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1 INTRODUCTION 

I La g l y c o s y l a t i o n  d e s  p r o t & i n e s  e s t  u n  d o m a i n e  d ' é t u d e  

I i n t é r e s s a n t  a u s s i  b i e n  l e s  c h i m i s t e s  o r g a n i c i e n s  q u e  l e s  b i o p h y s i c i e n s  

1 ou l e s  b i o c h i m i s t e s .  Une g l y c o p r o t é i n e  e s t  u n e  m a c r o m o l ~ c u l e  f o r m é e  

/ d ' u n e  p a r t i e  p r o t é i q u e  e t  d ' u n e  p a r t i e  g l y c a n n i q u e  r e l i é e s  e n t r e  e l l e s  

p a r  l t i n t e r m & d i a i r e  d ' u n  o x y g è n e  ( 0 - g l y c o p r o t é i n e )  ou d ' u n  a z o t e  

( N - g l y c o p r o t é i n e ) .  Les g l y c o p r o t é i n e s  s o n t  i m p l i q u é e s  d a n s  p l u s i e u r s  

a c t i v i t é s  v i t a l e s  d e  l a  c e l l u l e  ( d é f e n s e ,  r e c o n n a i s s a n c e  e t  a d h é s i o n  

c e l l u l a i r e s . . . ) .  D a n s  ce s  m o l é c u l e s ,  l a  s é q u e n c e  d ' a c i d e s  a m i n e s  c o n s t i -  

1 t u a n t  l a  p a r t i e  p r o t é i q u e  e s t  r e s p o n s a b l e  d e  l a  c o n f o r m a t i o n ,  t a n d i s  q u e  

l a  p a r t i e  q l y c a n n i q u e  e s t  i m p l i q u é e  d a n s  d i v e r s e s  f o n c t i o n s  comme p a r  

( e x e m p l e  l a  r e c o n n a i s s a n c e  c e l l u l a i r e .  

I Au l a b o r a t o i r e  d e  b i o p h y s i q u e  d e  l ' I n s t i t u t  d e  R e c h e r c h e s  s u r  

1 l e  C a n c e r  d e  L i l l e ,  l e  c o m p l e x e  e n z y m a t i q u e  i m p l i q u é  d a n s  l a  g l y c o s y l a t i o n ~  
i 

1 d e s  p r o t é i n e s  d e  l a  membrane  d ' o v i d u c t e  d e  p o u l e  a é t é  i s o l é  e t  p a r t i e l -  / 
l 

l e m e n t  p u r i f i é  ( 1 ) .  Des e s s a i s  d e  g l y c o s y l a t i o n  d e  q u e l q u e s  p e p t i d e s  ! 
s y n t h é t i q u e s  a u  moyen d e  ce c o m p l e x e  o n t  é t é  r é a l i s é s  ( 2 )  e t  o n t  p e r m i s  

d e  v é r i f i e r  e t  d e  c o n f i r m e r  l e s  c o n d i t i o n s  r e q u i s e s  p o u r  l a  
i l 
: 1 N - g l y c o s y l a t i o n ,  c o n d i t i o n s  a n t é r i e u r e m e n t  f o r m u l é e s  p a r  d i f f é r e n t s  ! I 

a u t e u r s .  
~ 
1 

C e s  c o n d i t i o n s  s o n t  a u  nombre  d e  d e u x  : 

a )  ~ é c e s s i t é  d ' u n e  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  d u  t y p e  Asn-X-Ser  (Thr) 

l ' a s p a r a g i n e  ( A s n )  p o r t a n t  t o u j o u r s  l a  c h a î n e  g l y c a n n i q u e .  X e s t  u n  ~ 
a c i d e  a m i n é  q u e l c o n q u e  d i f f é r e n t  d e  l a  p r o l i n e  ( 3 ) .  I 

b )  Nécessi te  d ' u n e  s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  e n  c o u d e  p . P o u r  

q u ' u n  p e p t i d e  s e  met te  s o u s  f o r m e  d e  c o u d e  B ( ~ i g .  l), il f a u t  q u ' i l  

