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INTRODUCTION

La glycosylation des proteines est un domaine d'etude
intéressant aussi bien les chimistes organiciens que les biophysiciens
ou les biochimistes., Une glycoprotéine est une macromolécule formée
d'une partie protéique et d'une partie glycannique reliées entre elles
par l'intermédiaire d'un oxygene (O-glycoprotéine) ou d'un azote
(N-glycoprotéine). Les glycoprotéines éont impliqueées dans plusieurs
activités vitales de la cellule (défense, reconnaissance et adhésion
cellulaires,..). Dans ces molécules, la séquence d'acides aminés consti-
tuant la partie protéique est responsable de la conformation, tandis que
la partie glycannique est impliquée dans diverses fonctions comme par

exemple la reconnaissance cellulaire,

Au laboratoire de biophysique de l'Institut de Recherches sur
le Cancér de Lille, le complexe enzymatique impliqué dans la glycosylation
des protéines de la membrane d'oviducte de poule a été isélé et partiel-
lement purifié (1). Des essais de glycosylation de quelques peptides
synthétiques au moyen de ce complexe ont été réalisés (2) et ont permis
de vérifier et de confirmer les conditions requises pour 1la
N-glycosylation, conditions antérieurement formulées par différents
auteurs,

Ces conditions sont au nombre de deux

a) Nécessité d'une structure primaire du type Asn-X-Ser (Thr) ,
1'asparagine (Asn) portant toujours la chaine glycannique. X est un

acide aminé quelconque différent de la proline (3).

b) Nécessité d'une structure secondaire en coude p . Pour
qu'un peptide se mette sous forme de coude B (Fig. 1), il faut qu'il
possede au moins quatre résidus d'acide aminé (ou deux résidus bloqués
aux extrémités N- et C- terminales) et gu'il soit dans un milieu qui

favorise ce coude B . La glycosylation est directement liée a cette

structure secondaire (4, 5).
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Pour remplir ces conditions, nous avons pensé synthetiser un
hexapeptide cyclique ayant comme séquence lineaireAsn-GIn-Ser-Asn-Gly-Ser,
gui peossederait en méme temps la s2guence primaire et la conformation

requises,.

La synthése de ce peptide est la premiere étape de notre
travail, qui consistera ensuite & suivre de prés (in vitro) sa
glycosylation pour essayer de détecter les différents facteurs qui
empéchent la biosynthese normale des glycoprotéines. Ce mécanisme est
important puisgue dans de nombreux phénomenes pathologiques, et en
particulier lors du cancer, des changements importants au niveau des

chaines glycanniques ont eété mis en evidence.

Lorsque nous avons entrepris ce travail, tres peu de choses
.avaient été publiées concernant le couplage des différents acides.
aminés composant ce peptide, Ayant choisi de reéaliser la synthese en
phase homogéne (step by step), nous étions donc amené a chercher la

méthode de couplage la plus fiable pour faire cette synthese.

Le travail qui sera présenté ici aura donc comme objectif de
comparer des technigues et de choisir la plus efficace pour syntheétiser
le tripeptide Asn-GiIn-Ser , qui représente le peptide clef pour

notre cyclohexapeptide.
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GENERALITES
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I - PRINCIPE DE LA SYNTHESE PEPTIDIQUE :

La synthese peptidique consiste & réunir des acides aminés

par des liaisons de type amide selon le schéma réactionnel suivant

H
NH, CH - COOH NH,-CH-¢ - .-
. ~ - C ?H ~ COOH
1 R, O R
NH, - CH - coOH =
|
R, + H20

En général, la réaction ne s'arréte pas a un dipeptide, mais
conduit a une polycondensation des acides aminés., Pour contrdier ce
type de réaction, il est nécessaire de protéger temporairement les
sites réactionnels qui ne participent pas a la formation du produit.

‘Le choix des groupes protecteurs, gu'on peut introduire et éliminer
sélectivement, est l'un des problémes essentiels de la synthese

peptidique.

11 - PROTECTIONS DES FONCTIONS

Les acides aminés que nous avons utilisés sont :

NH,- CO-CH,-CH,- CH - COOH Glutamine
NH,
‘NH, - CO'—CH2— 'C':H - COOH Asparagine
NH, |
HO - CH, - CH - COON

NH,

Sérine

Ces trois acides aminés possedent tous une fonction
carboxylique (COOH), une fonction amine (NH2) et une fonction latérale

qu'on protege généralement,
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A - Protection de la fonction amine (NH.,)

Les groupements protecteurs les plus utiliseés ici sont de type uréthane.

1 - Groupe tertio- butyloxycarbonyle (t-Boc) :

» Introduction : Une des methodes est celle utilisant l'action

du Boc azide en milieu basique (6)

(0] 0
I oH- I
(CH,);-0-C - N, + NH,- (':H- COOH ——» (CH,);- O-C'NH-(':H -COOH
R o R
t-Boc-AA

» Déprotection : le t-Boc est éliminé en milieu acide, par
exemple par HCl 1N/CH3CGOH, ou par HCl 4N/dioxanne ou uien par le

TFA pur ou dilué (MERRIFIELD) (7)

% Particulariteée : résistant a l'hydrogénation catalytique ;

1'élimination du t-Boc n'altére pas la liaison peptidigue.

