. En particulier, et pour
promouvoir la durabilité, ce sont des polymeéres de choix,
a la fois dégradables et métabolisables.

Produire des protéines reste encore un défi

Les méthodologies qui utilisent le génie génétique ou la biolo-
gie synthétique sont souvent trés coliteuses et nécessitent un
développement important de plateformes biotechnologiques

spécifiques, ce qui limite encore I'échelle et la portée de ces
voies de préparation [2]. La conception de « protéines synthé-
tiques » via la chimie (synthése de novo) est une approche
alternative qui vise a reproduire, sans la biologie, la structure
peptidique macromoléculaire de ces protéines. Il existe dans
ce contexte deux voies majeures de préparation :

-La reproduction compléte de la séquence primaire qui
repose sur des méthodologies de synthese multi-étapes dites
de couplage itératif — par exemple, la synthése supportée
de Merrifield qui eut le prix Nobel en 1984 (SPPS, figure 1) [3].
Ces méthodes permettent la préparation d'oligoméres a
séquences controlées [4], mais l'utilisation d'un long proces-
sus combinant plusieurs étapes implique également que la
taille des macromolécules est souvent limitée, que la produc-
tion rentable a I'échelle du gramme est souvent un défi, et que
la préparation de nouvelles structures synthétiques nécessite
un schéma de synthése spécifique qui doit étre optimisé [5].
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Figure 1- La préparation de protéines synthétiques peut se faire via la synthése peptidique (couplages itératifs) ou via la polymérisation par ouverture de cycle (ROP) des N-carboxyanhydrides
(NCA). Sur le schéma, les boules en jaune représentent les acides aminés, les plus petites boules d’une autre couleur leurs chaines latérales.
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Figure 2 - Les copolymeres peptidiques peuvent étre des analogues simplifiés des peptides antimicrobiens. Leur syntheése trés simple a mettre en ceuvre permet de combiner plusieurs fonctions,
tout en mettant en ceuvre une ingénierie macromoléculaire permettant de mimer la topologie cyclique des modéles naturels.

Ces trois limitations sont des inconvénients significatifs qui
freinent souvent |'utilisation de la syntheése peptidique a large
échelle, par exemple pour concevoir des matériaux.

- Un procédé plus efficace pour préparer des structures pepti-
diques macromoléculaires via un procédé de polymérisation
en une étape : la polymérisation par ouverture de cycle (ROP,
figure 1) de monomeres N-carboxyanhydrides (NCA) dérivés
d’acides aminés [6]. Les polymeéres peptidiques ou polypep-
tides issus de cette polymérisation sont des macromolécules
plus simples que les protéines naturelles: ce sont des
homopolyméres ou des copolyméres avec des séquences
primaires statistiques, etc. Comparés a d’autres polymeres, les
polypeptides combinent les caractéristiques avantageuses
des macromolécules synthétiques (solubilité, traitement,
élasticité, etc.) avec celles des protéines naturelles (structure
secondaire, fonctionnalité, biocompatibilité, etc.) [7]. Un enjeu
de recherche important pour cette famille de polyméres
consiste a mieux reproduire les propriétés structurales et
fonctionnelles de leurs modéles naturels : les protéines (par
exemple, pour leur conférer des activités thérapeutiques ou
catalytiques spécifiques).

