chémobiologie

Des protéines de synthése taillées sur mesure

pour investiguer le vivant

Résumé

La montée en puissance de la synthése chimique de protéines alliée a la diversité moléculaire offerte par la chimie

organique en fait un outil inédit pour décrypter des phénomeénes biologiques et, au-dela, pour accéder a une large
palette de propriétés. Cet article décrit un état des lieux de ce domaine illustré par des réalisations récentes
d’équipes francaises ainsi qu’une mise en perspective discutant les prochains verrous a lever.

epuis la synthése des premiers dipeptides par Curtius et

Fischer [1], les protéines ont constitué un objectif fascinant
pour des générations de chimistes. Cinquante ans de dévelop-
pements méthodologiques ont été nécessaires pour aboutir
en 1954 a la synthése d'une hormone bioactive de neuf acides
aminés, l'ocytocine [2] (figure 7). En 1971, la syntheése d’'une
enzyme, la ribonucléase A (124 acides aminés), a été réalisée
par Merrifield [3] en enchainant 248 réactions sur un support
insoluble. Ce tour de force a démontré la grande efficacité
de la synthése de peptides en phase solide (SPPS), qui est
aujourd’hui un outil classique pour la synthése automatisée
de peptides composés de quelques dizaines d’acides aminés.
Le dernier jalon marquant de cette épopée scientifique est
Iinvention du concept de «ligation chimique native », pour
lequel des réactions chimiques sélectives sont mises en ceuvre
pour coupler des segments non protégés obtenus par SPPS
ou biotechnologie.
La « native chemical ligation » (NCL) [4-5], découverte il y a
vingt-cing ans, reste de loin la réaction la plus utilisée pour
la synthése de protéines [6]. Elle est basée sur une réaction
de trans-thioestérification entre un résidu cystéine N-terminal
d'un peptide (rouge) avec un thioester C-terminal d'un autre
peptide (bleu), suivi d'un réarrangement (transfert d'acyle
intramoléculaire) pour obtenir la liaison amide native
(figure 2A). Elle a permis l'accés a des cibles de plus de
300 acides aminés [7] et a ouvert une voie inédite pour la
synthése parfaitement controlée de protéines natives, ou
modifiées spécifiquement au niveau de leur squelette ou de
certaines chaines latérales. En ce sens, I'approche « chimique »

de la synthese de protéines vient compléter les méthodes
biotechnologiques exploitant des systémes vivants, avec
I'avantage de pouvoir créer des outils sur mesure pour
décrypter le vivant a une résolution atomique.

Aujourd’hui, l'accés par synthése totale a des protéines
arborant diverses structures, linéaires, cycliques ou bran-
chées, est facilité par une riche palette d’outils chimiques
qui sont venus élargir la portée de la réaction de NCL. D'impor-
tants développements méthodologiques ont porté sur la mise
au point de substituts du résidu peptidique thioester, dont
la synthése est restée longtemps problématique. Durant la
derniere décennie, les équipes francaises ont été particuliere-
ment actives dans la conception d’amides ayant la capacité
de se réarranger spontanément dans I'eau et dans des condi-
tions treés douces en thioester transitoire, et donc de jouer le
role de donneur d’acyle dans des réactions de NCL (figure 2B)
[8-10]. Ce processus a pu étre considérablement favorisé
par catalyse intramoléculaire ou effet Thorpe-Ingold, pour
aboutir, par un jeu de déplacements d'équilibres, a des
réactions de NCL efficaces et rapides.

Des travaux récents portent également sur la conception de
systémes de capture qui permettent soit de faciliter I'assem-
blage des segments peptidiques (e.g. le systéme redox
contrélé SetCys [11], figure 2C), soit 'accés a des protéines
ubiquitinées via un lien isopeptidique natif (e.g. I'auxiliaire de
ligation Hdmb [12] greffé sur une lysine, figure 2C). Par ailleurs,
des approches alternatives a la NCL ont été élaborées, exploi-
tant la cycloaddition alcyne/azoture catalysée par le cuivre(l)
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Figure 1 - La synthése de peptides et de protéines a connu un essor considérable depuis le début du XX° siécle, et notamment depuis 1994, avec la découverte de la NCL.
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Figure 2 - A) Principe de la réaction de NCL montrant |'intermédiaire de capture thioester. B) Cel

rtains amides arborant surl'azote un groupement béta-mercaptoéthyle peuvent servir de donneur

d'acyle in situ durant la NCL. C) Les systémes de capture étendent la portée de la NCL en facilitant I'assemblage des segments peptidiques et I'accés a des structures cycliques ou branchées.

qui conduit a un 1,2,3-triazole, excellent mime de liaison
amide [13-14]. Enfin, le développement de méthodes pour la
synthése supportée de protéines par assemblage itératif de
segments peptidiques vient en complément des méthodes
en solution [14-17]. Collectivement, ces techniques simplifient
I'accés a des protéines complexes.

En combinant SPPS et techniques de ligation, les chimistes
peuvent ainsi accéder a des protéines de structure native pour
leur caractérisation biologique et structurale [18-21]. La
synthése d'une mini-protéine riche en ponts disulfure de la
famille des « big défensines » (Cg-BigDef1, figure 1) a ainsi mis
en évidence son activité bactéricide vis-a-vis de souches multi-
résistantes [18]. L'étude a par ailleurs révélé le mode d’action
original de ces composés, produits uniquement par des
organismes invertébrés marins, et qui se caractérisent par la
présence d'un domaine hydrophobe ancestral leur permet-
tant d'étre actifs en milieu salin. Les protéines arborant des
modifications post-traductionnelles et difficilement acces-
sibles par biotechnologie sont des cibles de choix pour les
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chimistes (diSUMO2/3, NEMO-ubiquitine, figure 1) [12, 22-24].
Par exemple, la protéine NEMO joue un réle central dans
la réponse immunitaire innée. Son activation par liaison
covalente de chaines linéaires d’'ubiquitine a été investiguée
grace a la synthése d’'un intermédiaire clé de ce processus,
NEMO mono-ubiquitiné (figure 7). Cette étude a montré que
I'ubiquitination linéaire de NEMO implique deux étapes
distinctes d'amorcage et d’extension de chaine, et a permis
d’identifier I'enzyme responsable de l'extension dans les
conditions physiologiques [12].

La synthése chimique donne aussi I'opportunité d’élaborer
des systéemes moléculaires non natifs présentant de nouvelles
fonctionnalités [25-27]. La synthese de dérivés multivalents du
facteur de croissance des hépatocytes a conduit a la concep-
tion d'analogues présentant un potentiel thérapeutique dans
le domaine de la régénération tissulaire [25]. Dans un autre
domaine, I'ingénierie de protéines amyloides ouvre la voie,
via la synthese d’'analogues solubles, a une connaissance
accrue de leur implication dans la maladie d’Alzheimer
(figure 3) [26]. Enfin, l'introduction d'acides aminés modifiés
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Figure 3 - Conception et synthése d'un analogue soluble d'oligomére amyloide. Neuf copies d’'un bloc de construction peptidique amyloidogene sont conjuguées via des liens centraux
et des NCL successives. L'agrégation incontrélée est empéchée par la N-méthylation d'acides aminés spécifiques.
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