2 - Groupe benzyloxycarbonyle (2) :

G e . - G5 G > S > W - G W - - =

% Introduction ; en faisant réagir Z-Cl en milieu basique (8)

I OH- I
CH,-O-C-CI Y - CH,-O-C-NH-CH-COOH
1
, R

» Déprotection : peut se faire soit par action de HBr/CH3CUDH

soit par hydrogénation catalytique (Pd/charbon ou noir de Pd).

% Particularité : le Z est 1l'un des premiers groupements

protecteurs utilisés en synthése peptidique.

3 - Groupe biphénylisnpropyloxycarbonyle (Bpoc) :

G S (e e D D —— - ——— . —— — - ————— -~ -~

% Introduction : le plus souvent par action du Bpoc-azide

en milieu basique (9).




CH, O . 0 R

! I /e I !
c-0-C-nN, 28, \ /)~ C-O-C-NH-CH

! — o

Ch, COOH

Bpoc -AA

# Déprotection : 1l'élimination du Bpoc se fait facilement par
acidolyse, par exemple TFA (0,5 %) dans le chiorure de méthyléne ou
par l'acide acétique (80 %)

»# Particularite : le Bpoc peut amener des empéchements
stériques gui diminuent fortement les rendements des reactions de

couplags,

B - Protection de la fonction carboxylique

Les groupements protecteurs de la fonction COOH fréquemment utilises
sont du type ester d'alkyle (méthyle, éthyle...) ou ester de benzyle.

- Les esters méthyliques (Ome), éthyliques (OEt) sont
préparés par la méthode classique d'estérification par 1'alcool
correspondant en présence d'acide chlorhydrique anhydre (10) 6u de
chlorure de thionyle (S0Clp) (11)

La déprotection se fait par saponification dans l'acétone ou
le méthanol a 0°C.

Lors de la saponification des esters de peptides, on peut
observer une iégére racemisation des acides amines (12)

- Les esters‘benzyliques (0BZ1) sont obtenus par estérification
de l'acide a-amine par l'alcool benzylique en présence d'un catalyseur
acide,.

La régénération de la fonction acide peut se faire par
saponification ou plus souvent par hydrogénation catalytique (13)

- Les esters tertio-butyliques (0But) :

Ce type de bloquage est plus récent, fréguemment utilisé. Les esters
obtenus sont coupés par les acides chlorhydriques, bromhydrigues et

-,

par le TFA (14, 15). 1ls sont stables a l'hydrogénolyse.,
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C - Protection des fonctions latéerales

Seules les protections de la fonction amide et de la fonction alcool
seront traitées ici,

- Protection de la fonction amide

I1 existe plusieurs méthodes pour protéger cette fonction (16), mais
on n'a retenu que celle proposée par SHIMONISHI et Coll (17) gqui ont

utilisé le groupe xanthyle stable a l'hydrogenation catalytique.

o

Ce groupe est deétaché par des réactifs acides : HBr dans l'acide

acétique, HC1l 3N dans le dioxanne, Tfa dans le dichlorométhane.
- Protection de la fonction OH :

La réactivité de cette fonction est négligeable devant celle de la
fonction amine, on peut donc introduire les acides aminés hydroxylés
non protégés. Mais pour éliminer toutes réactions secondaires dues a
ce groupement, on préfére le protéger.

Parmi plusieurs groupes protecteurs, on a choisi le dérivé

O0-benzyl (18) pour bloguer 1'0OH de la sérine.

o - o
{ “ : NH3 Liquide ”
{CH3)3 C-0-C-NH -CH -COOH (CH;);C-0-C -NH - CH - COOH
] 1 .
CH,OH Na | CH,
?
| CH
Br 2

+ HBr

La déprotection de cette fonction se fait par hydrogénation

catalytique ou par HF ou par HBr/CF3CUUH.




111 - METHODES DE COUPLAGE :

Le couplage entre acides aminés est faciliteée par l'activation
de 1l'une des deux fonctions formant la liaison amide.vL'introduction
au niveau du réactif carboxylique d'un substituant électronégatif
augmente la charge positive de l‘'atome de carbone et facilité 1l'attaque

du groupement NH, libre de l'autre acide aminé,

A - Méthode aux carbodiimides

La stabilité des carbodiimides, leur réactiviteé a la'température

ambiante, les rendements -importants et les faibles risques de

racémisation ont permis a cette méthode d'@tre la plus utilisée.
- La N, N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCCI) :

- Les a;ides anines, convenablement protégés,'en solution dans les solvants
organiqﬁes sont bouplés en présence de DCCI (19) selon le scﬁéma
réactionnel suivant : |

R
!

XNH-CH + GCH,-N=C=N-CH, —s GH N=C-NH-CH,

COOH ?
XNH-CH-Cc =0

)

R L]
COOR
|

l NH,—~CH

"
RO

i L8
|
CsH,~NH-C=-NH-CH + XNH-CH-C-NH-CH-COOR'

! [
R R"

dicyclohexylurée (DCU)

La DCU est tres faiblement sdluble dans la plupart des solvants

organiques.
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- La 1-éthyl-3-(diméthylaminopropyl)-carbodiimide (eoc) :

L'EDC a l'avantage d'étre soluble dans l'eau (SHEEHAN) (20)

| P CH,

CH;~CH,-N=C =N—-CH;~ CH,_. CH, = N
\(3H3

Oes auteurs ont utilisé des carbodiimides modifiées, pour éliminer la
racemisation observée dans leurs synthéses. D'autres auteufs'ont
proposé l'utilisation d'additifs, tel KOENIG (21) qui a propose

l1'hydroxybenzotriazole (HOBt).