p o s s k d e  a u  m o i n s  q u a t r e  r é s i d u s  d ' a c i d e  a m i n é  ( o u  d e u x  r é s i d u s  b l o q u é s  

a u x  e x t r é m i t é s  N-  e t  C- t e r m i n a l e s )  e t  q u ' i l  s o i t  d a n s  u n  m i l i e u  q u i  

f a v o r i s e  c e  c o u d e  B . La g l y c o s y l a t i o n  e s t  d i r e c t e m e n t  l i é e  à c e t t e  

s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  ( 4 ,  5). 



P o u r  r e m p l i r  c e s  c o n d i t i o n s ,  n o u s  avons  p e n s e  s y n t h é t i s e r  u n  

h e x a p e p t i d e  c y c l i q u e  a y a n t  comme séquence  1ineaireAsn-Gln-Ser-Asn-Gly-Ser, , 
q u i  p o s s t j d e r a i t  en  même temps  l a  G q u e n c e  p r i m a i r e  e t  l a  c o n f o r m a t i o n  , 

r e q u i s e s .  

L a  s y n t h è s e  d e  c e  p e p t i d e  e s t  l a  p r e m i è r e  é t a p e  d e  n o t r e  1 

t r a v a i l ,  q u i  c o n s i s t e r a  e n s u i t e  à s u i v r e  d e  p r è s  ( i n  v i t r o )  s a  l 
1 

g l y c o s y l a t i o n  p o u r  e s s a y e r  d e  d é t e c t e r  l e s  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  q u i  

empêchent  l a  b i o s y n t h è s e  n o r m a l e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s .  Ce mécan isme e s t  

i m p o r t a n t  p u i s q u e  d a n s  d e  nombreux  phénomènes p a t h o l o g i q u e s ,  e t  e n  

p a r t i c u l i e r  l o r s  du c a n c e r ,  d e s  c h a n g e m e n t s  i m p o r t a n t s  a u  n i v e a u  des  

c h a î n e s  g l y c a n n i q u e s  o n t  é t é  m i s  e n  é v i d e n c e .  l 

L o r s q u e  n o u s  a v o n s  e n t r e p r i s  c e  t r a v a i l ,  t r è s  p e u  d e  c h o s e s  i 
a v a i e n t  é t é  p u b l i é e s  c o n c e r n a n t  l e  c o u p l a g e  des d i f f é r e n t s  a c i d e s  

a m i n e s  composan t  c e  p e p t i d e .  A y a n t  c h o i s i  d e  r é a l i s e r  l a  s y n t h è s e  en 

p h a s e  homogène ( s t e p  by  s t e p ) ,  n o u s  é t i o n s  donc amené à c h e r c h e r  l a  l 
m é t h o d e  d e  c o u p l a g e  l a  p l u s  f i a b l e  p o u r  f a i r e  c e t t e  s y n t h è s e .  

l 

I 

L e  t r a v a i l  q u i  s e r a  p r é s e n t é  i c i  a u r a  d o n c  comme o b j e c t i f  d e  1 
c o m p a r e r  d e s  t e c h n i q u e s  e t  d e  c h o i s i r  l a  p l u s  e f f i c a c e  p o u r  s y n t h é t i s e r  

l e  t r i p e p t i d e  Asn-Gin-Ser , q u i  r e p r é s e n t e  l e  p e p t i d e  c l e f  p o u r  

n o t r e  c y c l o h e x a p e p t i d e .  
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CCM 

CMA 

BAW 

DCHA 
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NMM 

: Chromatographie sur couche mince 

: Chloroforme - Méthanol - Acide acétique 
: n-Butanol - Acide acétique - Eau 
: dicyclo-hexylammonium 

: Tétrahydrofuranne 

: Triéthylamine 

: Rapport front du produit sur front du solvant 

: Point de fusion 

: Dicyc lohexy lca rbod i imide  

: Dicyclohexylurée 

: Diméthylformamide 

: N-méthylmorpholine 





1 - PRINCIPE D E  L A  S Y N T H E S E  PEPTIDJQUE : 

