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INTRODUCTION

I1 est trés important de connaftre la struc-
ture des protéines, car celle-ci semble reliée de fagon trés
étroite & leur activité biologique. C'est pourquoi de nombreux
chercheurs ont essayé de déterminer cette structure 3§ pagtir de
meéures de dispersion optigque rotatoire et de dichroiIsme circu-
lgire. Pour l'interprétation des spectres obtenus, on les com-
pare & des courbes d'activité optique de peptides, dont la
structure est bien déterminéde. Dans ce but, de nombreuses &tudes
ont €té€ faites sur les polypeptides et,en particulier, sur les
polyglutamates. ' f

Le r8le que Jjoue la chaline latérale dans la structure .
secondaire d'un polypeptide &tant trés mal connu, des dtudes ont
été entreprises dans le laboratoire sur des poly—L—glutamates; |
et sur des poly-L-aspartates sous forme Kélice a portaptiun c?ro—
mophqre intrins@quement symétrique dans leur chalne latérale.

Le choix s'est porté sur le groupement nitrobenzyle car ¢ -=d'une
part ce groupement est intrinséquement symétrique; il ne!devi@nﬁrg
donec optiquement actif que s'il est perturbé de facgon digsymé-
trique; : -dtau-
tre part, ce groupement n'absorbe pas dans la région ol ;bsorbe

le groupement peptidique; son activité optigue peut done étr;
aisément dissociée de celle due au squelette.

Mais ces études n'ont pas permis de dire si l'activité op-
tique du chromophore nitrobenzylique €tait due au champ asymé-
trique de 1'hélice ou si elle &tait due & des interections entre
chafnes latérales voisines. Dans ces conditions, il a paru inté-
ressant de synthétiser des oligoméres portant des groupements 7
nitrobenzyle afin d'étudier leur activité optique. Notre choix
s'est porté sur les oligo-L-glutamates de para~nitrobenzyle car
de nombreux peptides dérivés de l'acide -L-glutamique ont déja
été synthétisés et étuydiés par dispersion optique rotatoire.

Aprd&s avoir synthétisé& quelques oligoméres, nous avons donc
étudié leur structure par dichrolsme.,circulaire, de fagon a con-
naftre l'origine de l'activité optique induite dans le chromophore
nitrobenzylique.

R
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1 GENERALITES SUR LA SYNTHESE PEPTIDIQUE.

La synth&@se peptidigque consiste d& créer une
liaison amide entre le groupement carboxylique d‘'un acide
o« aminé et le groupement amine d'un second acide o aminé

selon le schéma :

R R! R R!

H.N - CH - COOH + H2N - CH - COOH + H2N - CH - CO - NH - CH - COOH

2

Mais cette réaction ne se fait pas spontanément,
sauf & température élevée; il est donc nécessaire de rendre

Plus réactif l'un des deux partenaires. On peut ainsi aétiver:

- soit i'acide carboxylique (1) par introduction d‘un
substituant négatif X. L'atome de carbone, d8jd chargé positi-
vement dans la forme polaire duw carboxyle, acquiert une charge
positive plus importante; l'attaque du groupement aminé, grace

3

8§ sa paire d'électrons libres, est alors facilitée

Boor . I o
R-?@s*+|n':-3'»a~c’:-'—n' + R - CO - NH - R'+ HX
x §° i X H

- soit le groupement aminé par acylation. Mais, méme dans
ce cas, c'est l'atome de carbone qui se trouve finalement chargé
positivement. La réaction est alors facilitée par l'arrangement

stérique résultant.

o,o/,.-



En dehors de ces méthodes d‘'activation, on connait
aussi un certain nombre de "r€actifs de couplage") les carho-
diimides étant les plus utilisés; ils sont ajoutés au mélange
des composés carboxylique et aminé au moment du couplage. De
méme que dans les cas précédents, il y & , dans une premidre

étape, formation d'un dérivé réactif du composé carboxylique:

|
Z - NH - CH

1
Q
(o]
O
e
+

Y
=

[}
Q

]
=

!

R
Z - HN - &H - CO
_ 0
Omebon-

D'autre part,on ne peut pas utiliser des acides a
aminés libres en vue de la synthése peptidique, car le composé
activé réagirait non seulement avec le groupe fonctionnel du
second acide o aminé, mais aussi avec son propre groupement
aminé. Le résultat en serait une polycondensation incontrdlée.
La synthése des peptides purs nécessite la protection de tous
les groupements fonctionnels qui ne doivent pas réagir dans

la réaction désirée

R R! R
H20

R
X - HN - éH - COOH + H2N - éH - CO - Y—= X - HN - éH - CO-NH—éH-CO-Y
Les résidus utilisés pour ces blocages sont appelés groupe-
ments N-protecteurs (X), et groupements C-protecteurs (Y). En
plus de leur fonction de protection des groupes aminés et car-
boxyliques, ces résidus ont pour buts de faciliter le couplage
et d'améliorer la solubilité des produits de départ dans les

solvants organiques.

T



En effet, un acide o aminé existe souvent sous forme ionique;

il y a différentes formes mésoméres :

H R © 5 H R © 3 H R 0|

Q' | T - ®! | 7 - Lo
H ¥N~-CH ¢c\\ HZN -CH wc\\ H —? -CH '023-
ﬁ \‘QJ H ] H 0!

Il serait difficile d'activer le carboxyle sous cette forme
ionique et l'addition du dérivé N aminé serait impossible.
De plus, les acides & aminés sont faiblement solubles dans les
solvants organiques nécessaires comme milieu réactionnel dans
la plupart des réactions de couplage. La substitution d'un
de ses groupements fonctionnels Ste & l'acide & aminé sa capa-
cité d'ionisation. L'autre groupe fonctionnel devient alors
utilisable pour la réaction et on a de meilleures solubilités
dans les solvants organiques.

Enfin, il faut ajouter que le but de la synthése
peptidique est d'obtenir des produits purs. Pour remplir
cette condition, il faut non seulement protéger tous les
groupements fonctionnels n'ayant pas & réagir lors du couplage,
mais aussi choisir une méthode de couplage telle qu'il n'y
ait pas racémisation lors de la réaction.
En effet, & l'exception de la glycine, tous les acides '@ aminés
ont au moins un carbone asymétrique. La détermination de 1l'ac-
tivité optique des acideso aminés et des peptides pourra donec
étre utilisée comme critére de pureté. Or, les pureté optique
peut €tre perdue lors de la synthése, si on ne prend pas cer-
taines précautions.
La racémisation est essentiellement due au fait que l1e dérivé
intermédieire réactif du composé carboxylique peut perdre un

proton sur le carbone @ ,puis le fixer & nouvesgu :

H

| - H®
X -HN -f -CO -Y &= X -HN -? -CO0 -Y +

B R

Y



Méme si cet &quilibre est fortement déplacé & gauche, on aura
racémisation partielle et formation d'un mélange de diastéréo-
isoméres. Il est donc nécessaire de tenir compte de ce probléme
lors du choix des groupements protecteurs et de la méthode de

couplage en vue de la synthése.

A. CHOIX DES GROUPEMENTS PROTECTEURS.

Il n'existe pas de méthode générale de protection
en synthése peptidique; dans chaque cas, il est nécessaire de
choisir les groupements protecteurs les plus appropriés.

Ce choix est délicat, car il faut que ceux-ci puissent
€tre facilement mis en place, et qu'ils puissent aussi &tre
€liminés facilement et sélectivement, de facon & obtenir des
dérivés pouvant réagir dans des &tapes de synth&se ultérieures.
D'autre part il faut veiller & garder les produits optigquement

purs.

1) Protection de la fonction amine‘(2,3,h).

Il s'agit ici de diminuer la disponibilité du
doublet &€lectronique libre. Pour cela, on peut utiliser des
groupements protecteurs de différents types :

a) Groupements du type acyle (formyle (5), trifluoro-
acétyle (6), phtalyle (7), orthonitrophénylsulfényle (8),
tosyle (9)...). Certains, comme les benzoyles ou les acétyles,
ne peuvent plus €tre enlevés, une fois la liaison peptidigue
formée, sans que celle-ci ne se rompe simultanément.

b) Groupements du type alkyle ( trityle (10), mono- et
dibenzyle (11) ). On peut encore citer dans cette catégorie
le groupe trialkylsilane (12), qui n'est pas utilisé dans la
pratique. Ce sont des groupements encombrants en général.

¢) Groupements du type uréthane {(benzyloxycarbonyle (13)
et ses dérivés, tertiobutyloxycarbonyle (14) et d'autres groupes
uréthanes aliphatiques, cyclopentyl- et cyclohexyloxycarbonyle
(15)...).

R



d) On peut citer aussi la protonation de la fonction
amine (16); mais il ne s'agit pas & proprement parler d'un
groupement protecteur.

e) Quelques autres groupes ont été cités dans la
littérature ces derniéres années (tertioamyloxycarbonyle (17),
furfuryloxycarbonyle (18), diisopropylméthyloxycarbonyle (19)
cee)

Il est donc assez difficile de choisir un groupement
protecteur pour la fonction amine. Les groupements les plus
souvent utilisés sont répertoriés dans le tableau I, ainsi
que leurs modes de greffage et d'élimination. On peut leur
adjoindre quelques groupes du type alkyle,tels que formyle
(Form), trifluoroacétyle (Tfa) et phtalyle (Phth).

2) Protection de la fonction acide (2,3,4).

L'énergie de formation d'une liaison pepti-
dique est fonction directe des possibilités d'ionisation des
fonctions acides et basiques du peptide formé&; il a &t& montré
expérimentalement que cette énergie de formation est moins
€levée si la liaison peptidique est incluse dans une structure
déja complexe. C'est pour cela gque l'on dherche a supprimer
les possibilités d'ionisation des fonctions carboxyliques par

le choix d'un groupement protecteur approprié.

a) Estérification.

Différents esters ont &té utilisés pour protéger le carboxyle :
méthylique ou &thylique (20), tertiobutylique (21), benzylique
(22), paranitrobenzylique (23), paraméthoxybenzylique (24),
phtalimidométhylique (25)...

b) Formation d'amides ou d'hydrazides substitués.

La différence chimique entre liaison peptidique et liaison amide
est insignifiante. D'autre part,la formation d'amide n'est pas
réversible en général (26).

Quant aux hydrazides de peptides libres, ils servent
de point de départ & des polycondensations ou & des cyclisations

(271).
coofaes



TABLEAU I:

Groupes protecteuns de La fonction amine

Les plus usdités en synthése

pepitidique.

Nom du groupement protecteur

Formule

Modes de greffage

Modes

d'élimination.

4
Benzyloxycarbonyle
(encore appelé carbobenzoxy)

Z ou Cbo
¢

Tertio-butyloxycarbonyle

Boe

Ortho-nitrophénylsulfényle
Nps

I1{
Para-toluénesulfonyle

(encore appelé tosyle)

Tos

Triphénylméthyle

III< (encore appeléd trityle)

gzj:>-CH2—o—co—N-

(CH3)3—C-O—CO—Nw*

s o —— ————— - —— — — - —

- — e e e 4

e = — . ——— — ————— —— - —

Action du chlorure
de benzyloxycarbo-
nyle sur l'acide a
aminé en solution
alcaline aqueuse.

- Isocyanates

- Cyanoformate

- Azidoformate

- Carbonate d'aryl-

Action du chlorure
d'ortho-nitrophényl-
sulfényle,en présen-
ce d'une base,sur le
sel de sodium de
l'acide a aminé.

Action du chlorure
de p-toluéne-sulfo-
nyle sur l'acide a
aminé en présence
d'une base.

Action du chlorure
de trityle sur les
esters des acldes &
aminés dans les sol-
vants organigues en
présence d'une base.

Action de l'acide bromhydrigue
2N dans un solvant organique
4 température ordinaire.

Hydrogénolyse; catalyseur au

palladium.

Traitement & l'acide trifluoro-
acétique anhydre ou & l'acide
chlorhydrique 2N a température

ambiante.

Traitement aux acides faibles
ou dilués & température
ordinaire.

Réducticn par le sodium dans
lt'ammoniac liquide.

Action prolongée de l'acide brom
hydrigque dans l'acide acétique

4 température ambiante.

Action des acides dilués

Hydrogénation catalytique.

I typeuréthane

I1 type acyle

ITIT type alkyle




¢) Formation de sels.

Les sels d'acides o aminés ne sont solubles gue dans 1l'eau.

La réaction de couplage doit donc obligatoirement se faire en
milieu agueux et il y a de gros risques d'hydrolyse du composé
actif (28).

Quant aux sels que peuvent former les peptides relativement
longs avec des bases organiques, ils sont souvent solubles

dans le diméthylformamide. Il n'y a donc plus de risque d'hydro-

lyse et on les utilise parfois en synthése peptidique.

I1 faut encore noter que, dans le cas des acides o aminés
dicarboxyliques, il est nécessaire de protéger sélectivement
les deux fonctions carboxyliques, de fagon & éviter l'appari-
tion d'un mélange de peptides en a et en w lors de la condensar

tion.

B. FORMATION DE LA LIAISON PEPTIDIQUE.

Nous savons que la création d'une liasison pep-
tidique nécessite non seulement le blocage des fonctions ami-
nées ou carboxyliques qui ne doivent pas réagir, mais aussi
un apport d'énergie nécessaire 4 la condensation. Cette four-
niture d'énergie a été longtemps réalisée par activation de 1la
fonetion carboxylique et, jusqu'en 1950, elle a consisté presque
exclusivement en la formation d'un azide ou d'un chlorure

d'acide.

1) Activation du carboxyle.

I1 existe quatre méthodes de ce type :
a) Méthode aux azides, préconisée par Curtius (29).