B - Méthode aux anhydrides mixtes :

L'anhydride mixte est obtenu en faisant réagir dans un premier temps
l'acide «-aminé N protégé (22, 23) sur un chlorocarbonate d'alkyle
en présence d'un équivalent d'amine tertiaire (le plus souvent la
triéthylamine) qui neutralise 1'HCl formé. La réaction est rapide
(3 3 4 mn), se fait dans un milieu parfaitement anhydre et a tres

basse température (-15°C a =-20°C).

R, 0 R, O
XN éki R ! X NH : 4
H=C + RrO=CCl  cuyn ‘—CH.—'C\O )
COOH ) -1 5°C R2— O—C/
N\
O

+ (C,H,);N, HCI

Dans un deuxieme temps, on agute le second acide amirié au

milieu réactionnel pour aminolyser l'anhydride formé :

R,
(A) + NH, -~ CH — COOY X NH—(!JH - C=0
| . — I
R, YOOC —CH — NH
|
(X et Y sont des groupes protecteurs) Ry

+ RQ—OH + 002




L'anhydride le plus utilisé est le chloroformide d'isobutyle
en raison des bons rendements obtenus (23) (petits peptides) ; on

pourra ainsi l'utiliser d'une manieére repétitive sans isolement des

produits intermédiaires (24).

IV - VOIES DE SYNTHESE PEPTIDIYUE :

A 1'heure actuelle, il existe deux voies pour la synthese
peptidique : l'une est manuelle (phase homogéne) et l'autre automatique

(phase solide).

A - Phase homogene

- Principe : le couplage entre acides aminés se fait
manuellement, par étapes discontinues, dans un milieu homogéne, a
‘basse température ; l'évolution du couplage est suivie par chrdmatographie
sur couche mince»(TLC).

La réaction terminée, le peptide est extrait par un selvant
organique et les produits n'ayant pas réagi sont éliminés par des

lavages acides et basiques.

- Stratégie de la synthese : pour notre synthése on a choisi
d'accroitre la taille de notre peptide par la méthode qui consiste a
ajouter un acide aminé a la fois, qui réagira par‘son extrémite
C-terminale, au lieu de préparer des fragments peptidiques qui seront
reunis par la suite,

La premieére méthode a l'avantage de diminuer les risques'de
racémisation, malgré les faibles rendements et le nombre élevé de
produits secondaires obtenus parfois, ce qui nécessite la mise en

place d'une purification intermédiaire efficace.

B - Phase solide (MERRIFIELD) (25) :

Cette methode de synthese a 1l'avantage d'8tre rapide a cause de son

automatisation mais conduit a la formation de sous-produits gui sont
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généralement difficiles a purifier,

Les produits purs, obtenus par cette méthode, contiennent
souvent une quantite infime de hétaux qui perturbent les analyses
physiochimigues (RMN et DC) qu'on veut effectuer sur ces produits.
C'est pour cela gque cette voie de synthése peptidique n'a pas été

retenue pour notre synthése,

V - PROBLEME DE RACEMISATION :

La configuration du carbone asymeétrique, en synthese
peptidique? est 1'un des facteurs fondamentaux gui détérminent
l'activité biologique. Il est donc indispensable de prendre toutes
précautions pour éviter cette racémisation qui peut survenir soit lors
des operations "protection/déprotection" des acides aminés, soit pendant

la formation de la liaison peptidique.

- Mécanisme de la racémisation : Le mécanisme le plus couramment admis

peut se formuler de la maniere suivante :

g o
1M O R.. O~
HC—C=0 xH toeeC—C7 ro=c?
/. _LR‘ \ il / \
H N~ C o N o = "N o)
| | ]
R R R
oxazolone
(X=groupe activateur)
i |
o | o
HeeiC—CZT plc—cF | .
7 |
R R

melange racémique qui reéagira
sur le 2 acide amine,
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- La racémisation peut &tre empéchée par differentes astuces :

% travail & basse température

» utilisation de solvants non polaires

% ajouter des quantités, strictement nécessaires, de base
ou d'acide pour effectuer la neutralisation

% addition d'un inhibiteur de racémisation lors du couplage

tel le 1-hydroxybenzetriazole (HuBt) pour la DCCI.




CHAPITRE 11

Partie Experimentale
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1 - PREPARATIUN DES DERIVES D'AMINO=-ACIDES :

R - Préparation de t-Boc-C1N-0OH

11 est obtenu par action®en milieu basiyue du tertiocbutyl-

oxycaruvonyl azide préparé de la maniere suivante :

a) t-Boc~azide :

Toute la synt:ese doit se Faire sous la ﬁotte (le t-Boc-azide est
un hypotenseur). Une solution de 6,84 g de t-Boc—carbazéte dans
5,72 ml d'acide acétique et 9,5 ml d'eau est refroidie dans un
bain de glace (odc). En agitant 1la 501ution, on ajoute goutte a
goutte une solution de 3,95 g de nitrite de sodium dans 39,5 ml d'eau.
On laisse enéore agiter pendant 30 minutes au bain de glace, pﬁis
on ajoute 10 ml d'eau, Une’couche jaune'contanant de l'azide
vapparait,fque 1'on sépare de la phase aqueuse par decantation.