La  s y n t h é s e  p e p t i d l q u e  c o n s i s t e  à r é u n i r  d e s  a c i d e s  a m i n é s  

p a r  d e s  l i a i s o n s  d e  t y p e  a m i d e  s e l o n  l e  s c h é m a  r é a c t i o n n e l  s u i v a n t  : 

En g é n é r a l ,  l a  r é a c t i o n  n e  s ' a r r ê t e  p a s  à u n  d i p e p t i d e ,  m a i s  

c o n d u i t  à u n e  p o l y c o n d e n s a t i o n  d e s  a c i d e s  a m i n é s .  P o u r  c o n t r ô i e r  ce 

t y p e  d e  r é a c t i o n ,  i l  e s t  n e c e s s a i r e  d e  p r o t é g e r  t e m p o r a i r e m e n t  les 

s i t e s  r é a c t i o n n e l s  q u i  n e  p a r t i c i p e n t  p a s  à l a  f o r m a t i o n  d u  p r o d u i t .  

L e  c h o i x  d e s  g r o u p e s  p r o t e c t e u r s ,  qu!on p e u t  i n t r o d u i r e  e t  é l i m i n e r  

s é l e c t i v e m e n t ,  e s t  l ' u n  d e s  p r o b l è m e s  e s s e n t i e l s  d e  l a  s y n t h è s e  

p e p t i d i q u e .  

I I  - PROTECTIONS D E S  FONCTIONS : 

Les a c i d e s  a m i n é s  q u e  n o u s  a v o n s  u t i l i s é s  s o n t  : 

G l u t a m i n e  

Asparag ine  

Sér ine  

C e s  t r o i s  a c i d e s  a m i n é s  p o s s è d e n t  t o u s  u n e  f o n c t i o n  

c a r b o x y l i q u e  ( C O O H ) ,  u n e  f o n c t i o n  a m i n e  ( N H ~ )  e t  u n e  f o n c t i o n  l a t é r a l e  

qu ' o n  p r o t è g e  g é n é r a l e m e n t .  



A - P r o t e c t i o n  d e  l a  f o n c t i o n  a m i n e  ( N H ~ L  

Les g r o u p e m e n t s  p r o t e c t e u r s  l e s  p l u s  u t i l i s é s  i c i  s o n t  d e  t y p e  u r k t h a n e .  

1 - G r o u p e  tertio-butyloxycarbonyle ( t - B o c )  : ....................................... 
+ I n t r o d u c t i o n  : Une d e s  m é t h o d e s  e s t  c e l l e  u t i l i s a n t  l ' a c t i o n  

du  Boc a z i d e  e n  m i l i e u  b a s i q u e  ( 6 )  
O 
II 

O 
OH- II (CH~)~-O-C - N, + NH,- CH - COOH - (CH3),- O-C-NH-CH - COOH 

R -  ;t 
t-Boc - A A  

* D e p r o t . e c t i o n  : l e  t - B o c  e s t  é l i m i n é  e n  m i l i e u  a c i d e ,  p a r  

e x e m p l e  p a r  tic1 ~ N / C H ~ C O O H ,  ou p a r  H C 1  4 ~ / d i o x a n n e  ou b i e n  p a r  l e  

T F A  p u r  ou  d i l u é    E ER RI FIELD) ( 7 )  

* P a r t i c u l a r i t e  : r é s i s t a n t  a ? ' h y d r o g & n a ~ i o n  c a t a l y t i q u e  ; 

l ' é l i m i n a t i o n  du t - B o c  n ' a l t è r e  p a s  l a  l i a i s o n  p e p t i d i q u e .  

2 - G r o u p e  b e n z y l o x y c a r b o n y l e  ( z )  : 
-----------------------------. 