La copolymérisation pour mimer I'activité
et la topologie des peptides naturels

Pour de nombreux systémes vivants, laréponse a une infection
implique la sécrétion de peptides antimicrobiens (AMP). Ces
macromolécules a séquence contrélée ont des structures
chimiques trés diverses et possédent des caractéristiques
structurales clés qui leur conférent leurs propriétés biolo-
giques: la nature des acides aminés qui constituent le
squelette peptidique, I'hydrophobie globale, la charge globale
de la macromolécule, sa topologie, sa structuration, etc. [8]. En
particulier, les peptides antimicrobiens sont souvent cycliques
(c-AMP) : comparés a leurs analogues linéaires, ils présentent
une toxicité plus faible et ciblent plus sélectivement certaines
bactéries.
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C'est dans ce contexte que nous avons mis au point une
méthode de copolymérisation en une étape permettant de
mimer la séquence et la topologie de ces c-AMP. Nous avons
d'abord développé la synthése de différents monoméres
dérivés de la glycine qui sont N-substitués avec des groupe-
ments hydrophobes (figure 2, en rouge) et cationiques
(figure 2, en bleu). Dans une deuxiéme étape, nous avons mis
en ceuvre leur polymérisation par ROP : nos travaux nous ont
permis de révéler une voie d'accés nouvelle a des macromolé-
cules cycliques grace a I'utilisation d’'un amorceur particulier,
le di-amidure de lithium (LiIHMDS). Durant la polymérisation,
ce dernier favorise un mécanisme dans lequel I'amorceur et
les extrémités du polymére sont stabilisés par un méme
complexe grace a I'atome de Li (figure 2). Cette méthodologie
nous a permis de moduler la taille et la composition du
polymére en ajustant la stoechiométrie des monomeéres NCA
et celle du LiHMDS [9].

Dans le cadre d’une collaboration avec I'Institut Pasteur, nous
avons finalement évalué le potentiel antibactérien de nos
copolymeéres sur C. difficile, un agent pathogéne a l'origine de
maladies nosocomiales tres graves, surtout chez les personnes
agées. Une étude approfondie des relations structure/activité
a été réalisée en modulant certains parameétres macromolécu-
laires : contenu hydrophobe, nature du monomeére (chaines
latérales hydrophobes et cationiques), degré de polymérisa-
tion, etc. Cette étude nous a permis de définir des pharmaco-
phores macromoléculaires permettant de tuer sélectivement
cette bactérie [9]. Un brevet a été déposé et nous développons
en ce moment cette approche avec un partenaire industriel
dans la perspective de valoriser les résultats de nos travaux
[10].

Avec cette approche de copolymérisation, I'intérét est le fait
qu’une simple copolymérisation nous permet de mimer
I'activité biologique normalement associée a la topologie et
a la séquence primaire complexes de protéines/peptides
naturels, ici les c-AMP. Cette simplification dans la conception
ouvre de nombreuses perspectives comme le fait de produire
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Figure 3 - Les polypeptides sont des analogues simplifiés des protéines quireproduisent leurs structurations naturelles. Ici, deux exemples représentatifs de structuration : I'hélice o, conformation
stabilisée par des liaisons hydrogenes intramoléculaires, et le feuillet 3, une conformation stabilisée par des liaisons hydrogenes intermoléculaires.
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Figure 4- Les nucléopolypeptides sont des analogues simplifiés des nucléoprotéines (ex. leucine zipper). Ce sont des polyméres préparés en deux étapes simples : polymérisation (ROP) et cycload-
dition de Huisgen (click). En présence de certaines séquences d’ADN, ces polymeéres peuvent adapter leurs structures pour mieux interagir avec des adénosines, une interaction qui a été étudiée
en solution et a la surface de nanomatériaux.

beaucoup plus facilement des structures peptidiques d’intérét  Grace a leurs structurations, les polyméres peptidiques sont
pour l'infectiologie (traitement oral, etc.). des candidats idéaux pour imiter les systemes protéiques
adaptatifs qui subissent des changements conformationnels
en réponse a divers stimuli externes (température, pH, etc.).
Nous avons démontré que des stimuli biologiquement perti-
nents tels que le pH, les changements redox ou encore la
Les polymeéres peptidiques sont plus simples que les complexation a des métaux permettent de déclencher une
protéines: un ou plusieurs acides aminés sont répétés transition conformationnelle réversible de ces polyméres,
plusieurs fois dans une séquence primaire qui n'est pas comme on peut |'observer dans la nature avec les métallopro-
controélée. Malgré cela, les polymeres peptidiques conservent  téines [12].