La couche agueuse est extraite 4 fois avec.15 ml d'éther chague
fois. Les couches éthérées et azides sont combinées et lavées

3 fois avec 15 hl d'eau, puis 3 fois avec 15 ml de bicarbonate

de sodium 1 M, La solution est séchée sur sulfate de magnésium

et 1'éther est évaporé au rotavapor a une température de 30°C
maximum (si la température est plus élevee, le produit peut se
décomposer en explosant). On récupére un residu huileux jaune,
gue l'on conserve au froid.

b) t-Boc-GlN-OH

@] ' O
CH: ' I

CH:,-C—O—C-NH—CH—CH:,—CH:,--C—NH2
) . f

CH, COOH




Dans 10 ml de dioxanne et 10 ml d'eau, on dissout 5,3 g (36 M)
de glutamine ; en agitant la solution, on ajoute de la soude 2 N
pour ajuster le pH vers 10,3. On ajoute alors goutte a goutte
d'une part de 1'azide gu'on vient de préparer, d'autre part de
la soude 2 N pour garder le pH a 10,3. Au bout de 24 heures, on
elimine 1'azide en excés par extraction a l'éther (50 ml). La
phase aqueuse dans laguelle est dissous le sel de t-Boc-(G1N-0OH,
est acidifiée par l'acide citrigue solide jusqu'a pH=3,

On libére ainsi l'acide de son sel de sodium,

On extrait la phase aqueuse acide 4 fois par 40 ml d'acetate
ld'éthyle chaque fois. On lave la phase acétate d'éthyle par

10 ml d'eau 2 fois. 0On seéche sur sulfate de sodium et on evapore

le solvant sous vide au rotavapor a une tempéerature 40°cC,

Rendement :

3
o+
J
.

§

= 8,86 g

s
0
)
)]
>
}C\

m obt.

6,77 g
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B - Préparation de Z-Ser(H)-0H

O

Il
CH,- O-C- NH - CH - COOH

éHQ'oH
Dans 100 ml d'eau, on ajoute 6,25 g de l'oxyde de magﬁésium, pour
maintenir la basicité de la solutibn ; puis on ajoute 5,25 g
(49,95 mm) de Sérine. Le mélange est refroidi a 5°C, on ajoute
40 ml d'éther ; ensuite 13,2 g de chloroformiate'de benzyle (Z-Cl)
sont ajoutés : 1/4 immédiatement, 1/2 aprés 10 mn et 1/4 aprés
20 mn, On agite encore au bain de glace.
La reaction est terminée au bout de 3 heures.
On filtre sur Célite, on sépare l'éther, et on lave la phase
 aqueuse avec 3 x 30 ml d'ether. On libé;e l'acide amine Z-Ser-0H
de son sel de sodium par l'acidification & froid (0°C) avec
l'acide chlorhydrique concentré qu'on ajoute jusqu'a pH=3,
On laisse a 4°C pendant une nuit pour obtenir le produit sous
forme d'un précipité qu'on recupere par filtration. Le produit
obtenu est séché sur Py0g, ensuite purifié par recristallisation
a partir de 27,5 ml d'acétate d'éthyle et ensuite 2 paftir de

25 ml d'eau. On obtient des cristaux fins, blancs. Fp=100-105°C

Rendement

R = 63,6 %
m obt

1
-
-
(o)
{a]
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C - Preparation d'ester de mathyle

Dans une solution de 120 ml de méthanol, 4,20 g de
L-Sérine sont dissous., On fait buller un courant d'acide
chlorhydrique sec pendant 5 a 10 minutes ; la réaction est
fortement exothermique. Le mélange est refroidi dans un bain
de glace. On laisse agiter a température ambiante 2 a 3 heures,
ensuite on rotavapore et on reprend avec 50 ml d'éther,
Aprés une nuit & 4°C, on obtient un précipité qu'on récupere
par filtration ; le filtrat est remis a 4°C pour une nouvelle
précipitation.
Le produit est purifié par recristallisation a partir de
méthanol-éther éthylique (10-70 ml). La pureté de l'ester a

été vérifié par cnromatographie sur couche mince (CCM),

Fp = 148-150°C

Rendement :

3

o
=2
|

= 6,22 g
‘ R =87 %
m obt = 5,41 g

Nous sommes partis de 1,06 g de L-Ser-(oBZ1)-OH
de 30,3 ml de méthanol et on a suivi le méme protocole gue

celui de L-Ser-0OH

Rendement

m th 1,140 g
R =75%

m obt

I
)
-
o)
6]
w
[{e]
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I - SYNTHESE DE DIPEPTIDES

A - Synthese de Bpoc-GlN-Ser-0Me

CH;, o o COOCH
, /' \\ // *\ ' i I | 3
C-O-C-NH-CH-C-NH-CH
— — | | |
CH; (CH,), CH,0H
| .
CONH,

a) Libérer le Bpoc-GlN-OH de son sel de DCHA :