La réaction s'éerit : R—CO—N3 + H2N—R' + R-CO-NH-R'

C'est une des rares méthodes de synthése peptidique qui ne pro-
vogque pas de racémisation dé€tectable du partenaire carboxylique,
quelle que soit la nature de celui-ci. Bien qu'il s'agisse d'un
procédé conduisant 4 de faibles rendements, c'est une technique

de couplage encore largement utilisée.

coel oo



Les principales réactions secondaires sont
. la formation d'isocyanate, par suite du réarrangement
de Curtius. Par réaction avec le composé aminé, il y & forma-
tion d'un dérivé de 1l'urée :
0 0
R °047 —— R- Cfi -+ R~ N -C =0
Ny =i®f © ¥

R ~N =C =0 + H2N -R' - R ~NH -CO -NH -R'

. 1l'hydrolyse de l'azide avec formation 4'un amide:

R -CO —N3 + H20 + R -CO —NH2 + N20

b) Méthode aux chlorures d'acides, développée par
Fischer (1)
Le couplage se fait selon la réaction suivante :

NaOH
e

R -CO ~-C1 + HQN -R! R -CO- NH -R'

Cette méthode a été trés employée, surtout aux débuts de 1la
synthése peptidique. Mais elle présente de trés gros incon-
vénients

. 1l'utilisation de ce procédé de couplage limite les
possibilités de protection de la fonction amine : certains
chlorures d'gcides o aminés N protégés ne sont pas stables,
lorsqu'on les conserve longtemps & température ambiante.

. dans la plupart des cas, les halogénures de N acyl
acides o aminés ne conservent pas la configuration initiale
du centre d'asymétrie.

Par suite de ces graves inconvénients, cette méthode

est 4 peu prés complétement abandonnée de nos Jjours.

¢) Méthode aux anhydrides mixtes, préconisée par
Wieland (30) et Boissonnas (31)
On a alors formation de la liaison peptidique suivant l'équa-

tion :

eoelens



0
% 9
R —c<f
0 + H,N -R"—> R- CO- NH- R" + R'- OH + CO,
R'-0 -¢”
N

Il existe de nombreux types d'anhydrides mixtes. Celui qui
est le plus couramment employé est obtenu par action du
chloroformiate d'isobutyle sur l'acide o aminé N protégé
en présence d'une base & basse température. Cette méthode
est trés souvent utilisée & cause de la facilité d'obten-
tion de ces anhydrides mixtes.

Néanmoins il faut prendre quelques précautions lors~
qu'on utilise ce procédé de couplage :

-3

. i1 faut opérer & basse température, de fagon &

P4

éviter la décomposition de l'anhydride mixte en ester :

0 —> R- CO- O0- R' + CO
/ 2

. i1 faut constamment travailler en milieu anhydre,de
fagon & &viter une hydrolyse toujours possible.

Quand on parle des anhydrides mixtes, il faut citer
encore les N- carboxyanhydrides (3-alkyloxazolidine-2,5
diones), appelés aussi anhydrides de Leuchs. On les obtient
par action du phosgéne sur un acide a aminé en suspension
dans un solvant organique inerte. Ces dérivés sont assez
peu utilisés en synthése peptidique, bien que quelques ten-
tatives aient &t& effectuées (32,33). On a alors :

R 0
R Hé—cé7 basse R
1 AN température |
HZN -CH~COOH + 0 > HC- CO- NH- CH- COOH
i-cl  (CoHg)sl co- o [wa(c,u,) ] *
N, 2f573

En laissant revenir & température ambiante, on constate qu'il
Yy a dissociation du sel de l'acide carbamigque et d&carboxy-

lation. On obtient donc le peptide désiré.

--u/nv'
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Cependant, les anhydrides de Leuchs sont plus couramment uti-
lis&s pour synthétiser des polypeptides. La polymérisation

se fait & température ambiante; il n'y a pas racémisation.
d) Mé&thode aux esters activés (Bodanszky)(3h4).

Ces esters ne sont pas aussi réactifs que les chlorures d'a-
cides, les azides ou les anhydrides mixtes. Cependant,on a pu
synthétiser par ces dérivés de nombreux peptides complexes,
ainsi que des peptides cycliques.
Les esters de ce type les plus souvent utilisés sont les esters
nitrophényliques, pentachlorophényliques, ainsi que ceux de 1la
N-hydroxysuccinimide. Citons encore les esters cyanométhylés,
ainsi que les thiolesters.

La réaction de couplage est une réaction du second ordre.
Par conséquent, sa vitesse dépend de la concentration des ré-
actifs .0On a donc intér&t & travailler avec un excé&s de l'un
des réactifs, de fagon & avoir une vitesse réactionnelle non
négligeable au fur et & mesure que progresse le couplage. Les
rendements en peptides sont généralement €levés et cette méthode

de synthése connalt un grand succés.

2) Activation du partenaire aminé,

Les méthodes de couplagejque nous venons
d'examiner, nécessitent la formation d'un dérivé intermédiaire
réactif du groupement carboxylique. Ces méthodes sont basées
sur une augmentation de la réactivité du carboxyle, due & un
accroissement des propriétés &€lectrophiles du carbone portant
le carbonyle.

La réaction globale s'écrit en effet

-

0 H 0 |
R-§-X — R-C -X|+= R-C +x +x'
|
R'-NH, Rt -du R'-NH

Plus le groupe clivé X est €lectronégatif ou moins X est basique,
ou plus XH est acide, plus la formation d'amide sera favorisée

et 1l'équilibre déplacé vers la droite.

coel e
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On a quelquefois pensé & augmenter le caractére nucléo-
phile du groupement amine du partenaire aminé. Néanmoins, toutes
les méthodes utilisées dans ce but sont des cas particuliers

de la méthode aux anhydrides mixtes.

a) Méthode aux isocyanates (35)

R -CO0OH + O =C= N -R"' -+ R~CO-NH-R' + 002

La pureté optique du produit obtenu dépend du groupement protec-

teur utilisé pour le carboxyle.
b) Phosphazo-amides (36)
#N-R'

2R~-COOH + P —> 2 R-CO-NH-R' + HPO»
NNH-R

La réaction procéde, ici aussi, comme s8'il s'agissait d'un
anhydride mixte. Cette méthode est tr&s peu utilisée en synthése

peptidique.

31,Méthode'agx carbodiimides.

Depuis que Sheehan et Hess ont introduit, en

1955, les carbodiimides N,N'-dialkylées, cette méthode de cou-~
plage a connu un succés grandissant (37). Elle réalise la forma~
tion de la liasison peptidique & la température du laboratoire
et avec d'excellents rendements. L'élimination d'une molécule
d'eau, aux dépens du carboxyle de 1l'un des acides o aminés et
de la fonction aminée de l'autre, s'effectue grédce & la trans-
formation simultanée d'une carbodiimide en une uréide disubsti-
tuée.

Il y a formation interm&diaire d'une O-acylurée par réac-
tion avec l'acide carboxylique, puis attaque nucléophile du

partenaire aminé selon le schéma

R'-N=C=N-R' R'*N=?—NH-R'
+ — ?
R-COOH R- C=0

coolsen
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NR'
|
R-C*Owg + R"--NH2 -— R-CO-NH-R" + R'—NH*%-NH-R'

LH—R'

Cette méthode présente cependant quelques inconvénients

. si on est en absence de réactifs nucléophiles, ou si
la réactivité des nucléophiles présents est faible ou amoindrie,
1'0-acylurée intermédiaire peut se réarranger en une N-acyl-

urée, plus stable et qui ne réagit plus avec les nucléophiles.

0 NR' 0
] il g
R-C-0-C — R-C~-NR'
NH-R' o=%

NH~R!

On peut éviter ce réarrangement en utilisant l'acétonitrile
ou le chlorure de méthyléne comme solvants (38).

. d'autre part, quand on utilise la dicyclohexylcarbo-
diimide comme agent de couplage, il est trds difficile 4'é&li-
miner complétement l'urée disubstituée du milieu réactionnel.
En effet, la solubilité de ce sous-produit dans les solvants
organiques est augmentée du fait de la présence d'autres sub-
stances en solution. On ne pourra €liminer complétement 1la
dicyclohexylurée gque dans les cas ol il est possible de re-

cristalliser le peptide & partir de 1'alcool.

4) Synthése en phase solide (Merrifield)(39).

La méthode de Merrifield est caractérisée
par l'addition d4'un seul résidu & la fois, sans purification
intermédiaire. Elle repose sur le fait que l'on peut assem-
bler des acides o aminés en chaine peptidique tandis que 1l'une
des extrémités de la chalne est liée par covalence & un sup-
port insoluble. Le support choisi par Merrifield est composé
de grains d'une résine synthétique, préparée par copolymérisa-
tion du styréne avec 2% de divinylbenzéne. Cette résine est

done¢ réticulée et,par suite, complétement insoluble dans tous

coid e
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les solvants usuels. De plus, le faible taux de réticula-
tion lui permet de gonfler beaucoup dans certains solvants
organiques, ce qui permet une pénétration satisfaisante des
solvants et des réactifs jusqu'aux extrémités des chafnes
peptidiquesen formation portées par le polymére.

La méthode est bas&e sur l'utilisation d'un ester
benzylique insoluble d'un acide a aminé ou d'un peptide
sur lequel on fixe un dérivé N-tertiobutyloxycarbonylé
d'un acide o aminé par le procédé & la dicyclohexylcarbodi-
imide ou par celui aux esters actifs. Aprés €limination de
la protection de la fonction amine par un réactif approprié,
on peut coupler un second acide o aminé N protégé au pre-
mier précédemment fix& sur le polymére. En répétant les
étapes de déprotection et de couplage, on peut construire
ainsi n'importe quel peptide.

Ce procédé de synth@se, dans ses principes, reste
un procédé classique, car il utilise pour l'inactivation
du carboxyle terminal un dérivé benzylique et pour celle de
la fonction amine le radical tertiobutyloxycarbonyle.

Les esters benzyliques ont &té choisis d'une part
parce que la liaison covalente qu'ils forment avec le poly-
mére reste inchangée lors des réactions de couplage et
d'élimination des groupements protecteurs; et d'autre part,
parce qu'on peut détacher le peptide de son support en rom-
pant cette liaison escer par action de l'acide bromhydrique
sec dans un milieu réactionnel convenable.

Pour que cette technique puisse €tre utilisée de fagon
satisfaisante, il faut que toutes les étapes de couplage et
d'élimination de groupes protecteurs puissent €tre effectuées
avec un rendement quantitatif, car les défauts esccidentels
de construction résultant de réactions incomplétes sont con-
servés jusqu'd ce que le peptide soit finalement détaché de
son support.

Dans cette méthode, on construit la chalne peptidigque
4 partir de son extrémité carboxylique. Ceci présente un trés
grand avantage, a4 savoir que l'on n'observe pas de racémisa-
tion., En effet, seul le groupement carboxylique de l'acide o

aminé N protégé est activé en vue du couplage, jamais le carbo-

-.'/poo



1h

xyle des peptides. On a pu constater que cette fagon de pro-
céder n'entrafnait jamais de racémisation, que ce soit en
utilisant les mé&thodes classiques ou la synthése de Merrifield,
si 1l'on choisit les groupements benzyloxycarbonyle ou ter-
tiobutyloxycarbonyle pour protéger la fonction amine.

Du fait des gros avantages qu'elle présente, la mé&thode
de Merrifield a été et est encore trés largement utilisée en

synthése peptidique.

C. RACEMISATION.

Pour étre satisfaisante, la synthése peptidi-
que doit s'effectuer sans modification de la configuration
des centres d'aesymétrie des deux partenaires. L'étape de
formation de la liaison peptidique a été beaucoup é&tudiée,
comme étant la principale cause de racémisation. Néanmoins,
on a pu constater que les étapes d'addition et d'élimination
d'un groupement protecteur étaient aussi trés importantes,

si 1l'on veut obtenir un produit final optiquement pur.

1) Théorie de la racémisation.

Normalement, le seul centre d'asymétrie
susceptible de perdre son intégrité optique durant la for-
mation de la liaison peptidique est le carbone o adjacent

au groupe carboxyle activé.

a) Formation intermédiaire de S-oxazolones.
Le racémisation de ¢e centre a lieu surtout par l'intermé-

diaire d'une 5-oxazolone (ou azlactone) suivant le mécanisme:

HX H(X H
L L . LY L
R F?:-q:o - —c':éc'&o -XH R -c':—ci*-o
HN 9 HN QO ) )
' Aol (Y
v ] ¢
R v R
et
A

Y
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- -
S e
R'-C~-C=0 R'-C=C-0 R'-C~C=0
g ¥ 0 N 0 N 0
A N/ =p N/ Sy \a/

C C

i \ \

R R R o

Si X est un substituant électronégatif, ce qui est toujours

le cas en synthése peptidique, on peut supposer que l'augmen-
tation du caractére €lectrophile du carbone 5 facilitera
l'attaque de 1l'oxygéne du carbonyle 1. L'intermédiaire cy-
clique résultant est stabilisé par €limination de HX. Ensuite,
ltoxazolone formée perd un proton en présence d'une base, con-
duisant & plusieurs structures du type oxazole qui sont en
résonance; on peut ainsi avoir racémisation.

La formation d'une quantité, m&me minime, d'oxazolone est suffi-
sante pour qu'il y ait racémisation; toutefois, la cyclisation
observée ne géne pas le couplage peptidique, car les 5-oxazo-

lones réagissent aussi avec les amines pour former des amides:

0 0
H 0
R*-CH-C -— R'—('IH—C-NH-—R"

] "o
N 0 H,NR HN 0
A\ A 4
c c
] \
R R

De nombreuses &tudes (4041h2) econfirment ce mécanisme de racé-

misation.
b) Arrachement direct du proton.