* I n t r o d u c t i o n  ; e n  f a i s a n t  r é a g i r  Z - C l  e n  m i l i e u  b a s i q u e  (8)  

O 
II 

O 
on- II C H , - O - c - C l  - 
A A  
0 C H c  O-C - NH - CH - COOH 

I 

R 

+ ~ e ~ r o t e c t i o n  : p e u t  s e  f a i r e  s o i t  p a r  a c t i o n  d e  H B ~ / C H ~ C U O H  

s o i t  p a r  h y d r o g é n a t i o n  c a t a l y t i q u e  ( P d l c h a r b o n  ou  n o i r  . de  P d ) .  

* P a r t i c u l a r i t é  : l e  Z e s t  l ' u n  d e s  p r e m i e r s  g r o u p e m e n t s  

p r o t e c t e u r s  u t i l i s é s  e n  s y n t h è s e  p e p t i d i q u e .  

3 - G r o u p e  biphénylisopropyloxycarbonyle ( B p o c )  : ........................................... 
+ I n t r o d u c t i o n  : l e  p l u s  s o u v e n t  p a r  a c t i o n  du  B p o c - a z i d e  

e n  m i l i e u  b a s i q u e  ( 9 ) .  



O R 

/ \ I I  
I 

C-O-C -NH -CH 
I 

COOH 

Bpoc - A A  

* D é p r o t e c t i o n  : l ' é l i m i n a t i o n  du  Bpoc s e  f a i t  f a c i l e m e n t  p a r  

a c i d o l y s e ,  p a r  e x e m p l e  T F A  ( 0 , 5  F )  d a n s  l e  c h l o r u r e  d e  m é t h y l è n e  ou 

p a r  l ' a c i d e  a c e t i q u e  ( 8 0  $) 

* P a r t i c u l a r i t é  : l e  Bpoc  p e u t  a m e n e r  d e s  ~ m p ê c h e r n e n t s  

s t é r i q u e s  q u i  d i m i n u e n t  f o r t e m e n t  l e s  r e n d e m e n t s  d e s  r é a c t i o n s  d e  

c o u p l a g e .  

B - P r o t e c t i o n  d e  l a  f o n c t i o n  c a r b o x y l i q u e  

L e s  g r o u p e m e n t s  p r o t e c t e u r s  d e  l a  f o n c t i o n  C O O H  f r é q u e m m e n t  u t i l i s e s  

s o n t  du  t y p e  e s t e r  d ' a l k y l e  ( m é t h y l e ,  é t h y l e  ...) ou e s t e r  d e  b e n z y l e .  

- Les e s t e r s  m é t h y l i q u e s  (o rne ) ,  é t h y l i q u e s  ( o E ~ )  s o n t  

p r é p a r e s  p a r  l a  m é t h o d e  c l a s s i q u e  d ' e s t é r i f i c a t i o n  p a r  l ' a l c o o l  

c o r r e s p o n d a n t  e n  p r é s e n c e  d ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  a n h y d r e  ( 1 0 )  o u  d e  

c h l o r u r e  d e  t h i o n y l e  ( ~ 0 ~ 1 ~ )  ( 1 1 )  

La d é p r o t e c t i o n  se  f a i t  p a r  s a p o n i f i c a t i o n  d a n s  l ' a c é t o n e  ou 

l e  m é t h a n o l  à O ° C .  

L o r s  d e  l a  s a p o n i f i c a t i o n  d e s  e s t e r s  d e  p e p t i d e s ,  on p e u t  

o b s e r v e r  u n e  l é g è r e  r a c é m i s a t i o n  d e s  a c i d e s  a m i n é s  ( 1 2 )  

- Les e s t e r s  b e n z y l i q u e s  ( 0 0 ~ 1 )  s o n t  o b t e n u s  p a r  e s t é r i f i c a t i o n  

d e  l ' a c i d e  a - a m i n e  p a r  l ' a l c o o l  b e n z y l i q u e  e n  p r é s e n c e  d ' u n  c a t a l y s e u r  

a c i d e .  