§ g de Bpoc-GIN-0OH, DCHA sont dissous dans 40 ml de dichloro-
méthane (CH2E12). La solution obtenue est lavée avec 3 x 10 ml

de tampon Citrate (0;5 mole d'acide citrique, pH=3,5). Les fractions
du tampon Citrate sont rassemblées et lavées avec 10 ml de CH,Cl,.
Les phases CHyCl, rassemblees sont également lavées 3 fois avec

10 ml d'eau ; on relave l'eau avec 10 ml de CHZClz.vLe produit
contenu dans les 60 ml de CHpClp, est séché sur MgSOy et le solvant
évaporé sous vide., Le produit obtenu est mis a sécher sur P2Ug

pehdant uhe nuit.

b) Couplage "anhydride mixte" :

3,05 g de Bpoc-GlN-0OH sont dissous dans 20 ml de THF a =5°C, on
ajoute 1,15 ml d'iso-butylchloroformiate et 1,35 ml de:
Triéthylamine (TEA). Aprés une agitation vigoureuse pendant

4 mn a -5°C, on ajoute 1,46 g d'HCl, H-Ser-OMe et 1,35 ml de TEA.

Extraction

Au bout d'une nuit, on filtre l'ensemble -Rotavapor.

Le résidu obtenu est repris dans 50 ml d'acdétate d'éthyle.
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Un lave avec 1 x 20 ml Hyg, 2 x 20 ml NaH(LOy 0,5 M, 3 x 20 ml Hzuy ;

on seche sur Nay504 et ensuite rotavapor.

Purification :

- recristallisation @
Apreés avoir essayeé plusieurs couples solvant-précipitant, on n'a

pas réussi a recristalliser le produit.

- chromatographie par filtration sur gel :

Apres avoir déterminé par chromatograpnie sur couche mince le
solvant a utiliser comme eluant, nous étions confrontés lors du
passage du produit a deux difficultés :

Tout d'abord, l'impossibilité de contrdler par UV le passage du
produit : cela est di a 1l'intense absorption du groupe biphényl
attache au produit, qui masque 1'absorption des autres impuretés.
Ensuite,.la difficulté majeure est telle que les impuretés
accompagnent toujours le produit., Pour améliorer le fractionnement,
on a essayé de diminuer la concentration du dépdt ; mais, méme

dans ces conditions, nous n'avons pas pu avoir de separation

effective du produit.

- Apres toutes les'tentatiues infructueuses que nous avons effectuées
en vue de purifier notre produit, nous sommes passes a l'étape
suivante, qui consiste a débloquer, par coupure du Bpoc, la

fonction amine du peptide ; ainsi il a été facile de fecristalliser

le produit.

- Coupure du Bpoc : on prépare une solution d'acide acétique dans
laguelle on fait buller un courant d'acide chlorhydrique sec
jusqu'a saturation,

10 ml de la solution (HCl/acide~acétique) prébarée, sont nélangés
avec le Bpoc-Cl1N-Ser-0Me. Un laisse agiter pendant une heure a la

température anbiante et on évapure 1'HCl/acide-acétigue.
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Un dissout duns le méthanol chaud. Aprés une nuit a 4°C, le produit

precipité est récupéré par filtration ; on fait un contrdle par une

chromatographie CCM en milieu BAW et un spectre infrarouge,

Spectre IR obtenu : N©°1
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Remarque : D'apreés les chromotographies CCM et le spectre IR, la
purification du produit obtenu n'est pas totale. On
envisage donc de refaire le couplage mais cette fois

avec la DCCI.

c) Couplage a la DCCI :

On dissout 2,27 g (5,9 mM) de Bpoc-GIN-OH dans 14,8 ml de

dichlorométhane (10 ml/4mM). On ajoute 0,92 g d'HCl, H-Ser-0OMe
neutralise par l'addition de 0,65 ml de N-methylmorpholine

(0,171 ml/10M)

La solution est refroidie dans un bain de glace (0°C) pendant une
demi-heure, on ajoute alors 1,22 g de DCCI. On laisse agiter une
heure dsns le bain de glace, et ensuite pendant une nuit a la

tenpérature awbiante.
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Extractiqn :

Apres une nuit, on filtre la UCU. Le filtrat est lavé
successivement, avec des portions de 15 ml des solutions suivantes :
Hpg (une fois), NaHCO3 1 M (2 fois), Hpy (une fois), HCl (2 fois),
Hog ( 3 fois).,

On seche les phases organiques sur MyS0O, et on évapore, a une

température inférieure a 30°C, tous les solvants organiques.

Purification :

On dissout notre produit dens 5,4 ml d'acétate d'éthyle et on
rajoute 27 ml de cyclohexane. Apres une nuit a 4°C, on obtient
un précipité qu'on récupere par filtration ; on fait une CCM et

un spectre IR de ce précipiteé :

'Rf(produit) = 0,16

Spectre IR du précipite.N©2
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mth = 2,25g
: R = 40 %
m obt = 1,18 ¢

.Commentaire

/

D'apris les (CM effectuées et le spectre IH>obtenu, le




precipité contient toujours un peu d'impuretés et de DCU gui sont
difficilement éliminées, 0On a donc attribue¢ cette cunstatation a

la présence de la fonction alcool de la sérine, qui n'était pas
protegee.