Cependant, on a aussi observé la racémisation de dérivés car-
boxyliques optiquement actifs dans des circonstances telles

que la formation d'azlactone est impossible ou improbable. Il
y aurait alors ionisation directe du proton porté& par le car-

bone a du dérivé de l'acide o aminé :

g I g

[}

R-NE-¢-CX e R-NH-CO-Cx + o
H

T
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La stabilité de la liaison C-H est fortement influencée par
le substituant R. Il peut ainsi y avoir stabilisation de

l'hydrogéne dans le cas des groupements protecteurs du type
uréthane, car ces groupements existent sous plusieurs formes

Pl -~
mesomeres

R'O R'0

Lo -® Lo

R =O~C-NH-C-CX &= R, -0 =C-NE-C-CX
0 H 0P =

Il faut dire que la racémisation par arrachement direct
du proton n'est pas rencontrée couramment en chimie peptidi-
gque, car elle requiert un milieu fortement basique et des

dérivés d'acides o aminés particuliers.

2) Racémisation lors de l'introduction ou de

l'élimination des groupements protecteurs.

Le fait que 1l'on observe ou non une racémi-
sation lors de l'introduction ou de 1l'élimination des groupe-
ments protecteurs dépend essentiellement des conditions réac-—
tionnelles. Ainsi, il n'y a pas racémisation lorsque la fonc-
tion amine est protégée par des groupements du type urthane
ou des groupements p-toluénesulfonyle, trifluoroacétyle ou
formyle; par contre, on observe une racémisation partielle
lors de l'introduction des groupements trityle ou N-phtaloyle.
Enfin, la perte d'activité optique est vraiment trés importante
dans le cas des groupements benzoyle et acétyle.

Les méthodes habituellement utilisées pour éliminer 1les
groupements protecteurs de la fonction amine sont telles que
l'on n'observe pratiquement pas de racémisation. La pureté op-
tique est conservée également lors de l'estérification des acides
o @&aminés catalysée par les acides; par contre, il semble qu'il
¥ ait racémisation lorsqu'on &limine ces fonctions esters en

milieu basigque.
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3) Racémisation lors de la formation de la

liaison peptidique.

C'est essentiellement lors du couplage
que l'on a le plus de risques de perte de la pureté& optique.
Parmi les nombreux facteurs qui peuvent influencer la racémisa-
tion lors de cette &tape, les plus importants sont la nature
du groupement protecteur du dérivé carboxylique, la nature de
l1'acide o aminé terminal du composé carboxylique, et la mé-

thode de couplage employée.

a) Influence du groupement protecteur de la fonction

amine.
On & remarqué que l'utilisation du groupement

benzyloxycarbonyle permet d'éviter la racémisation lors de
la formation de la liaison peptidique. Cela s'explique par
le fait qu'il ne peut y avoir formation intermé&diaire d4'une
oxazolone, lorsqu'on utilise ce groupement : il y a polari-
sation de la liaison carbonyle des acides o aminés benzyloxy-
carbonylés par suite de la possibilité d'existence de diffé-

rentes structures entrant en résonance

2 0
"
R-CH-C-R' R—?H—C~R' R-CH-C-R!
! \
eNH 0e NH O NH 0e
N7/ N7 N/
0 0 06
! ‘ .H i ,

On n'observera une cyclisation que dans le cas ol le substi-
tuant R' est fortement électronégatif; il y aura alors forma-

tion d'un N-carboxyanhydride et non d'une oxazolone :

0 0
g 1]
R-CH-C~C1 R-CH- C
&H 0e ﬁH é
\.7 - <~ 7/ + Cl—'CH2©
i "
l .
@b 0
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On peut noter également que l'on n'observe pas de ra-
cémisation lors de l'utilisation d'autres groupements protec-
teurs de la fonction amine, tels gue les groupements phtalvle,
p-toluénesulfonyle, triphénylméthyle, ou o-nitrophénylsulfé-

nyle, qui sont tous assez encombrants ....
b) Influence de la nature de l'acide o aminé terminal.

Les dérivés de la proline ne se racémisent pas faci-
lement, car un dérivé N-acylé de la proline, ol le groupement
N-H est absent, ne peut pas se cycliser pour former une azlac-
tone.

Par contre, on a remarqué que les acides o aminés por-
tant un substituant électronégatif en B , tels que la cystéine,
l'acide aspartique, la tyrosine, etc..., ont une fé@cheuse
tendance & se racémiser. On pense que ces substituants &lectro-
négatifs en position B8 facilitent 1'€limination d'un proton

porté par le carbone en a ,d'od formatior d'isoméres optiques.
¢) Influence de la méthode de couplage employée.

Mis & part la méthode aux azides et celle de
Merrifield, toutes les méthodes de couplage classiques utili-
sées en synth&se peptidique entrainent une racémisation du
dérivé obtenu; le degré de racémisation est variable suivant
les conditions réactionnelles

-il est minimisé par l'emploi de solvants aussi peu
polaires que possible;

-il est favorisé& par la présence d'une base gquelconque
ou par une élévation de la température.

Si 1'on utilise pour le couplage la méthode 3 l'ester
de p-nitrophénol, on peut éviter la racémisation si 1l'on tra-
vaille dans des conditions optima, & savoir l'utilisation
d'esters libres dans des solvants non polaires. Si l'on tra-
vaille dans de moins bonnes conditions, on peut avoir des pour-
centages de racémisation de 20% ou plus suivant les cas.

Dans le cas de la méthode 4 la N,N' dicyclohexylcarbo-
diimide, on n'observe pratiquement pas de racémisation si l'on

travaille & -5°C dans des solvants non polaires en utilisant

des esters libres. Pour cette méthode, l'influence du solvant

ool e
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est considérable; le diméthylformamide est un solvant treés
défavorable. En travaillant & température ambiante, on a pu
observer un taux de racémisation de 50%.

En attachant suffisamment 4d'importance aux facteurs
influencant la racémisation, on peut choisir des procédés de
couplage permettant de réaliser des synthéses peptidiques

avece un minimum de racémisation.



20

IT PREPARATION DES OLIGOMERES PAR LA METHODE DE MERRIFIELD.

A. NOTRE SCHEMA REACTIONNEL.(L43).

‘ Le polymére utilisé ("Merrifield polymer"
Fluka, 200-400 mesh) est un copolymdre styrdne-2% divinyl-
benzéne, portant des groupements réactifs chlorométhylés.

Le processus de synthése eu phase solide se décompose
en trois grandes parties : fixation du premier acide o ami-
né a4 la résine, déprotection de cet acide acaminé et greffage
‘d'un second acide o aminé ( ce processus pouvant se répéter
autant de fois qu'on 1le dééfiévjuSQu'é obtention du peptide
voulu), séparafion du peptide de son support (Figure 1).

Le protocolé technique que nous ufilisons est celui
décrit par Stewart et coll.(hk): il est constitué d'une
‘sucééssiqn de lavages et de contacts par agitation de 1la
résine dans différents systémes solvants et réactifs; chacun
des solvants a pour rdles d'éliminer le réactif ou le solvant
précédent et de préparer l'action du réactif par lavages &
l'aide du solvant utilisé pour ce réactif. Le temps de réac-
tion est important &4 considérer; pour s'assurer d'un rendement
aussi voisin que possible de 100%, on utilise des temps de

réaction relativement longs.

B. PROCESSUS EXPERIMENTAL.

1) Synthé&se du N-tertio-butyloxycarbonyl L

glutamate de 4 nitro benzyle (Figure 2).

a) Préparation de l'azide de tertio-butyloxycarbonyle(Ls5)

On refroidit dans un bain de glace une solution de

6,84g de carbazate de tertio-butyloxycarbonyle (51,9mmole)

Y
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Dans notre cas : R=R1:-(CH2)2-CO-O-CH2©N02

Figure 1

Réactions chimiques utilisées

pour la méthode de Merrifield
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dans 5,72 ml d'acide acétique glacial et 9,5 ml d'eau. Tout
en agitant vigoureusement cette sclution et en maintenant

la température du bain vers 5 & 10°C, on y ajoute en vingt
minutes 40 ml d'une solution de sulfite de sodium & 10%.

On laisse encore agiter le mélange & froid pendant une demi-
heure; puis on y ajoute 10 ml d'eau. On sépare alors la couche
azide jaune d'or par décantation et on extrait la couche
aqueuse avec quatre fois 15 ml d'éther &thylique. Les couches
organiques mélangées sont ensuite lavées trois fois avec

15 ml d'eau et trois fois avec 15 ml de bicarbonate de so-
dium 1M. On séche alors la solution jaune pale sur du

sulfate de magnésium. Puis on €limine le solvant au rota-
vapor. Il faut prendre garde & ne pas trop élever la tempé-
rature du bain-marie, car cet azide est un dérivé& explosif.

On obtient ainsi 6 cm> d'azide, soit un rendement de 82%.

b) Synthése du N-tertiobutyloxycarbonyl-L-glutamate
de 4 nitrobenzyle (L43,46).

A une suspension de 9,52g (34 mmole) de L gluta-
mate de L4 nitrobenzyle (L47) dans 230 cm> de DMSO, on ajoute
successivement 12,48 ml (92 mmole) de triéthylamine et 6,93ml
(46 mmole) d'azide de tertiobutyloxycarbonyle. Ce mélange est
agité pendant 20 heures & 25°C. On dilue alors la solution
avec trois volumes d'eau et on extrait trois fois & 1'éther
éthylique pour &liminer 1'azide qui n'a pas réagi. Puis on
refroidit la phase aqueuse; on acidifie avec l'acide citrique
Jusqu'd pH=3,5 et on extrait de nombreuses fois & l'acétate
d'éthyle. On lave ensuite les couches organiques par 1l'eau,
on s&che sur sulfate de magnésium et on élimine le solvant
au rotavépof.'Qn obtient ainsi une huile, qui cristallise
par addition de DMSO. On recristallise le N-tertiobutyloxy-
carbonyl L glutamate de 4 nitrobenzyle & partir de l'acétate
d'éthyle. On obtient ainsi 8,29g de produit aprés deux recris~
tallisations, soit un rendement de 53,3%.

F = 104-105 °C (1ittérature : 10L-105°C (L46)).
Le produit cristallise avec une molécule de DMSO, que l'on

peut doser par la méthode préconisée par Allenmark (48).

N
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Résultats de l'analyse élémentaire :

: C : H :+ 0 N : S )
: : : : : )
ECalcule : 49,6 : 6,1 331,3 :6.1 : T,0 g

e e

2Trouvé P 49,6 0 6,2 (31,5 :s,i 6,7 ?

Le noyau paranitrobenzyle absorbe dans l'ultra-violet;
-1 . .
270mu™ 10 700 (e= 0,050g.,1 '; solvant: dioxanne) (Figure 3)
20,5
(a) 578 = -7,4° (c = 1.0b2;s01lvant CH
température : 22°C (L46))

€

3OH)(littératurez -8°,

On peut constater que le produit est pur par chromatographie
en couche mince.L'€luant utilisé est le mélange : CHCl3/
CH30H/ACOH dans les rapports 42,5/5/2,5 en volumes. On obtient
ainsi Rf= 0,96.

c¢) Préparation du sel de dicyclohexylammonium du N-

tertio-butyloxycarbonyl L glutamate de 4 nitrobenzyle (49),

On dissout 4,60g (10 mmole) de N-tertiobutyloxy-
carbonyl UL glutamate de 4 nitrobenzyle dans 30 ml d'éther
gthylique sec. On traite la solution résultante a température
ambiante avec 2 ml de digyclohexylamine (10 mmole) tout en
maintenant une agitation vigoureuse. Un précipité apparalt
au bout de 10 minutes. On recristallise le produit & partir
de 1'eau bouillante. On obtient ainsi 4,2g de sel de dicyclo-
hexylammoniﬁm de notre dérivé, soit un rendement de TL4,5%.

F = 146~150°C (littérature: 14hk-146°C (50)
146-148°C (49)) . -

Le noyau paranitrobenzyle absorbe dans l'ultra-violet

_ -1 . :
€ 70me 10 000 (e= 0,034 g.1 '; solvant: dioxanne)(figure
).
2) Préparation des oligom@res par la méthode de
Mer;ifield.

Pour ces synthéses, on suit le schéma géné-
ral indiqué par la figure 1. La résine utilisde porte 0,7 milli-
équivalents Cl par gramme de résine, dosés par la méthode de

Volhard (51).
w-o/nvq
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a) Greffage du premier acide a aminé.