la propriété de former des structures secondaires, des blocs  Nous avons aussi développé une nouvelle classe de polypep-
rigides stabilisés localement par des liaisons hydrogenes tides intelligents, appelés nucléopolypeptides, qui sont des
aboutissant a une conformation privilégiée [7]. Historique- analogues des nucléoprotéines, des protéines qui intéragis-
ment, les polymeres peptidiques ont ainsi servi de modéles  sent spécifiquement avec les acides nucléiques dans le noyau
pour éluder la structure des protéines: les structurations cellulaire des systéemes vivants [13]. Nos polymeéres ont des
secondaires en hélice a et en feuillet  qui ont été découvertes chaines latérales fonctionnalisées avec des nucléobases de
par Pauling et Corey a I'Institut de technologie de Californie facon a promouvoir un appariement spécifique avec les
en 1951, deux ans avant la résolution de la structure de 'ADN  chaines latérales de I'ADN (figure 4). En présence de certaines
par Watson et Crick (figure 3) [11]. séquences d'ADN, l'adaptation conformationnelle de nos

Les polymeéres peptidiques pour mimer
la conformation et I'adaptation des protéines
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Figure 5 - Les polyméres synthétiques constitués d'unités monomeres de L-proline présentent
une agrégation dans |'eau induite par la température avec une hystérese sans précédent. Ce
comportement semblable a celui de certaines protéines est robuste et est régi par la chiralité
des unités de proline. Il ouvre la voie a de nouveaux procédés/matériaux qui seront pilotés
par de simples changements de température ou de force ionique.

polymeéres permet d'optimiser leur interaction avec les nucléo-
bases, une propriété peu commune en dehors des systéemes
protéiques.

La polymérisation des NCA dans l'eau :
une traduction simplifiée pour préparer
des polypeptides

Former efficacement des liaisons peptidiques en milieu
aqueux reste encore un défi pour la chimie de synthese, alors
que la traduction des protéines est un processus biologique
aqueux tres performant [14]. La réactivité particuliére des NCA
dérivés d’acides aminés dans cette méme phase aqueuse, si
I'on sait controler leur hydrolyse, permet de simplifier la
traduction des protéines par une simple réaction de polyméri-
sation dans l'eau. En suivant ce principe, nous avons par
exemple développé la ROP des NCA en adaptant les procédés
dits PISA (polymérisation induite par auto-assemblage) a
I'obtention de polypeptides amphiphiles [15]. Ce procédé,
appelé ROPISA, permet la formation de copolymeéres a blocs
en phase aqueuse possédant une partie hydrophile et une
autre hydrophobe qui forment des nanostructures qui ont la
particularité d'étre non sphériques (anisotropes). Cela signifie
que leurs propriétés, par exemple optiques, changent selon
leur orientation collective, ce qui est rarement observé avec
des nanoparticules de polymére. Un brevet a été déposé
et nous avons établi que la structuration secondaire des
polymeéres peptidiques est a l'origine de l'efficacité du
procédé, ainsi que de la forme spécifique des nano-objets [16].
Trés récemment, en étudiant la polymérisation dans I'eau
d'un monomere spécifique, la proline NCA - dans ce cas
sans auto-assemblage -, nous avons aussi découvert que la
conformation des polypeptides donnait lieu a une sensibilité
thermique originale grace a la phase aqueuse. Les macro-
molécules que nous avons synthétisées gardent la mémoire
de leur agrégation (figure 5), une propriété pour l'instant
observée en biologie avec des systémes protéiques plus
complexes (protéines dérivées de I'élastine par exemple),
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mais qu'il était difficile de reproduire avec des polymeres
de synthese, obtenus par exemple par chimie radicalaire
(PNIPAM). L'utilisation de ce phénoméne d’hystérése pourrait
permettre de concevoir de nouveaux procédés/matériaux
pouvant tirer profit de cet effet mémoire [17].

Ces quelques exemples représentatifs montrent comment les
polymeéres synthétiques a base d’acides aminés représentent
une classe unique de macromolécules biomimétiques car : ils
présentent le méme squelette macromoléculaire que les
protéines ; ils peuvent étre obtenus a grande échelle (g, kg) et
en une seule étape en utilisant la méthodologie de polyméri-
sation par ouverture de cycle; la combinaison aléatoire des
acides aminés permet de reproduire certaines propriétés des
protéines que l'on attribue a leurs séquences controlées; la
polymérisation est un moyen simple d'accéder a des topolo-
gies complexes (non linéaires : cycliques, branchées, etc.) ; et
ils peuvent se replier en différentes structures secondaires
comme le font les protéines, ce qui leur donne des propriétés
physico-chimiques originales.
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