Aussi, le rendement faible obtenu, nous mene a changer complatement
de stratégie ; on a donc envisage de protéger le (OH) de la sérine
et de prendre comme groupe protecteur de la fonction amine le

benzyloxycarbonyle (Z).

B - Synthése de Z-GIN-Ser (Bzl)-OMe-(DCCI)

o o COOCH,
I o
CH,-O-C-NH-CH- C- NH - CH

! |

(CH,), CH,- O - CH,
|

CONH,

On met en suspension 245,7 mg (1mM) de HCl, H-Ser(BZl)-0OMe
dans 3 ml de DMF. On y ajoute 0,11 ml de N-méthylmorpholine pour
neutraliser. La solution est mise dans un bain de glace. On y
ajoute 280,3 mg (1mM) de Z-GIN-OH.

A la solutioﬁ refroidie, on ajoute 206,3 mg de DCCI.
On laisse tourner une heure au bain de glace, puis la nuit a

température ambiante,

Extraction

Apres une nuit, on filtre la DCU et on fait une CCM en .

milieu chloroforme-méthanol-acide acétique (CMA)




- 21—

? 4 ~ B Ninhydrine positif
- f%é s 11UV positif
¥
NG HChlore-amidon positif
.ﬂ
SN
:; L
3 ]
& o
1 2
1 ¢ H=-Ser(BZ1l)-0OMe
2 : Z~-G1N-0H
3 ¢ Z-GIN-Ser(Bzl)-OMe
4 Impureté

On dilue le filtrat avec 3 ml Hy0. On l'extrait avec 3 x 15 ml
d'acétate d'éthyle et on fait une CCN de la phase DMF/H20 et de

la phase acétate d'éthyle ; le produit est entierement passe dans
l'acétate d'éthyie.

Lé phase acétate d'éthyle est lavée, successivement, avec des portion:
de 10 ml des solutions suivantes : H20 (Une fois), HCl 1IN (2 fois),
Hz0 (une fois), NaHCO3 1 M (2 fois), H,0 (2 fois).

On seche la phase organique sur Na2504, on évapore le solvant |
sous vide, : ' ‘

Purification

Tout d'abord on a réussi a €liminer 1l'impureté (4) associée
au produit en utilisant § ml d'acc<tate d'éthyle et 20 ml d'éther de
petiole, Ensuite, apres avoir évaporé le solvant et le précipitant,

on a procede, en 3 étapes, par une précipitation sélective, a la
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récupération de tout le produit, ceci en utilisant 15 ml d‘'acétate
d'éthyle et en laissant la solution une nuit a 4°C. Les CCM prises

montrent cette étape de purification,

2 s _ 2
LY I <

/' *
<« o D
> o @& @&

R — P B Ninhydrine positif
1 2 3 a4 5
' UV positif

7d Chlore amidon positif

1 : le precipité obtenu apres l'extraction et lavage

2 : précipité obtenu aprés 1l'Acétate d'éthyle-Ether de
petrole (5/20 ml)

3 : le premier filtrat obtenu par recristallisation par
15 ml d'acétate d'éthyle

4 : le 3eme filtrat obtenu par recristallisation par
15 ml d'acétate d'éthyle

5 : l'ensemble du .produit pur

RF du produit = 0,5

Spectre IR du produit pur




Spectre IR.N° 3
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1IT - SYNTHESE DU TRIPEPTIDE

Le schéma de la technigue retenue pour la synthese du

tripeptide tBoc-AsN(Xan)-GlN-Ser-0OMe est le suivant :

Asn(Xan) Gln Ser(Bzl)
tBoc OH . y4 OH HCI,NH, OMe
z DCCI OMe
CH3COOH’NH2 H, / noir Pd OMe
tBoc . ' OMe

Description de la synthése : |

A - Déprotection (NH,) du dipeptide : Z-GlN-Ser(BZl)-OMe 246,9 mg

On a liberé la fonction amine en pratiguant une Hydro—
génolyse dans le tertio-butanocl (45 ml) en présence d'un catalyseur.
noir de palladium et de quelques gouttes d'acide acetique {( 0,3 ml).
Preparation du catalyseur (noir de Pd) : on dissout a chaud |
250-300 mg de PdCl, dans Zﬁ ml d'HC1l concentré et 30 ml d'eau.

On ajoute de la potasse jusqu'au pH‘ 8-9, on obtient un précipité
de Pd (OH),. On ajuste le pH vers 5 avec l'acide formique, on‘obtient
une solution transparente (H,0) et un précipité noir (Pd). On filtre
et on lave le précipité a l'eau, puis au méthanol et au t-butanol.
NE JAMAIS LAISSER LE Pd SECHER, il doit toujours &tre trempeé dans

un solvant méme lors de filtration ou de lavaga,
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- Le Pd toujours recouvert d'un peu de t-butanol est
transvasé; en faisant un trou en-dessous du filtre et ringage avec
du t-butanol, dans la solution a hydrogéner.

Mode opératoire : 246,9 mg de 3-GlN-Ser(BZl)-0OMe sont dissous a
chaud dans 45 ml de butanol ; on ajoute alors 0,3 ml d'acide
acétique et 250 mg de noir de Pd. En agitant la solution on fait
buller l;hydrogéne, céci pendant une heure,

On fait une CCM pour s'assurer de la coupure du Z, enéuite on

filtre le Pd et on évapore les solvants.