Avant de pouvoir procéder au greffage proprement dit, il faut
d'une part faire gonfler la résine dans un milieu convenable
(48 heures dans du chlorure de méthyldne), d'autre part fa-
briquer le sel de triéthylammonium de notre acide o aminé N
protégé.
. Libération du N-tertiobutyloxycarbonyl L glutamate
de 4 nitrobenzyle (h49). '
On part de 2,215g (3,9 mmole) du sel de di-
cyclohexylammonium du N-tertiobutyloxycarbonyl L gutamate de
4 nitrobenzyle, que l'on mélange avec 1,472g (7,0 mmole)
d'acide citrique monohydraté en suspension dans 25 ml d'acé-
tate d'éthyle et 15 ml d'eau. On agite vigoureusement le
mélange pendant 30 minutes (on constate qu'au bout de 5 minutes
le produit passe en solution). On extrait alors la couche
agueuse avéc beaucoup d'acétate d'éthyle; on lave les couches
organiques a4 l'eau et on les séche sur sulfate de magnésium.
On évapore alors le solvant au rotavapor; on obtient ainsi
le N-tertiobutyloxycarbonyl L glutamate de 4 nitrobenzyle
sous forme d'une huile.
. Préparation du sel de triéthylammonium de notre
acide o aminé N protégé.
On traite 3,824g de notre dérivé huileux
(0,01mole) en suspension dans 25 ml d'acétate d'éthyle par
1,40m1 (0,01mole) de triéthylamine fraichement distillée. Le
sel obtenu se solubilise dans l'acétate d'éthyle. On peut
alors éliminer le solvant au rotavapor et on récupére ainsi
une huile, qui cristallise au bout de quelques heures & tem-
pérature ambiante.
. Mise en route dé l'attachement du premier acide o
aminé au polymére support.
On fait bouillir ‘& reflux pendant L8heures
au bain d'huile porté & 90°C un mélange de 1g de résine chlo-
rométhylée (0,7 milliéquivalents Cl), 0,34g (Q,7 mmole) du
sel de triéthylammonium de notre acide a aminé& N protégé en sus-
pension dans 10 ml d'éthanol absolu. On filtre alors la résine
sur verre fritté et on la lave successivement avec de 1'é&thanol

absolu, de l'eau,du méthanol et du chlorure de méthyléne, trois

..-/--.
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fois avec chaque solvant. en laissant & chaque fois un tenps
de contact suffisant pour permettre aux différents solvants
de pénétrer a l'intérieur du réseau de polymére et aux solutés
de diffuser & l'extérieur. Aprés avoir Adécanté plusieurs
fois la résine en suspension dans le chlorure de méthyléne,
de fagon & éliminer les grains les plus petits, on la séche
sous vide jusqu'a obtenir un poids constant.

. Dosages du dérivé N-tertiobutyloxycarbonylé accro-
ché & la résine.
- On peut doser la fonction sulfoxyde dans le filtrat apreés
l'accrochage.

Pour cela,on utilise la méthode décrite par Allenmark

(48). Cela consiste & acyler le sulfoxyde en présence d'iode.

Il y a formation d'un sel d'acyloxysulfonium selon le schéma:

R, B @ .
\s-’o+R—c—x-—>[ N g- c—1{I’+x
/ ! VAR

R, 0 R, 00

R
1 R
\® ¥ -l -
S-C-R + 2 I — S + I. +R-C-0
/g ] R/ 2 g
R, 00 2
. _
Ry @ _ 3\1 ~
\ §-c-R + 2 Br — S + Br_ + R-C-0
R/ & : R/ <')
2 2

L'iode 1ibérée est ensuite titrée par le thiosulfate de so-
dium. La réaction se fait & température ambiante; elle est
compléte en gquelques minutes.

On constate que l'on accroche 0,33 mmole d'acide ¢ aminé par
gramme de polymére chlorométhylé.

- On peut évaluer par pesée la quantité de dérivé N-tertio-
butyloxycarbonylé accrochée & la résine. Cette mé&thode est
assez peu précise, du fait que la quantité accrochée est trés

faible (quelques centaines de mg).

ceolean
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- On peut doser les fonctions chlorométhylées n'ayant pas
réagi.

On fait bouillir & reflux pendant une heure un échan- .
tillon de 50 mg de N- tertiobutyloxycarbonyl acide o aminé 1ié
84 la résine en suspension dans 5 ml de pyridine. Aprés avoir
neutralisé la solution avec 30 ml d'un mélange acide acétique/
eaun dans un rapport 1/1 en volumes et l'avoir amenée & un pH
de 2 avec 5 ml d'acide nitrique concentré, on dose les groupe-
ments chlorométhylés selon la méthode préconisée par Volhard
(51). On constate que 1l'on a O,4 mmole de ces groupements par

gramme de résine, qui n'ont pas réagi.
b) Préparation des oligoméres.

Une fois le premier radical aminé greffé au polymére support,
on peut commencer la synthése peptidique proprement dite. L'a-
vantage de la méthode de Merrifield réside dans le fait que 1le
peptide en formation reste toujours attaché & la résine; il y
a donc un gain de temps appréciable lors de la construction de
la chalfne d'acides o aminés, car il n'y a aucune étape intermé-
diaire de purification. Simplement, aprés chaque accrochage, on
lave le support avec de nombreux solvants, de facon & éliminer
les réactifs en excés.
On peut reporter dans un tableau le cycle des opérations &
effectuer lors du couplage de chaque résidu aminé (Tableau II).
. Préparation d'une solution de HC1l N dans 1l'acide
acétique (L3).

On fait buller de 1l'acide chlorhydrique sec
dans de lt'acide acétique glacial, jusqu'd ce que la solution
soit saturée 4 température ambiante. On détermine la gquantité de
HCl en solution par le procédé décrit par Volhard (51). Si 1la
concentration est supérieure & 1N, cela signifie que l'acide
acétigue utilisé n'était pas anhydre.

Test &4 la ninhydrine (52).

On utilise pour ce test la méthode décrite par
Kaiser et coll. Le réactif nécessaire pour ce test est le méme
que celui qui a &té employé par Troll et Canan (53); il nous faut
les trois solutions suivantes : (1) 500 mg de ninhydrine dans

10 ml d'éthanol; (2) 80 mg de phénol dans 20 ml 4'éthanol;

N
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TABLEAU 11: Mode opératoine utilis& pounrn greffen chaque

1)

2)

3)
L)
5)
6)

9)
10)
11)

12)

13)
14)

nésidu aminé : méthode de Mernifield.

Laver avec trois fois 30 ml de CH3-COOH.

Agiter avec HC1l N dans l'acide acétique ( 30ml pendant 30
minutes). |

Laver avec trois fois 30 ml d'acide acé&tique.

Laver avec trois fois 30 ml d'éthanol absolu.

Laver avec trois fois 30 ml de chloroforme.

Neutraliser le chlorure formé par traitement & la tri-
éthylamine (1 volume) en solution dans le chloroforme (9
volumes).

Laver avec trois fois 30 ml de chloroforme.

Doser les chlorures sur les filtrats 6) et T7) réunis
(dosage potentiométrique).

Test & la ninhydrine(52).

Laver avec trois tois 30 ml de chlorure de méthyléne.
Ajouter une quantité de t-Boc-acide a aminé égale & 2,5
fois celle nécessaire d'aprés le dosage des chlorures.
Ce t-Boc-acide a aminé est utilisé en solution dans du
chlorure de méthyléne; on agite pendant 10 minutes.
Introduire dans le réacteur un nombre de moles de DCCI
égal a4 celui du t-Boc-acide o aminé ajouté. La DCCI est
utilisée en solution dans un minimum de chlorure de
méthyléne; le mélange est ensuite agité 2 heures, puis
laissé en contact 12 heures (L9).

Laver avec trois fois 30 ml de chlorure de méthyléne.

Test & la ninhydrine (52).
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(3) 2 ml d'une solution 0,001M de cyanure de potassium diluée

-3

& 100 ml avec de la pyridine. On préléve alors un petit échan-
tillon de peptide 1i& & la résine (10 & 20 mg: poids humide),
auquel on ajoute deux & trois gouttes de chacun des réactifs
précédents. On met alors cette suspension & 1'&tuve & 100°C
pendant 5 minutes en prenant soin d'agiter de temps en temps.
Si les grains restent blancs et la solution devient jaune, on
a un test négatif : aucun —NH2 libre.

Si les grains et la solution deviennent bleus foncés, le test
est positif : tous les -NH2 sont libres.

On peut observer des colorations intermédiaires permettant,
aprés étalonnage, de déterminer le pourcentage d'avancement
d'une réaction. Ce test est trés sensible : d'aprés Kaiser,
on peut détecter ainsi moins de 5 umole/gramme de fonction
amine terminale libre.

La réaction est la suivante :

0 0 0
] i W
\ OH /C (SN
s \ ’
\ 7 =N-
2 c + H_N-CH-COOH 2&%€ O\ o C=N-Cy ,O
N A7 N 27 ) C C
¢ oH ) i \
: 0 0

pourpre de Ruhemann.

ninhydrine
+ R—SH + CO,.

2
0

Ce test, trés rapide, permet la détection de couplages incom-
pleté, non discernables par analyse des acides o aminés. Il
permet également de suivre l'avancement de la réaction par
diminution des intensités colorées. Ce test est intéressant
en association avec le dosage des chlorures.

. Avant de commencer l'accrochage d'un second acide o aminé,
il est nécessaire de faire gonfler la résine dans le chlorure
de méthyléne, de facon & avoir un contact maximum entre 1le
polymére et les différents réactifs.

. On utilise pour le couplage la méthode a la‘DCCI, car elle
est beaucoup plus rapide gque la méthode aux esters activés,

assez souvent employée aussi par Merrifield. Lors de cette &tape,

N
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on dissout les réactifs dans le minimum de solvant pour
favoriser au maximum la réaction de couplage (concentrations
en réactifs plus élevées) et pour minimiser le réarrangement
de 1l'intermédiaire réactif en N acylurée, stable, qui ne

réagit plus avec les nucléophiles.

¢) Séparation du peptide de la ré&sine.

Avant de procéder & cette étape, il est nécessaire de bien
laver le peptide 1ié & 1la résine,d'abord au chlorure de
méthyléne, puis & 1'éthanol. On le séche ensuite sous vide
jusqu'd poids constant. Pour séparer le peptide formé de son
polym&re support, on met en suspension la résine-peptide
dans 15 4 20 ml d'acide trifluor_acétique anhydre et on y fait
passer lentement un courant d'acide bromhydrique & la tempé-
rature ambiante pendant 30 minutes (HBr gazeux-Gaz Matheson
C°). Durant cette opération, on évite la présence de la moindre
trace d'eau, qui risquerait de provogquer l'hydrolyse du peptide.
On filtre, puis on lave & l'acide trifluorwacétique. Les fil-
trats sont réunis et le solvant est €liminé au rotavapor. On
reprend le peptide par du méthanol, on filtre et on élimine
le solvant au rotavapor. Aprés avoir repris plusieurs fois
par le méthanol et €liminé le solvant, on redissout l‘oiigo—
mére dans le méthanol et on le précipite :

-par l'eau, s'il s'agit du dimére.

-par l'éther éthylique, s'il s'aé&t du trimére.
Les oligoméres de degré plus &€levé ne sont plus solubles dans
le méthanol, méme a trés faibles concentrations. Cela permet
donc une premiére purification de ces dérivés.
Les rendements obtenus, aussi bien dans le cas du dimére que

dans celui du trimére, sont trés faibles.

. Di-L-glutamate de 4 nitro-benzyle.
F = 146-148°cC.
Les noyaux para nitrobenzyle absorbent dans l'ultra-violet

- - —1. . 1
€072 my ° 18 600 (e= 0,042g.1 '; solvant : TMP) (figure 5).

On peut constater que le produit est pur par chromatographie

en couche mince. Les &luants utilisés sont les mélanges :

ool
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1’)0
CH3-@00—02H5/CSHSN/CHBCOOH/HQO dans les rapports 5/5/1/3 en .
voldmes Rp= 0,96.
n butanol/ CH3COOH/H20 dans les rapports 4/1/1 en volumes.
Rp= 0,75.

En infra-rouge, on observe bien les bandes dues & la liaison
peptidique, en particulier la bande amide I & 1610 cm—1 et 1la

bande amide II & 1535 cm—1, ainsi que les bandes dues & la

fonction ester de para nitrobenzyle.
23
(“)5h6 = -4,8° ( c¢=0,42; solvant : TMP)

Tri-L-glutamate de 4 nitrobenzyle.
F = 125-126°C,
Les noyaux para nitrobenzyle absorbent dans l'ultra-violet:

= =( P‘I. . . )
€oromy - 30 800 (c¢=0,0245 g.1 '; solvant : TMP) (figure 6).

On peut constater que le produit est pur par chromatographie
en couche mince. L'&luant utilisé est le mélange :

CHB—COO—CzHS/CSHSN/CH COOH/H,0 dans les rapports 5/5/1/3 en

volumes. Rp= 0,96.

En infra-rouge, on observe bien des bandes dues & la liaison

3

peptidique, en particulier la bande amide I & 1610 (:m-1 et la

bande amide II & 1525 cm—1; ainsi que les bandes dues & la

fonction ester de para nitrobenzyle.
23
(&)5h6 = -3,8° (c=0,79; solvant : TMP)

Sur les dérivés obtenus, on peut voir s'il y a eu ou non
racémisation. Pour cela il est nécessaire de détruire un échan-
tillon de produit par hydrolyse acide (traitement par HCl 6N
dans le dioxanne; on fait bouillir & reflux pendant 24 heures).
Dans ces conditions, il y a rupture des liaisons peptidiques.
Par comparaison du pouvoir rotatoire molaire du glutamate
obtenu avec le pouvoir rotatoire molaire du monomére ayant

subi lui aussi l'hydrolyse acide, on vérifie qu'il n'y a pas

eu racémisation en cours de synthése.

oo/ en
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111 PREPARATION DES OLIGOMERES PAR UNE METHODE CLASSIQUE.

A. CHOIX DU GROQUPEMENT PROTECTEUR.

Ce probléme est trés important en synthése
peptidique, car il faut protéger de fagon sé&lective tous les
groupements fonctionnels portés par les acides o aminés, qui
n'ont pas & réagir lors du couplage. Notre but étant d'étudier
la conformation des peptides par des méthodes optiques et
spectroscopiques, il nous faut choisir des groupements ne per-
turbant pas les spectres de fagon importante dans les régions
qui nous intéressent. Enfin, il est intéressant d'obtenir des
dérivés cristallins, ayant perdu la structure dipolaire de
l'acide o aminé.

1) Fonction amine.