La r é g é n é r a t i o n  d e  l a  f o n c t i o n  a c i d e  p e u t  s e  f a i r e  p a r  

s a p o n i f i c a t i o n  ou p l u s  s o u v e n t  p a r  h y d r o g é n a t i o n  c a t a l y t i q u e  (13) 

- Les e s t e r s  t e r t i o - b u t y l i q u e s  ( 0 8 u t )  : 

Ce t y p e  d e  b l o q u a g e  e s t  p l u s  r é c e n t ,  f r é q u e m m e n t  u t i l i s 6 .  Les e s t e r s  

o b t e n u s  s o n t  c o u p é s  p a r  l e s  a c i d e s  c h l o r h y d r i q u e s ,  b r o m h y d r i q u e s  e t  

p a r  l e  T F A  ( 1 4 ,  1 5 ) .  I l s  s o n t  s t a b l e s  a l t h y d r o y & n o l y s e .  



C - P r o t e c t i o n  d e s  f o n c t i o n s  l a t é r a l e s  

S e u l e s  l e s  p r o t e c t i o n s  d e  l a  f o n c t i o n  a m i d e  e t  d e  l a  f o n c t i o n  a l c o o l  

s e r o n t  t r a i t é e s  i c i .  

- P r o t e c t i o n  d e  l a  f o n c t i o n  a m i d e  : 

I l  e x i s t e  p l u s i e u r s  m é t h o d e s  p o u r  p r o t é g e r  c e t t e  f o n c t i o n  ( 1 6 ) ,  m a i s  

on n ' a  r e t e n u  q u e  c e l l e  p r o p o s é e  p a r  SHIVlONISHI e t  C o l 1  ( 1 7 )  q u i  o n t  

u t i l i s e  l e  g r o u p e  x a n t h y l e  s t a b l e  a l ' h y d r o g é n a t i o n  c a t a l y t i q u e .  

Ce g r o u p e  e s t  d é t a c h é  p a r  d e s  r é a c t i f s  a c i d e s  : H B r  d a n s  l ' a c i d e  

a c é t i q u e ,  H C 1  3 N  d a n s  l e  d i o x a n n e ,  T f a  d a n s  l e  d i c h l o r o m é t h a n e .  

- P r o t e c t i o n  d e  l a  f o n c t i o n  O H  : 

La r é a c t i v i t é  d e  c e t t e  f o n c t i o n  e s t  n é g l i g e a b l e  d e v a n t  c e l l e  d e  l a  

f o n c t i o n  a m i n e ,  un p e u t  d o n c  i n t r o d u i r e  l e s  a c i d e s  a m i n e s  h y d r o x y l e s  

n o n  p r o t é g é s .  M a i s  p o u r  é l i m i n e r  t o u t e s  r é a c t i o n s  s e c o n d a i r e s  d u e s  à 

ce g r o u p e m e n t ,  on p r é f è r e  l e  p r o t é g e r .  

P a r m i  p l u s i e u r s  g r o u p e s  p r o t e c t e u r s ,  on a  c h o i s i  l e  d é r i v é  

O-benzy l  ( 1 8 )  p o u r  b l o q u e r  l ' O H  d e  l a  s é r i n e .  

- 
II 

!~H~),c-o€-NH -CH -COOH NH3 Liquide II 
(CH3), C-O-C -NH - CH - COOH 

I I 
CH20H FH2 

0. + HBr 

La d é p r o t e c t i o n  d e  c e t t e  f o n c t i o n  s e  f a i t  p a r  h y d r o g é n a t i o n  

c a t a l y t i q u e  ou p a r  HF ou p a r  H B ~ / C F ~ C U U H .  



1 I I I  - f lETHODES DE CUUPLAGE : 

Le c o u p l a g e  e n t r e  a c i d e s  a m i n é s  e s t  f a c i l i t é  p a r  l ' a c t i v a t i o n  

d e  l ' u n e  d e s  d e u x  f o n c t i o n s  f o r m a n t  l a  l i a i s o n  a m i d e .  L ' i n t r o d u c t i o n  

au  n i v e a u  du r é a c t i f  c a r b o x y l i q u e  d ' u n  s u b s t i t u a n t  é l e c t r o n & g a t i f  

a u g m e n t e  l a  c h a r g e  p o s i t i v e  d e  l ' a t o m e  d e  c a r b o n e  e t  f a c i l i t é  l ' a t t a q u e  

du g r o u p e m e n t  NH2 l i b r e  d e  l ' a u t r e  a c i d e  a m i n é .  