Rendement

m th 191,6 mg

m obt 180 mg

B - Coublage avec tBoc-AsN (Xanthyl)-0H :

Une solution de 120 mg (0,33 mM) d'ACUH, H=-Gl1N=Ser-0OMe
dans 3 ml de DMF est neutralisée par 36.107° ml de N-méthylmorpholine,
La solution est mise dans un bain de glace, on y ajoute 139,5 mg de
Boc-AsN(Xan)=0H.
A la solution refroidie, on ajoute 67,6 mg de DCCI.
On laisse agiter une heure au bain de glace, puis la nuit a

temperature ambiante,

Extraction et purification :

Apres avoir filtré la DCU, on a essayé de traiter une partie du
filtrat obtenu par addition de 20 ml d'eau, ce qui a entrainé une
précipitation apres une nuit a 4°C., L'analyse dp précipité par CCM
et par son spectré IR (n° 4) montre qu'il ne s'agit pas d'un produit

pur ; il y a encore de la DCU et d'autres produits secondaires.
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L'autre partie restant du Fiitrat, apres filtration de
DCU, est traitée comme suit : on a gvaporé le DMF, utilisant une
pompe et sans chauffage excessif ( <40°C) ; ensuite on a redissous
le produit obtenu dans 2 x 25 ml d'acétate d'éthyle ; ce qui n'est
pas soluble est éliminé par filtration.
On lave la phase acétate d'éthyle, successivement, avec des fractions
de 30 ml des solutions suivantes : H,0 (une fois), NaHCO3 1M (2 fois),
Hp0 (une fois), HCl (2 fois), H,0 (3 fois).
On seéche sur MgS04 et on fait une CCM et uﬁ spectre IR de contrdle,
On evapore, a peu pres, les 45 ml d'acétate d'étnyle et on
reprecipite avec 20 ml d'éther de pétrole.
La CCM du précipité obtenu montre la disparition de la DCU attachée
au produit, mais il reste a trouver parmi les nombreuses taches

obtenues, celle qui éorrespondra au produit,

Remarque : le précipité obtenu ici est rassemblé avec
celui obtenu par l'autre meéthode de synthiése qui part d'HC1,

HG1IN~-Ser-0Me obtenu par coupure du Bpoc.
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Recherche du RF du produit

La CCM en milieu CMA du précipité obtenu est la suivante

@ | a
l.‘:*:.
azm Y } b
fg;-(.\" c
SR d . .
g Ninhydrine
s 8 £ uy
L
] 1 Chlore-amidon
1 2 3 _ . .
B Chlore-amidon + Ninhydrine

1) dépdt de Boc-ASN (X)-OH

RF = 0,2 (coloration jaune-verdftre)
2) dépdt de ce qui est insoluble dans l'acétate d'éthyle
3) dépdt de ce qui précipite par Ac-Eth/Ether de pétrole

Rep(a) = 0,7 3 Rp(b) = 0,4 5 Rp(c) = 0,35 ;
Rp(d) = 0,32

n

L'insoluble dans l'acétate d'éthyle ne pontient pas de peptide car
on n'a pas de révélation chlore-amidon positif ; de plus, son
spectre IR ne présente pas de bande amide.‘

Les taches du précipité (3) sont toutes chlore-amidon positif et

leur spectre IR (n° 5) présente des bandes amides.
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Spectre IR-N° 5

LOHIUTUR D'ONDES [H8 MICRONS

Yo NOISEIN
Q [~

——— ~ < a

VY
o
b

4

600

1000

45

]

1200

1400

41500

55

1200

2000

4020

NOMERE D'ONDES CM'

N1Cs 53




~29 —

Fractionnement du précipite : chromatugraphie par filtration sur gel

a) Schéma : voir appendice tecnnique

b) Caractéristique de la colonne utilisée :
I1 s'agit d'une colonne "Lobar" remplie avec de la silice
de type (Sigp & 25-40pum).
L'éluant utilise est le méme que celui utilisé en cnromato
sur couche mince : chloroforme-méthanol-acide acétique (760/40/24)
La gquantite de produit déposé, chaque fois, est de l'ordre de 80 mg.
Le débit de la colonne est de 2 ml/minute.
La durée de chaque fractionnement est de l'ordre d'une heure.
Le fractionnement est suivi par la variation d'absorption (UV)

correspondant au passage des différents produits.

c) Courbe de variation d'absorption lors du fractionnement :

Optique

Densité

e & b

- Yo 9§ & 7 B 5 4 3
Nombre de fraction
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d) Contrdle du fractionnement par CCM :

T
\
\Y
-

T

R

,
R\

a2
(5o
@

A :-dépdt de Boc-AsN (X)=0H (témoin)

B : dépdt de la fraction x

e) Analyse automatique d'acides aminés de la fraction "x" :
Cette technique permet de s'assurer de la nature des

acides aminés contenus dans la fraction X

Résultat : La fraction x comprend 3 acides aminés, AsN, GIN et Ser
3;;;-122 proportions suivantes : 2, 1, 1.

Ce résultat confirme celui obtenu par CCM. On est donc en presence
de tripeptide Boc-AsN(X)-GlN-Ser-OMe et un peu de Boc-AsN(X)-OH
qui ne‘perturbera pas la suite de notre synthese.