Parmi les groupes protecteurs les plus
usités en synthése peptidique (Tableau I), nous avons choisi
ceux du typeuréthane, car ils n'absorbent pas trop dans l'ultra-
violet aux longueurs d'onde gqui nous intéressent. D'autre part,
ces groupes ne sont pas trop encombrants et on peut les intro-
duire et les éliminer facilement sans toucher & la fonction
ester para-nitrobenzylique gui protége, obligatoirement dans
notre cas, le carboxyle en y de l'acide glutamique.

Au départ, nous avions pensé utiliser le groupe benzyl-
oxycarbonyle, mais la synthése d'un N- carbobenzoxyacide o
aminé se fait en milieu alcalin & un pH optimum de 8. Or, la
fonction paranitrobenzyle se coupe d&s pH 8; il &tait donc
nécessaire de travailler 4 pH strictement contrdlé; c'est ce
que nous avons fait, mais le rendement en N- benzyloxycarbonyl
L glutamate de 4 nitrobenzyle n'était que de 35%. Nous avons
alors essayé de trouver un autre groupement protecteur, d'au-

tant plus que 1'élimination du carbobenzoxy nécessite l'action

el
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de l'acide bromhydrigue dans l'acide acétique, ceci entral-
nant inévitablement la formation de dérivés bromés, diffi-
ciles & éliminer.

Nous avons alors utilisé le groupe tertiobutyloxycarb5~
nyle, qui s'élimine facilement par action de l'acide chlolr-
hydrique & température ambiante. Comme tous les groupements
du type urthane, le tertiobutyloxycarbonyle réagit avec la
fonction amine en milieu fortement basigque. Néanmoins, certains
auteurs (43,46) ont mis au point un procédé de fixation de
ce groupement aux acides o aminés en utilisant comme solvant
le DMSO. De ce fait, le milieu réactionnel n'est plus trop
basique et nous avons pu employer cette méthode avec succés

dans le cas du L-glutamate de L-nitrobenzyle.

2) Fonction carboxyle.

Pour la protection du -COOH de nos 4é&-
rivés, nous nous sommes heurté & des problémes de cristalli-
sation des produits. C'est ainsi que nous avons dd renoncer a
fabriquer l'ester méthylique du L glutamate de 4 nitrobenzyle.
Nous avons pu isoler l'ester &thylique de notre monomére sous
forme de chlorhydrate avec un rendement de l'ordre de 50%.
Malheureusement, nous n'avons pu faire cristalliser l'ester
€thylique du dimére N-protégé. Nous avons alors décidé de
protéger la fonction carboxyle de notre acide a aminé par une
fonction ester actif, dont les bonnes propriétés de cristal-
lisabilité sont connues. Nous avions alors le choix entre
esters de paranitrophénol ou de pentachlorophénol, qui absor-
bent dans l'ultra-violet de fagon importante aux longueurs
d'onde qui nous intéressent; ou nous pouvions choisir l'ester
de la N-hydroxysuccinimide, dont l'emploi semble diminuer le
danger de racémisation, et que l'on peut considérer déja
comme un anhydride mixte. Nous avons opté pour cette seconde

voie.
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B. CHOIX DE LA METHODE DE COUPLAGE ET SCHEMA
REACTIONNEL.

1) Mé&thode de couplage.

Les méthodes les plus usitées pour
former une liaison peptidique sont, dans l'ordre : la mé-
thode & la DCCI, la méthode aux azides et celle aux anhy-
drides mixtes, la méthode aux esters activés. Dans le
choix d'un procédé, nous sommmes guidéepar deux critéres
essentiels : il faut d'une part que l'agent de couplage soit
de force suffisante pour avoir de bons rendements réaction-
nels; d'autre part, i1 est nécessaire que le temps de réac-
tion soit raisonnable, ce qui explique que l'on trouve dans
la littérature de nombreux procédés différents.

Pour notre part, nous avons utilisé systématiquement
la méthode & la DCCI, parce que c'est la plus employée d'une
part, mais aussi parce que le couplage peptidique s'effectue

alors en une seule &tape.

2) Schéma réactionnel.

Dans ce procédé de synthése classique,
il nous faut isoler et purifier les dérivés intermédiaires,
de fagon & obtenir des oligom@res purs en fin de synthése.
Le schéma réactionnel suivi est indiqué dans le tableau III.
Le groupement ester de la N- hydroxysuccinimide est uti-
lisé ici en tant que protection de la fonction carboxyle, et

non pas en vue d'un couplage par la méthode aux esters activés.

C.PROCESSUS EXPERIMENTAL.

On utilise le sel de dicyclohexylammonium
du N-tertiobutyloxycarbonyl L glutamate de 4 nitrobenzyle pré-
paré comme cela a été décrit précédemment. Le mode opératoire
se rapproche de celui utilisé par Spach et coll (54,55) pour

la synthése d'oligoméres du L glutamate de benzyle.
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Schéma néactionnel suivi pour La synthese des

ofigomernes panr La méthode classique.

Glu Glu Glu
H OH H OH
OpNB OpNB
H OH H OH
OpNB OpNB
t Boc £ — 0H,DCHA t Boc —— OH,DCHA

OpNB

t Boc——Al——— 0 Su
OpNB

H OH HC1,H 0 Su
OpNB OpNB OpNB

H oH tBoc DCCI,E&SN 0 Su
OpNB OpNB OpNB

t Boc { _ ou,pCHA HC1,H 0 Su
OpNB OpNB OpNB

t Boc DCCI.Et3N/ 0 Su

DCHA sel de dicyclohexylammonium.
0 Su ester de la N-hydroxysuccinimide.
OpNB ester de U4 nitrobenzyle.
™~
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1) Ester succinimidique du N-tertiobutyl-

oxycarbonyl L glutamate de 4 nitrobenzyle (5k4).

I1 nous faut d'abord libérer notre
acide o aminé N protégé de son Sel de dicyclohexylammonium.
Pour cela, on met 5,64g (0,01mole) du sel de dicyclohexyl-
ammonium du N-tertiobutyloxycarbonyl L glutamate de L4 nitro-
benzyle en suspension dans 250 ml d'acétate d'éthyle dans une
ampoule a dé&canter. On agite cette suspension avec T5 ml
d'acide sulfurique 0,2N jusqu'a dissolution. On décante alors,
et on lave la phase organique plusieurs fols avec de l'eau
jusqu'ad neutralité des eaux de lavage. On peut alors sécher
la solution pendant une heure sur sulfate de magnésium avant
d'éliminer le solvant au rotavapor. On obtient ainsi un dérivé
huileux, que l'on utilise directement pour la suite de la
synthése. On suppose que 1l'on & eu un rendement de 100%. Par
conséquent on dissout l'huile obtenue précédemment dans
50 ml d'acétate d'éthyle refroidi & -20°C. A cette solution,
on ajoute successivement 1,15g (0,01lmole) de N-hydroxysucci-
nimide et 2,06g (0,01mole) de dicyclohexylcarbodiimide. On
abandonne alors le mélange réactionnel pendant deux heures
& 0°C, puis pendant deux heures & 20°C. Aprés filtration de
la dicyclohexylurée, le solvant est &vaporé sous vide et
1'huile résiduelle est reprise par de 1'éthanol absolu bouil-
lant. Aprés refroidissement de la solution alcoolique, on
obtient un produit huileux que l'oﬁepeut faire cristalliser,
que ce soit par trituration sous un solvant inerte ou en

tirant sous vide.

2) Chlorhydrate de l'ester o succinimi-

digque du L glutamate de 4 nitrobenzyle (55).

Pour cette préparation, on dissout
1'huile précédente dans 25 ml d'acétate d'éthyle et on fait
passer l'acide chlorhydrique gazeux pendant 15 minutes a4 tem-
pérature ambiante. On observe alors formation brusque d'un

gel avec dégagement gazeux. La réaction est exothermigque.
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On a8 :

(CH.) —O-CO—NH—?H—COOH + HC1 ~» (CH3)2-C=CH + 002+ HC1l,H N—?H—COOI

3’3 2 2
(?Hg)2 (?Ha)2
COO-—CHZ—C6HM—NO2 /ib

? 0

CH2
§

NO2

On dilue & ce moment la solution par de 1l'éther éthylique
sec et on fait buller de nouveau de l'acide chlorhydrique.
On observe une cristallisation progressive du dérivé que nous
désirions préparer. On peut le filtrer et le sécher sous
vide. On obtient ainsi 2,33g de chlorhydrate, soit un rende-
ment de 56%, calculé par rapport au sel de dicyclohexylammo-
nium du N-tertiobutyloxycarbonyl L glutamate de 4 nitrobenzyle,
puisque tous les dérivés intermédiaires étaient huileux.
Le noyau paranitrobenzyle absorbe dans l'ultra-violet:

€ o6 Tmp " 9440 (¢=0,026 g.l_1; solvant : méthanol)(figure T).
Le produit obtenu est trés hygroscopique; il est donc néces-

salre de le conserver dans un dessicateur sous vide.

3) Condensation en vue de la formation

du dimére protégé (55).

On dissout 2,82g (Smmole) du sel de
dicyclohexylammonium du N-tertiobutyloxycarbonyl L gluta-
mate de U4 nitrobenzyle dans 55 ml de chloroforme. A cette
solution refroidie & -10°C, on ajoute successivement 1,03g
(5 mmole) de DCCI/puis 2,08g (5 mmole) de chlorhydrate de
l'ester o succinimidigque du L glutamate de L nitrobenzyle.
Le mélange est abandonné pendant 2 heures & -10°C, puis &
température ambiante pendant deux heures. Aprés filtration
de l'urée, le chloroforme est &vaporé sous vide. On extrait
l'huile résiduelle a l'acétate d'éthyle. Aprés une nouvelle
filtration de 1'urée et €limination du solvant au rotavapog
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on obtient une huile qui cristallise lorsqu'on tire sous
vide, On obtient ainsi 3,34g de dim2re protégé, soit un
rendement de 90%,

Pour purifier le produit, on a jugé préférable d'em-
ployer la chromatographie sur gel plutdt que de lergristal-
liser & partir du mé&thanol (comme cela avait &té fait dans
le cas d'un dim&re protégé du L glutamate de benzyle (55))

Le produit brut a &t& chromatographié (56) sur une

colonne 16,5 x 2 cm de Sephadex LH20 svec du dioxanne, La
vitesse d'€lution €tait 0,3 ml/min et on a recueilli des
fractions de 3 ml, La courbe de distribution & €té obtenue
en mesurent l'sbsorption des E&chantillons recueillis & une
longueur d'onde de 320mp (figure 8).
Les noyaux pare nitrobenzyle absorbent dans l'ultrarviolet ;
_ €272 my = 21 000 (e¢® 0,00386 g.l-j; solvant : TMP) (Figure
9).
En infra-rouge, notre composé présente les bandes caractéris-
tiques de ls liaison amide, ainsi gue les bandes relatives

aux fongtions ester de 4 nitrobenzyle.
23
(“)she s - 5,8% ( e= 1,196; solvant : TMP).

4) Chlorhydrate de l'ester a succinimi-

digue du di L glutamate de L nitrobenzyle (55)

On dissout 2,60g (3,5 mmole) du dimére
protégé dans 20 ml d'acétope, On y ajoute un volume égal
d'éther &thylique, puis on fait buller 1l'acide chlorhydrique
sec dans le mélange. On laisse passer l'acide pendant 10 mi-
nutes, puis on laisse agiter pendant deux heures & tempéra-
tyre ambiante. Par addition d'un excé&s d'éther éthylique, il
Yy & précipitation d'un dérivé huileux. On &limine alors le
solvant au rotavapor, ce qui donne une huile, que l'on essale,
sans succés, de faire cristalliser par trituration sous le
n-heptane, On essaie alors de 18 faire cristalliser en tirant
sous vide, sang plus de succds, On utilise donc ce dérivé
sous forme huileuse dans 1l'&tape suivante en vue de la pré-

paration du trimére protégé,

,"/..l
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5) Condensation en vue de 1la formation

du trimére;protégé (55)

On dissout 0,829g (1,47 mmole) du sel
de dicyclohexylammonium du N-tertiobutyloxycarbonyl L glu-
tamate de 4 nitrobenzyle dans 10 ml de chloroforme. A cette
solution refroidie & -20°C, on ajoute successivement 0,304g
(1,47 mmole) de dieyclohexylcarbodiimide, puis 1g(1,47mmole)
du chlorhydrate de l'ester o sugccinimidique du L glutamate
de 4 nitrobenzyle huileux. Le mélange réactionnel est lais-
sé une heure & -20°C, puis quatre heures & température am-
biante. Aprés filtration de 1l'urée, le chloroforme est &va-
poré sous vide. Aprés extraction de l'huile résiduelle &
l'acétate dA'éthyle chaud, filtration de l'urée et &vaporation
du solvant, le produit de la réaction est repris par 10 ml
de chloroforme. Aprés addition de 100ml d'éthanol, la solu-
tion est concentrée sous Yide. Il y a alors cristallisation
du produit. On obtient ainsi O/S g de notre dérivé, soit
un rendement de }%qu

Pour purifier le produit, on emploie la chromato-
graphie sur gel, comme dans le cas du dimére protégé. On
utilise une colonne 16,5 x 2 cm de Sephadex LH20 avec le
dioxanne comme &luant. La vitesse d'élution est 0,3ml/min
et on recueille des fractions de 3 ml. La courbe de distri-
bution a la m&me allure que celle obtenue dans le cas du
dim&re (Figure 8); on l'obtient en mesurant 1l'absorption des
échantillons recueillis 5 une longueur d'onde de 320mu .

Le trimére sort un peu plus rapidement que le dimére, ce qui
est tout & fait normal du fait que sa masse molé&culaire est
plus &levée.

Les noyaux para nitrobenzyle absorbent dans 1l'ultra-
violet

€orom, = 31 000 (c=0,00361 g.17'; solvant:TMP)(Fi-
gure 10).

En infra-rouge, ce composé présente les bandes ca-
ractéristiques de la liaison amide, ainsi que celles dues
nu{rfonctions ester de 4 nitrobenzyle.

(al&is = - 4,2° ( ¢=1,181; solvant : TMP)
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- Racémisation.

Aussi bien dans le cas du dimére que dans celui du trimére,
il nous faut voir s'il y a eu ou non racémisation. Pour cela,
on procéde 4 l'hydrolyse acide d'un &chantillon de chacun des
dérivés préparés (action de HC1l 6N dans le dioxanne; on fait
bouillir & reflux pendant 24 heures). Dans ces conditions, il
Yy & rupture de la liaison peptidique. En comparant le pouvoir
rotatoire molaire des produits obtenus et celui d'un échan-
tillon du L~glutamate de U4 nitrobenzyle ayant subi le méme

traitement, on peut vérifier qu'il n'y a pas eu racémisation.



DEUXTEME CHAPITRE

ETUDE DE L'ACTIVITE OPTIQUE D'OLIGO~L-GLUTAMATES

DE 4 NITROBENZYLE.
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1 GENERALITES SUR LA DISPERSION OPTIQUE ROTATOIRE ET LE
DICHROISME CTIRCULAIRE.

Le phénoméne du changement dans l'activité opti-
que avec la longueur d'onde d'un faisceau de lumiére pola-
risée est connu depuis le début du dix-neuvidme sidcle gréce
aux travaux de Biot, Pasteur, Fresnel... Mais ce n'est que
vers 1930 gu'un grand essor s été donné aux mesures de dis-
persion optique rotatoire, c'est-&-dire du changement de
l'activité optique en fonction de la longueur d'onde (Kuhn,
Lowry).

D'autre part, d&s 1847, Haidinger a constaté des différences
d'absorption des composantes de la lumiére circulairement
polarisée; ce phénoméne prit le nom de dichrofsme circulaire.

Ces deux techniques, dispersion optique rotatoire et di-
chroisme circulaire, sont d'un intérét fondamental en ce qui
concerne les problémes de détermination de structure, de
configuration et de conformation des produits organiques et

tout particulidérement des peptides.

A.RAPPELS CONCERNANT CES DEUX TECHNIQUES.

1) Substances optiquement actives.

D'apreés le principe de Pasteur, pour qu'une
molécule montre une activité optique, elle doit pouvoir exis-
ter sous deux formes é&nantioméres, relatives & deux images
dans un miroir, non superposables. Ce critére a ensuite &été
modifié pour donner trois conditions de symétrie stérique :
pour &tre optiquement active, une molécule doit &tre dépourvue
de centre de symétrie, de plan de symétrie et d'axe de symétrie

de rotation-réflexion.
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L'analyse d'une molécule optiquement active se fait en
divisant cette molécule en groupements aisément identifia-
bles, apportant chacun leur propre contribution 4 l'acti-
vité optique de la molécule dans laquelle on les trouve :
groupement peptidique, groupement nitrobenzylique,, On peut
alors classer ces groupements en deux types : les chromo-
phores ayant un spectre d'absorption caractéristique dans
le visible et 1l'ultra-violet, et les non-chromophores qui
n'absorbent que dans l'ultra-violet lointain.

Parmi les chromophores optiquement actifs, on peut consi-
dérer :

. d'une part, ceux qui sont intrinsédquement dissy-
métriques, pour lesquels l'activité optique est inhé&rente
4 la géométrie du chromophorgi

. d'autre part, ceux qui sont intrins&quement
symétriques et qui sont perturbés de fagon dissymétrique.
L'activité optique est alors induite dans le chromophore par
son environnement, contrairement au type précédent, ol cette
activité €tait inhérente. Dans de telles substances les chro-
mophores intrinséquement symétriques peuvent servir de test
pour explorer la géométrie de la molécule, puisque l'intensité
du pouvoir rotatoire constitue un mode d'expression de l'a-

symétrie de la molécule.

2) Effet Cotton.

Si, dans la région dans laquelle on observe

des bandes d'absorption optiguement actives, une molécule pré-
sente d'une part une différence d'absorption, d'autre part une
différence de vitesse de transmission de la lumiére circulai-
rement polarisée droite et gauche, on & alors affaire & un
phénoméne appelé "effet Cotton", car il a été& observé par
Cotton d&s 1896 (57).

On peut dire que toute molécule possédant un chromophore
optiquement actif présentera un effet Cotton dans la région

spectrale ol le chromophore absorbe.
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3) Comparaison entre les technigues de diqper-

sion optique rotatoire et de dichrolIsme circulaire.

La dispersion optique rotatoire est un phé-
noméne dispersif, traduisant la loi de Biot de variation de
1'indice de réfraction d'une substance en fonction de 1la
longueur d'onde. Cette variation est monotone lorsqu'on est
assez loin d'une région d'absorption; mais au voisinage d'une
bande d'absorption isolée, l'indice varie de fagon tout &
fait anormale en fonction de la longueur d'onde et on observe
alors uyne variation brusque de l'activité optique du composé
étudié, Néanmoins il est & noter que la rotation persiste &
des longueurs d‘'onde tré&s &loignées de cet effet Cotton; la
valeur de cet angle de rotation peut &tre suffisante ou changer
assez rapidement pour cacher un effet Cotton de faible inten-
sité. Cela peut conduire & une fausse attribution d'un effet
Cotton & une transition optigquement active d'un chromophore.

Le dichrolsme circulaire est un phénoméne d'absorption, obser-
vable uniquement & des longueurs d'onde voisines de la bande
d'absorption présentée en ultra-violet ou dans le visible par
un chromophore donné. Il est possible alors de déterminer la
position et le signe d'une bande dichrofque et de l'attribuer
& une transition électronique bien définie du chromophore
étudié. Cette technique est donc plus apte & des &tudes quan-

titatives.

B.GRANDEURS MACROSCOPIQUES CARACTERISANT LA DISPERSION
OPTIQUE ROTATOIRE ET LE DICHROISME CIRCULAIRE.

1) Dispersion optigque rotatoire.

Un certain nombre de grandeurs ont &té définies
pour chiffrer l'activité optique des solutions. Les unités em-
ployées, hors systémes, sont imposées par la tradition.

En dispersion optique rotatoire, on mesure l'angle de rota-~
tion ¢ du plan de polarisation de la lumiére aprés passage & -
travers un échantillon optiquement actif. Cet angle est relié

per la relation de Fresnel § la différence (nGwnD) des indices

ceolonn



L2

de réfraction correspondant aux deux composantes circulaire-

ment polarisées gauche et droite ;

n
A

a® ( nG-nD) 1

1 est le trajet parcouru par la lumidre de longueur d'onde A
dans le milieu optigquement actif.

On peut alors d&finir :

. la rotation spécifique, [a} , donnée par la relation :

(a)= —2

lc

angle de rotation mesuré, exprimé en degrés.

1 : trajet optique, exprimé en dm.
-3

¢ : concentration du soluté, exprimée en g.cm ~.
. la rotation molaire, (m} ,ou pouvoir rotatoire molécu-
laire. On a :

(m) =

(a)x M,

100

Mp : masse moléculaire du composé &tudié, en grammes, ramenée
& un groupement chromophore.

Les résultats de dispersion optique rotatoire sont
généralement donnés sous la forme de courbes : (m) = £(1). On
peut avoir deux types de courbes :

. 8'il n'y a pas de chromophores dans la région spectrale
examinée, on obtient une courbe continue, normale ou monotone
(Figure 11);

. 8'il y a des chromophores optiquement actifs, on obtient
une courbe dite anormale, qui présente des extréma (effet Cot-
ton) (Figure 12).

2) Dichroisme circulaire

Cette technique est basée sur le fait que le
coefficient d'extinction molaire est différent pour la lumiére
circulairement polarisée droite et gauche. La lumiére devient

alors elliptiquement polarisée.

T
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Si on appelle ¢ 1l'ellipticité, on peut la relier aux indices

d'absorption KG et KD de la lumiére circulairement polarisée

S~

gauche et droite par une relation analogue a4 celle de Fresnel:

- “ -—
v o= N (KG KD) 1

' On peut alors définir :

. l'ellipticité spécifique, (w) stelle que :

(v) = —4—
le

Y+ exprimé en degré
: épaisseur du milieu, exprimée en dm.

L] * - -3
¢! concentration, exprimée en g.cm .,

. 1'ellipticité molaire, (6} ,donnée par la relation :

)

(e}= (v) M = 3300 (e;-e,

Mo : masse moléculaire du composé &tudié, en grammes, ramenée

-

& un groupement chromophore.
Egrep ° coefficients d'extinction molaire pour la lumiére cir-
culairement polarisée gauche et droite.

Les résultats de dichroisme circulaire sont donnés
sous forme de courbes : (6} = f£(A), ces courbes ayant la méme

sllure que la courbe d'absorption correspondante. (Figure 13).

3) Force rotatoire.

Elle permet de mesurer les interactions entre

un chromophore et son entourage asymétrique. Inversement, l'a-
symétrie induite dans la distribution électronique du chromo-
phore lui-méme peut se déduire de sa force rotatoire.

Lorsqu'une onde électro-magnétique est en contact avec une
substance optiquement active, il peut y avoir apparition d'un
moment magnétique induit, di au champ électrique; il peut y
avoir aussi apparition d'un moment &lectrique induit, 4fi au
chanmp magnétique. Il y aura donc¢ déplacements de charges, ces
déplacements donnant naissance & des dipoles électrigues et

magnétiques. La force rotatoire d'un chromophore est reliée
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aux moments dipolaires induits par la relation :

k
up moment dipolaire magnétique induit.
k
u, ¢ moment dipolaire &lectrique induit.

Dans certains cas, on n'observera pas d'activité optique,

car la force rotatoire est nulle

. 81 la molécule posséde un plan ou un centre
de symétrie, car un des moments induits est nul;

. 81 les deux moments dipolaires sont perpen-
diculaires, car leur produit scalaire est nul.

On voit donc que, dans le cas des chromophores intrinséque-
ment dissymétriques, les forces rotatoires ne sont jamais
nulles.

Dans le cas des chromophores intrinséquement symétrigues,
il faut qﬁe leur environnement induise une dissymétrie dans
la distribution €lectronique & 1l'intérieur du chromophore
pour que la transition devienne optiquement active. La force
rotatoire sert donc & mesurer l'interaction du chromophore
avec son environnement moléculaire dissymétrique; de la con-
naissance de la variation de cette force rotatoire lors d'une
transition particuliére d'un chromophore, on peut tirer des
informations importantes en ce qui concerne la structure de
la molécule étudiée.

On peut calculer la force rotatoire associée & une tran-
sition électronique donnée a4 partir des courbes de dichrolsme
circulaire obtenues expérimentalement. Si l'on suppose que
la bande dichrolique est une courbe de Gauss (58) (Figure 14),

on a une relation particulidrement simple, de la forme :

_)42 [e] A
Ry= 0,696 /5 . 1075 (8); ——i

A
As et ). sont exprimés dans la méme unité.
[e] J 2 -1
(6)j est exprimé en degré.cm”.décimole .
Rj est exprimé en erg. cm_2. radian.
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11 APPLICATION AuX OLIGO-L-GLUTAMATES DE 4 NITROBENZVLE.

Blout et Stryer ont montré qu'il &tait possible
d'induire une activité optique dans des molécules organiques
symétriques lorsqu'elles sont liées par covalence & 1l'extré-
mité d'une macromolécule sous forme hélicoldale; il y a alors
apparition d'un effet Cotton correspondant & la bande d'ab-
sorption de ces petites molécules. On les appelle chromophores
extrins&ques.

D'autre part, dans le cas des polypeptides et des protéines,
de nombreuses &tudes ont montré gue l'on pouvait trouver des
effets Cotton correspondant aux bandes d'absorption du groupe-
ment CO-NH de ces composés : ce sont les bandes "intrins&ques"
qui correspondent au squelette polypeptidique.

Dans le cas des oligo-L-glutamates de k4 nitrobenzyle, nous
pouvons distinguer deux types de bandes : celles dues au grou-
pement nitrobenzylique (chromophore extrins&que) et celles
dues au groupement peptidique (chromophore intrins&que). Ces
deux groupements absorbent dans l'ultra-violet 3 des longueurs
d'onde tr8s différentes; il est donc facile de les séparer.

Pour connaftre la position approximative des bandes d'absorp-
tion dues au groupement nitrobenzylique, nous nous sommes inté-
ressée au spectre ultra-violet du nitrobenzéne en solution dans
1'éther de pétrole. Ce spectre présente les bandes d'absorp-
tion suivantes (Figure 15),(47):

[N

- une bande & 322 nm qui correspond & une tran-
sition 7 ~» n';
- un épaulement vers 290 nm qui correspond &
la transition n - n‘;
~ une bande trés intense & 250 nm de transfert
de charge due au mouvement des &lectrons depuis le noyau ben-
zénique vers le groupement nitro;
- une bande & 197 nm due au noyau benzénique.
Il nous faut aussi connaftre la position approximative des
bandes dues au chromophore amide ( ou peptidique).‘De nombreuses
études ont &té faites & ce sujet; il en résulte que le spectre

d'absorption &€lectronique du chromophore amide, peut &tre re-

Y
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présenté de la fagon suivante (60) :
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Dans le cas des peptides, il semble que les chromophores amide
apportent chacun leur propre contribution au spectre d'absorp-
tion total de la molécule. Cependant, Saidel (61), lorsqu'il

a €tudié les oligoglycines, a montré que le spectre des résidus

terminaux diffé8re beaucoup de ceux des autres résidus, qui sont

tous identiques entr'eux. Des conclusions identiques ont été

tirées pour des &tudes portant sur des peptides différents.
Pour les polypeptides en hélice o , il y a dédoublement

des transitions LN n‘ et Ty * * . Le spectre ultra—violeﬁ

de ces molécules 8 &té décrit par Holzwarth et Doty (62) et est

représenté sur la figure 16.