Le Ry dans le milieu (CMA : 760/40/24) du Boc-AsN(X)-GlN-Ser-0OMe

est de l'ordre de 0,4.




CHAPITRE III

Appendice Technique
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I - TECHNIQUES DE CONTROLE

Pour contrdler nos réactions chimiques on utilise, le

plus souvent, trois technigues & savoir

A - Chromatographie sur couches minces

Cette technique permet de suivre 1'évolution des réactions
de couplage ou de protection et de vérifier la pureté des produits
intermédiaires. L'éluant utilisé pour les peptides protégés est le
mélange (CMAl:chloroforme, méthanol, acide acétique en proportions
190/10/6. Mais pour les peptides libres et chlorhydrates d'ester,
on utilise le mélange (BAW) : n-butanol (40 %), acide acétique (10 %),

eau (50 %). Les chromatogrammes sont laissés sécher et ensuite révélés.
On a utilisé trois méthodes de révélation

1 - Révélation par lumiere UV : utilisée quand les prdduifs

possédent des groupements actifs en UV.

2 - Révélation par_la Ninhydrine : on pulvérise ce réactif
sur les chromatogrammes qui sont ensuite placés 10 minutes a 1’étuve
& 110°C. Il se développe une coloration rose pour tous les amino-

acides ou peptides & extrémité N-terminale libre, excepté les peptides

& proline N-terminale qui eux se colorent en jaune (Fig. 2).

3 - Réyélation par_le chlore-amidon : d'aprés Rydon et
Smith (26) modifiée par Pan et Dutcher (27), cette méthode est

utilisée pour mettre en évidence la présence de liaisons amides qui

donnent une coloration bleue au contact de 1'iode libre.

—CO—NH— =gy~ —CO—NCL~ == —CO—NH—

LIAISON  AMIDE | N—CHLORD  PEPTIDE + KCL + 41,
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Les bandes latérales sont imprégnées par pulvérisation
d’une solution d'hypochlorite de sodium diluée au 1/3 {(produit

commercial contenant 13-14 % de chlore activé). Aprés ventilation

Qs

pendant 2 3 h, on pulvérise une solution chaude du mélange amidon

soluble 1 %, KI 1 %. Il se forme alors des taches bleues sur fond

blanc qui virent lentement au marron.

Figure.?2
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B - Cpectroscopie infra-rouge

Cette technigue nous sert & contrdler l'existence des
fonctions gque devrait contenir notre produit, notamment les fonc-

tions amides.

C - Analyse automatigue d'acides aminés

Cette analyse nécessite une Hydrolyse totale du produit
(peptide ou protéine) : 240 a 450 nanomoles de peptide sont
mélangées dans un tube scellé -avec 1,5 ml d'HC1 5,6 N. Le mélange
est laissé é 110°C pendant 24 heures. On obtient donc une hydro-
lyse totale de ce peptide. La composition en résidusd'acides ami-

nés est réalisée automatiguement par un appareil Jéol type 5 AH.

IT - TECHNIQUES DE PURIFICATION

La purification est 1'étape la plus difficile en syn-
thése peptidigue et une m&me technigque de purification n'est en

général pas applicable & des produits différents.

Pour nos synthéses, on a utilisé deux techniques de puri-

fication

A - Technique de cristallisation (précipitation)

C'est la technigue la plus utilisée en chimie organique.
On emploie un couple (solvant/précipitant) qui permet de reprécipi-
ter, séiectivement, lé produit., La difficulté pour cette technique
est de trouver 1le précipitant adéquat qui permettra de cristalliser

st:lectivement le produit.
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B - Technique de chromatographie par filtration sur pel

C'est la technigue de purification la plus efficace.
Elle est, en général, pratiquée pour éliminer les produits secon-

daires gqui précipitent en méme temps que le produit.

Pour augmenter la résolution de la colonne, on appliqgue
une pression donnée par une pompe intégrée dans le circuit, comme
le montre le schéma {(Fig. 3). Ainsi, en guelqgues dizaines de minutes,

on peut purifier 50 3 100 mg de produit.

@

Fig. 3.- Schéma du montage de chromatographie par filtration sur gel qui a été
~utilisé. Ce montage comprend : 1'éluant (); une pompe C); un réegu-
lateur C) qui comprend un robinet @ gui régule le passage de 1'éluant
(position verticale) ou bien celui de 1'échantillon (position horizon-
tale) ; un systéme d'injection C) ; une colonne remplie avec de la
silice (® : un détecteur ) ; et un collecteur
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CONCLUSION

L'intérét de ce travail ne réside pas uniquement dans 1la
comparaison des différentes techniques qui peuvent 2tre appliquées
a la synthése d'un tripeptide. Mais il a permis surtout de trouver
‘une technique efficace pour synthétiser le tripeptide Asn-Gin-Ser,
qui représente 1'étape-clé dans la synthése du cyclohexapeptide

glycosylable par le complexe enzymatigue de glycosylation.

Sachant gue ce cyclohexapeptide jouera le ré&le de sub-
strat enzymatique, il doit donc répondre & toutes les exigences de
pureté. La présence de métaux inhibe 1'enzyme et fausse les résul-
tats obtenus en RMN. C’'est pour cela gue nous avons utilisé la syn-

thése en phase liquide qui est la seule & répondre & ces exigences.
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