Dans ce travail, nous avons €tudié les composé& suivants:

- sel de dicyclohexylammonium du N-tertiobutyloxycarbonyl-L=-
glutamate de 4 nitrobenzyle, que nous appelons monomére pro-
tégé.

- L-glutamate de 4 nitrobenzyle, que nous appelons monomére
non protégé.

- ester g succinimidique du di-L-glutamate de 4 nitrobenzyle,
que nous appelons dimére protégé.

-di-L-~glutamate de 4 nitrobenzyle, gue nous appelons dimére

non protégé.

- ester g succinimidique du tri-L-glutamate de 4 nitrobenzyle,
que nous appelons trimére protégé.

- tri-L-glutamate de 4 nitrobenzyle, que nous appelons trimére

P

non protégé.

Q.I/QQQ
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Tous ces dérivés ont été &tudiés en solution dans 1le
triméthylphosphate, sauf le monomére non protégé qui, trop peu

soluble dans le TMP, a été &tudié en solution dans la soude.

A ETUDE DU CHROMOPHORE EXTRINSEQURE .

1) Spectres ultra-violet du monomére et des

oligoméres.

Pour le moment, nous nous intéressons uni-
guement aux bandes dues au chromophore nitrobenzyle.
Deux spectrophotométres UV ont été utilisés, le DBG Beck~—
mann et le CARY.15 avec des cellules en quartz de 1,0 cm,0,5cm
et 0,1 mm d'épaisseur.

Dans le tableau IV, le coefficient d'extinction molaire ¢

est exprimé en l.mole_1. cm—1. Il n'a été calculé gue pour la

bande & transfert de charge, située aux environs de 270 nm,
les autres bandes étant trop mal définies (Figures 17a et 17b)

Dans ce tableau, on a reporté é€galement la valeur e1 du coef-

ficient d'extinction molaire, ramenée & un chromophore nitro-

benzyle; cette valeur est exprimée en l.mole—1.cm_1.

.
.

Bande & transfert de charge

Solvant: Composé &tudié
: Anm : € : €
. ) 1
Boude : Monomére non pro- :272 : 10 600 : 10 600
: tégé : : :
Monomére protégé 270 : 9 210 9 210
Dimére non proté- :272 : 18 600 : 9 300
gé : : :
T.M.P. ' Dimére protégé 272 ; 21 000 . 10 500
. Trimére non pro- f i :
: tégé :272 : 30 800 : 10 270
Trimdre protégé . 272 f 31 000 - 10 330

Tableau IV

Coefficients d'extinction molaire pour la bande a

transfert de charge.

coid e
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En observant le spectre du monomére non protégé en solu-
tion dans la soude, on voit une bande d'absorption trés im-
portante & 272 nm ( bande & transfert de charge) et un trés
léger épaulement vers 330nm ( bande w+71*). Dans le cas du
monomére protégé en solution dans le TMP, on voit la bande a
270nm, qui est ici aussi trés intense ( bande & transfert de
charge); on constate qu'il y a un épaulement beaucoup plus
visible que dans le cas précédent, situé vers 330nm (bande
m > 7%). Pour ces deux dérivés, il n'y a pas sur les spectres
ultra-violets de bande vers 290nm correspondant & la transition
n » ™ ou il se peut que ce soit un épaulement trds faible.

Dans le cas des oligoméres par contre, que ceux—ci soient
ou non protégés, on observe trois bandes sur les spectres
ultra-violets; tous ces dérivés en solution dans le TMP pré-

-~

sentent un maximum d'absorption & 272 nm (bande & transfert de
charge), et un épaulement bien visible & 330nm (transition
m > 1% ). I1 y a également un épaulement trds peu visible

situé vers 300nm et correspondant & la transition n - ™.

2) Spectres dichrolques du monomére et des

oligoméres.

Les spectres dichroIques .ont &té enre-
gistrés sur le dichrographe Roussel-Jouan II. Nous avions &
notre disposition une sfrie de cuves en quartz d'épaisseurs
suivantes : 1,0cm, 0,5cm, O,1cm et O, 1mm.

Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau V.

Dans ce tableau, les valeurs de l'ellipticité molaire sont
données en degré.cmz.décimole_1. Elles sont ramenées a un chro-
mophore nitrobenzyligue.

I1 est & noter que, certains effets Cotton présentés par
nos produits étant trés faibles, nous n'avons pas toujours pu
obtenir une valeur de l'ellipticité molaire correcte & cause
de la forte absorption de nos dérivés. En effet, le dichrographe
travaille dans les conditions optimales lorsque la densité opti-
que de la solution que l'on interpose dans le faisceau est com-
prise entre 0,8 et 1,5. Dans ces conditions, les solutions
d'oligoméres sont trés diluées; par conséquent, nous n'avons pu
observer de bandes dichrolIques et calculer l'ellipticité mo-

laire correspondante que si l'effet Cotton présenté était

N A



» «| Transfert
Bande w— T |[Bande n—1r | de charge
Anm] (8L [ Anm] BE [ X nm| [OL
Monomere,| 343 28 287 26 | 261 52
NP (Soude)
Monomere 125 19 263 | -
P MB 341 288 | 12
Dimere 339 79 | 293 ~ 272 | 739
NP (TMP
Dimere | ~ 290 - 258 | 3141
pomp| 3%
Tr*lmee"e 345 — 302 ~ 266 | 3860
NP (TMP
Trime —
r 'me(r‘iﬂp) 364 | 432 | 288 265 | 1530
NP non protege  Tablegu V
P protege

-
- :\\
'l < )
Y
\ S

\

‘/;/

S



L9

suffisant. Néanmoins, en utilisant des solutions de densité
optique supérieure & 1,5, nous avons pu vérifier que tous les
dérivés étudiés présentalent trois effets Cotton correspondant
aux bandes d'absorption U.V., bien que nous n'ayions pu alors

calculer la veleur de l'ellipticité molaire.

3) Conclusion.

Dans le cas du monomére, on observe des
bandes dichroiques correspondant aux bandes d'absorption en
ultra-violet. Il y a donc effets Cotton pour le monomére, comme
cela avait été remarqué auparavant par Le Barny (47) qui avait
étudié le L-glutamate de 4 nitrobenzyle non protégé en solu-
tion dans l'acide dichlorcacétique. Le Barny avait en effet
observé la présence de deux bandes dichroiques centrées &

298 nm et 260nm, et ayant pour ellipticités molaires corrigées
du facteur de Lorentz les valeurs respectives de:(e') = 75

et(0') 060" 294. Or, dans le cas de ce dérivé, on ne §Zit envi-
sager d'interactions entre chaines latérales, car les solutions
étudiées sont trés diluées. L'origine des effets Cotton obser-
vés semble donc &tre due 8 un repliement de la chaine latérale,

qui viendrait se placer & proximité du carbone asym&trique. /7

Dans le cas du monomeére protégé, on observe aussi troié\gi%‘
effets Cotton. On travaille ici dans un solvant organique, le
TMP, alors que le monomére protégé était en solution dans la
soude. Si l'on compare les résultats obtenus, on constate qu'il
vy a un léger déplacement des bandes dichrolques : déplacement
bathochrome pour la bande n > n¥, hypsochrome pour les bandes
m > m et 4 transfert de charge.

Lorsqu'on utilise le trim&thylphosphate au lieu de 1l'eau,

qui est un solvant trés polaire, il y a diminution de 1'énergie
des orbitales n non liantes ainsi que de l'énergie des états

) x .
excités 7 suivant le schéma
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Les déplacements observés dans notre cas prouvent donc que
la bande située vers 340 nm correspond bien & une transition
T » 1™ ,alors que celle située vers 287 nm correspond & une
transition n » w%.

Dans le cas des oligoméres, on ne peut pas comparer les
résultats obtenus dans le cas des dérivés protégés d'une part
et des dérivés non protégés d'autre part. En effet,la présence
de la protection perturbe beaucoup les résultats, surtout dans
le cas du dimére, car on sait que les groupes terminaux des
peptides ont un comportement trés différent de celui des groupes
internes (Goodman (63)).

8i 1'on examine attentivement les résultats du tableau V,
on constate que l'ellipticité molaire de la bande n> 7ntest
faible pour tous les dérivés étudiés; on peut en déduire que
les interactions entre les différents groupes portés par les
chaines latérales ne doivent pas €tre grandes. Cecli n'est pas
surprenant, car ces groupes sont assez &loignés les uns des
autres dans les oligoméres, dont la structure ne peut &€tre gqu'une
chalne statistique. Dans le cas de chalnes peptidiques plus
longues, il es5t possible qu'il y ait des interactions entre les
groupements 1 et 3 si les résidus sont portés par une hélice a
(cas des polyglutamates).

Intéressons-nous maintenant & la bande & transfert de

charge. Si on consid®re uniquement les dérivés non protégés,

ool
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on voit que l'ellipticité& molaire augmente quand on passe du
monomére au dimére, puis du dimére au trimére. Or, en ultra-
violet, le chromophore nitrobenzylique présente une bande
d'absorption intense avec un coefficient d'extinction molaire
de l'ordre de 10 000, correspondant & la bande a transfert de
charge. Dans ce cas, d'aprés Urry (6L4), l'activité optique
"dépend en grande partie d'interactions avec les groupements
chromophores voisins ayant de grandes bandes d'absorption. On
peut donc conclure qu'il y a vraisemblablement interactions
entre les chalnes latérales et le groupement peptidique
CO-NH.

Enfin,la bande 1 >1*a toujours une ellipticité trés fai-
ble, que ce soit dans le cas du monomére, du dimére ou du

trimére non protégés. .

En résumé, nous pouvons dire que, aussi bien pour le
monomére que pour les oligoméres, les résultats obtenus sont
en bon accord avec l'existence d'un repliement de 1la chalne

latérale vers le groupement peptidique.

B. ETUDE DU CHROMOPHORE INTRINSEQUE

De nombreux théoriciens (Ramachandran (65),
Scheraga (66), Schellman (67)) se sont intéressés au probléme
de la conformation des chalnes peptidiques. Parmi eux, Schellman
a plus particuliérement essayé de relier forces rotatoires et
conformations des peptides. C'est un probléme trés ardu car,
bien que de nombreux mécanismes aient été proposés pour cal-
culer théoriquement l'activité optique d'une molécule donnée,
chacun de ces mécanismes n'envisage que de facon partielle les
causes de cette activité optique; d'autre part, les chalnes
peptidiques peuvent & priori prendre de nombreuses configurations
différentes. C'est ce qui explique que Schellman n'ait &tudié

jusqu'd présent que des dipeptides simples.

oo/
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Conformation des chalnes peptidigues.

Un peptide est, par définition, une

molécule composée d'un enchainement d'amino-acides reliés

entr'eux par des liaisons amide secondaire.

On peut schématiser

un résidu par la formule développée suivante
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Dans le plan de la liaison peptidique C'-N, une rotation
est possible autour des liaisons N-c% et c*-c'. Par conséquent,
pour préciser la structure des peptides, il ne suffit pas de
connaltre la configuration des atomes autour du carbone asy-
métrique, mais il faut aussi connaitre les positions respectives
des différents groupes constituant la molécule prise dans son
ensemble.

Pour repérer ces positions, on a adopté la nomenclature
préconisée par Edsall et co0ll.(68). Si on se référe au schéma

précédent, on désignera par ¢ l'angle de rotation autour de la

liaison Ni - C?’ et par wi l1'angle de rotation sutour de la
liaison Cg - Ci Par convention, on prend : ¢i= wi= 0 dans 1le

cas d'une chaine polypeptidique complétement étendue. D'autre

part, on prend comme sens positif de rotation, le sens des ai-

guilles d'une montre & partir du carbone asymétrique. Toujours

en se référant au schéma précédent, on dit que les liaisons

o L. . .
Ci - Ci et Ni - Hi sont en position cis si l'on prend comme

. .. o - ..
axe de rotation la liaison Ni - Ci; de 'meme les liaisons Ni—Ci

et Ci -0 -sont en position cis si l'on prend comme axe de rota-

6]

. N . \ . .
tion la liaison C;- Ci ; par contre, les liaisons Ci - Oi et
Ni+1 - H,, 4sont en position trans si l'on prend comme axe de

. .. '
rotation la liaison Ci Ni+1.

oo/
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2) Mécanismes proposés comme &tant &

l'origine de l'activité optique de petites molécules.

De trés nombreux mécanismes ont &té
proposés dans cet esprit. La premiére théorie quantique sur
l'activité optique d'une substance en solution a été présentée
par Rosenfeld en 1928;celui-ci attribue l'activité optique d'une
molécule & des transitions électroniques ayant des moments de
transition électriques et magnétiques paralléles ou antiparal-
léles. Les résultats obtenus ne sont valables que dans une ré-
gion du spectre ou il n'y a pas de groupement chromophore. Par
la suite, Kirkwood, puis Condon, Altar et Eyring, puis Moffitt

ont proposé des théories un peu plus &laborées.

En 1937, Kirkwood (69) a proposé sa théorie
de "l'oscillateur couplé". Il suppose que 1'état électronique
fondamental de la molécule n'est pas dégénéré. Il considére
que la molécule optiquement active se compose de N groupes cou-
pléé par des liaisons de covalence & un groupe central inactif;
ce groupe inactif sera le carbone asymétrigue ou un radical
hydrocarboné de configuration rigide dans le cas des spiranes.
Si les groupes couplés sont optiquement actifs, on les décompo-
sera a4 leur tour. On arrive finalement & une décomposition en
groupes inact%fs; l'activité optique de la molécule est obtenue
par la juxtaposition de ces différents groupes pour former un
ensemble asymétrique. Une fois la molécule décomposée, Kirkwood
couple deux moments électriques de transition voisins. Dans la
suite du calcul il ne tient compte que des interactions des
groupes secondaires avec le groupe central, et il néglige les
interactions des groupes secondaires entr'eux. Pour qu'il y ait
couplage effectif dans ce cas, i1l faut qu'il y ait soit de grands
moments de transition (fortes bandes d'absorption), soit une
contiguité virtuelle entre les deux groupes. On symbolisera ce

mécanisme par 1l'appellation "mécanisme K".

Presque simultanément Condon, Altar et
Eyring (70) ont proposé leur théorie dite "3 un &lectron". Pour
leur part, ils supposent que chaque électron de la molécule se
meut dans un champ de forces dii 4 1l'action sur cet &lectron de

tous les autres atomes et des noyaux. L'activité optique est

oo/ onn
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alors due au mélange d'une transition magnétique d'un chromo-
phore avec une  transition électrique du méme groupement sous
l'influence du champ perturbateur provenant des autres groupe-
ments de la molécule. Le fait le plus important de cette théorie
est qu'elle fait intervenir la nature statique du champ pertur-
bateur & l'extérieur du groupe, et non le nombre des €lectrons
du groupe. On désignera cette théorie par mécanisme CAE.

Ce n'est qu'en 1956 que Moffitt (Ti) pr&posa une théorie
de "l'oscillateur couplé", que l'on peut rapprocher de celle
de Kirkwood. Néanmoins Moffitt a tenu compte dans sa théorie
du fait que 1'état €lectronique fondamental de la molécule
était d&généré.

Enfin, un autre mécanisme de couplage a été proposé; ce
mécanisme fait intervenir l'interaction d'une transition magné-
tiquement permise d'un chromophore avec une transition électri
quement permise d'un autre chromophore. On l'appelle mécanisme

p -m . Pendant trés longtemps, on n'en a pas tenu compte.

3) Cas des peptides.

Dans la plupart des cas, l'activité
optique des molécules peut &tre reliée a4 leur conformation en
n'utilisant qu'une des théories précédentes, car 1'un ou l'autre
mode de couplage est prépondérant dans la molécihle &tudiée.

Ceci n'est plus vrai dans le cas de molécules contenant
des groupements peptidiques. En effet, pour de tels dérivés,
les bandes d'absorption que l'on peut mesurer expérimentalement
sont dégénérées; de plus, elles sont & la fois du type électri-
que et du type magnétique ( transitions 7 > 7%et n - 7). Il
est donc nécessaire de tenir compte de tous les mécanismes
envisagés précédemment (Kirkwood-Moffitt, CAE, u-m). C'est ce
qu'a fait Schellman (67) lorsqu'il a voulu relier forces rota-
tolires et conformations des peptides. Il voulait exprimer les
forces rotatoires des transitions électroniques d'une molécule
en fonction de toutes lés transitions électroniques de ses N
_groupements'constituants. Pour éela, il a supposé& que ces groupe-
ments possédent des &tats fondamentaux définis indépendamment

les uns des autres, et qui sont perturbés dans la molécule par

v/ onn
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des interactions entre les groupements. Ces interactions peu-
vent conduire & une dégénérescence des états & l'intérieur

d'un groupe aussi bien qu'd un couplage des états dans diffé-
rents groupes. D'autre part, il a négligé 1'échange &lectro-
nique entre les différents groupes. Une fois son modéle bien
défini, Schellman est arrivé 3 une équation mathématique trés
complexe, incluant les théories de Kirkwood-Moffitt, Condon
Altar et Eyring et py-m. Pour simplifier le probléme, il n'a con-
sidéré qu'un nombre limité d'états électroniques des groupe-
ments indivuels; en particulier, il n'a pas tenu compte des
transitions spectrales inéonnues, situées & des longueurs d'on-
de inaccessibles expérimentalement. De plus, il a supposé que
1'état fondamental n'intervenait pas lors des interactions, de
méme que les configurations impliquant l'excitation simul%anée
de deux groupements différents. Il a pu ainsi établir un pro-
gramme de calculs qu'il a appliqué & quelques molécules modéles,
en particulier au cas de peptides trans—-trans comportant deux
groupements amide secondaire (ce qui correspond & un segment

de deux unités peptidiques dahs une chaine polypeptidique). Ses
résultats sont reportés sur des cartes donnant le signe de la
force rotatoire totale correspondant i la transition n - m*en
fonction des angles conformationels ¢ et ¥ du peptide.Sur 1la
figure 18 sont représentés les résultats qui sont obtenus
selon gue l'on fait appel 4 1l'une ou l'autre des théories con-
sidérées.

Les cartes é-et be ont la méme allure, ce gqui montre gue
les calculs de Condon, Altar et Eyring (mécanisme CAE) et ceux
de Kirkwood-Moffitt (mécanisme K) peuvent &tre utilisés indif-
féremment pour une &tude de ce genre. Par contre, la carte cs,
gqui fait intervenir &galement le mécanisme p-m, est trés dif-
férente des deux premiéres, ce qul prouve l'importance de ce
mécanisme dans le cas des peptides. Sur la carte de enfin, on
a tracé en pointillé des contours permettant une &valuation de
la force rotatoire suivant la conformation envisagée, d'aprés
les calculs de Schellman (67). Il faut cependant noter que seule
la partie gauche de ces cartes est représentée ( angles ¢ com-
pris entre O et 180°); on peut obtenir la partie droite par

symétrie de rotation autour du point ¢ = 180°, ¢y = 180°, en

R AN
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prenant soin toutefois d'intervertir les signes plus et moins.

4) Cas des oligo-L-glutamates de L4 nitro-

benzyle.

Expérimentalement, nous avons pu obser-
L J

~

ver la bande dichroique correspondant 4 la transition n =+ 7
peptidique pour tous les oligoméres préparés. Cette bande étant
8lectriquement défendue n'est pas trés visible en ultra-violet
(épaulement situé vers 220nm), mais est optiquement active et
présente une ellipticité molaire intense. De plus, comme cette
transition est €loignée des transitions dues au chromophore
nitrobenzylique, nous avons pu évaluer la force rotatoire Rj

en utilisant la relation de Moscowitz obtenue en assimilant la
bande dichroique & une gaussienne et que nous avons vueprécé-

demment:

: -L42 o 2j
Rs= 0,696 V. 10 (6)° —&—

Les résultats sont reportés dans le tableau VI. Dans ce tableau
l'ellipticité molaire est exprimée en degré.cme.décimole—_1 et la

force rotatoire est en DM. (DM = magneton Debye).

5) Conclusion

On peut constater que, quel que soit
le dérivé considéré, la force rotatoire est positive. Si on
considére les longueurs d'onde auxquelles se situe la transi-
tion n » n*peptidique, on constate que cette bande est centrée
aux alentours de 212 nm dans le cas des diméres, tandis qu'on la
retrouve vers 218nm dans le cas des triméres. Pour les polypep-—
tides sous forme. hélicolTdale, cette transition se trouve vers
222 nm, tandis gu'elle est située vers 217nm dans le cas des
polypeptides sous forme désordonnée. Nous voyons donc que la
bande n + T se situe sensiblement & la méme longueur d'onde
dans le cas de nos triméres que dans le cas des polypeptides

sous forme désordonnée; cela semble normal, car un trimére n'est

pas un enchalnement assez long pour que l'on pulsse envisager

Y



TABLEAU VI

Mesunres de dichrolsme circulalhre.
Chromophone pepiidique.

(* om ; [e)j ; R, DM.
EMonomére protégé 213 ; 2980 , 0,0334
(
gDimére protégé 214 29320 00,2006
(
EDimére non protégé 211 9080 0,0573
( ;
(Trim@re protégé 217,5 . 11000 0,0706
( -
ETrimére non protégéf 220 : 15900 0,1715
(

-=00 0 00=-
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5T

une conformation autre qu'une chaline. Par contre, la bande

n » n*est décalée vers le bleu dans le cas des diméres. Ce
phénoméne a d8jd &t& observé par Schellman (67), qui situe
cette bande & 212 + 2 mu . Le di-L-glutamate de 4 nitroben-
zyle, qu'il soit ou non protégé, présente une bande corres-
pondant & la transition n -+ ﬂ‘peptidique située dans cet inter-
valle de longueurs d'onde.

Nous nous intéresseron: plusparticuliérement au cas du tri-
mére non protégé, en utilisant les cartes conformationnelles
établies par Schellman (67) dans le cas des peptides trans-
trans comportant deux groupements amide secondaire (Figure
184). Nous pouvons simplement dire que le tri-L-glutamate de 4
nitrobengyle sura une conformation indiquée sur la carte 18d-
par les zones notées +.

Ces conformations seront donc situées dans une des zones
répertoriées dans le tableau VII. Dans ce tableau, on a repéré
les valeurs possibles de l'angle ¥ correspondant & une cer-
taine valeur de l'angle ¢ . Nous ne pouvons pas &tre plus pré-
cise, car, n'ayant pu attéindre expérimentalement la bande
dichroique correspondant & la transition m -+ 7®des oligo-L-
glutamates de 4 nitrobenzyle, nous ne pouvons utiliser la carte
établie par Schellman et précisant le signe de la force rota-
toire en fonction de la conformation du peptide dans le cas de

e, . »
cette transition m > 7w .



PN P N PN P P P P P P P P~ P~ P~ P~ e~ —

TABLEAU

V11

Conformations possibles poun Le triméne

non protégé.

6°° 0-10 10-20 20-30 30-50 50-90 90-110
0-180 0-180 ° 0-150 0-150 0-60 10-30
p° ou ; ou : ou ; ou ; ou ; ou
350-360 ©190-230 '190-230 $190-210 ' 350-360  350-360
) ou : ou ) ou : :
©330-360 :330-360 :310-360
$°: 110-130 :130-150 :150-170 :170-180 :180-210 :210-230
10-30 0-10 0-10 0-10 :160-190 :130-190
e ou : ou : ou : ou : ou : ou
330-360 :310-360 :250-360 :180-360 :230-330 :210-310
$°: 230-250 :250-310 :310-330 :330-350 :350-360
$p°: 50-350 : 30-330 : 30-310 : 10-250 0-180
-=00 0 00=-
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CONCLUSION.

Dans un premigr temps, nous avons fabriqué
quelques.oligo-L-glutamates de para nitrobenzyle, d'une part
par la méthode en phase solide de Merrifield, d'autre part par

la méthode classique "

pas &8 pas" , Les dérivés intermédiaires
préparés étant difficilement cristallisables, nous n'avons pu
fabriquer que le dimére et le trimére par les deux méthodes
indiquées plus haut.

L*&tude par dichrolsme girculaire de ces oligoméres est
compliquée par le fait que le chromophore nitrobenzylique pré-
sente une bande d'sbsorption intense en ultra-violet dans le
domaine de longueurs d'onde &tudiées. | ,

Cependent les bandes dichrolques dues au groupement pep-
tidique et celles dues au groupement nitrobenzylique sont nette-
ment séparées, ces deux groupements présentant‘des bandes d'ab-
sorption UV dans des domaines de longueurs d'onde bien distincts.

Cela nous a permis,en utilisant les calculs de Schellman (67),

)
de proposer plusieurs conformations possibles pour le trimére
pon proté&gé, ces conformations &tant déterminfes & partin du
signe de la force rotatoire pour la transition n = * du chrdmo~
phore peptidique, N'ayant pu atteindre expérimentalement la bande
dichrofque correspondant & la transition 7 + 7¥de ce méme chro- |
mophore, nous n'avons pu préeiser la ou les conformations les
plus praobables pour ce dérivé,

D'autre part, aussi bien pour le monomére que pour les
oligoméres, nous ayons pu mettre en évidence des effets Cotton
gorrespondant aux bandes d'absorption en ultra-violet dues au
chrOmophqre nitrobenzylique. Ce résultat nous am&ne 3 penser

"

qu'}l y & repliement de la chafne latérale vers le squelette"”
peptldlque. L'origine des effets Cotton présentés par le mono-
mére pr0y1endra1t done de l'influence du carbone asymetrique,
pour les autres composes, il y aurait &galement influence du
carbone asymétrigque; mais, par suite du repliement de la chalne
latérale vers le "squelette" peﬁtidique, nous pensons qu'il y

aurait aussi couplage entre les pransitions dues au groupement

eoedonn



nitrobenzylique et celles dues au groupement peptidique. Ce

pésultat est d'autant plus intéressant que, contrairement &

ce qu'on admettait généralement jusqu'ici, la structuyre héli-

cofdale des polypeptides serait stabilisée non pas par les

interactions entre chaines
interactions entre chafnes
dique (72). Une conclusion

suite de travaux entrepris

latérales, mais plutdt
latérales et squelette
analogue avait pu €tre

au laboratoire sur les

glutamates d'ortho et de pars nitrobenzyle.

I1 est donc intéressant de continyer cette

par les

polypepti-
tirée &4 1la

poly-L~-

étude en

fabriquent des oligoméres plus longs, jusqu'd ce gue l'en-

chainement polypeptidique soit suffisamment important pohr

les produits adoptent une configuration hélicoldale.

que
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