A - m é t h o d e  a u x  c a r b o d i i m i d e s  

La s t a b i l i t é  d e s  c a r b o d i i m i d e s ,  l e u r  r é a c t i v i t é  a l a  t e n , p É r a t u r e  

a m b i a n t e ,  l e s  r e n d e m e n t s  i m p o r t a n t s  e t  l e s  f a i b l e s  r i s q u e s  d e  

r a c é m i s a k i o n  o n t  p e r m i s  a c e t t e  m é t h o d e  d ' ê t r e  l a  p l u s  u t i l i s é e .  

- La N, Nt-dicyclohexylcarbodiimide (DCCI) : 

- L e s  a c i d e s  a n i n é s ,  c o n v e n a b l e m e n t  p r o t é g é s ,  e n  s o l u t i o n  d a n s  l e s  s o l v a n t s  1 
l 

o r g a n i q u e s  s o n t  c o u p l é s  e n  p r é s e n c e  d e  D C C I  ( 1 9 )  s e l o n  l e  scnema  

r k a c t i o n n e l  s u i v a n t  : 

R 
I 

X N H - C H  + C6Hll-N=C=N-C6Hll - C6H1;N=C-NH-CBHn 
I 1 

COOH O 
I 

XNH-CH-c =O 
I 

d i c y c l o h e x y l u r é e  (DCU)  

La DCU e s t  t r è s  f a i b l e m e n t  s o l u b l e  d a n s  l a  p l u p a r t  d e s  s o l v a n t s  

o r g a n i q u e s .  1 



L ' E D C  a  l ' a v a n t a g e  d ' ê t r e  s o l u b l e  d a n s  l ' e a u  ( S H E E H A N )  ( 2 0 )  

0 
CH, 

CH,-CH,-N = C = N - CH, - CH2 - CH; - N 
\ 

CH3 
Des a u t e u r s  o n t  u t i l i s é  d e s  c a r b o d i i m i d e s  m o d i f i é e s ,  p o u r  é l i m i n e r  l a  

r a c é m i s a t i o n  o b s e r v é e  d a n s  l e u r s  s y n t h è s e s .  D ' a u t r e s  a u t e u r s .  o n t  

p r o p o s e  l ' u t i l i s a t i o n  d ' a d d i t i f s ,  t e l  K U E N I G  ( 2 1 )  q u i  a  p r o p o s é  

l ' h y d r o x y b e n z o t r i a z o l e  ( H O B ~ ) .  

B - M é t h o d e  a u x  a n h y d r i d e s  m i x t e s  : 

L ' a n h y d r i d e  m i x t e  e s t  o b t e n u  e n  f a i s a n t  r é a g i r  d a n s  u n  p r e m i e r  t e m p s  

l ' a c i d e  4 - a m i n é  N p r o t é g é  ( 2 2 ,  2 3 )  s u r  u n  c h l o r o c a r b o n a t e  d ' a l k y l e  

e n  p r é s e n c e  d ' u n  é q u i v a l e n t  d ' a m i n e  t e r t i a i r e  ( l e  p l u s  s o u v e n t  l a  

t r i é t h y l a m i n e )  q u i  n e u t r a l i s e  l t H C 1  f o r m é .  La r é a c t i o n  e s t  r a p i d e  

(3  à 4 m n ) ,  s e  f a i t  d a n s  un  m i l i e u  p a r f a i t e m e n t  a n h y d r e  e t  à t r è s  

b a s s e  t e m p é r a t u r e  ( - 1 5 0 ~  à - 2 0 0 ~ ) .  

Ri O 
I II 71 o0 

X NH-CH + R ï O - C  CI ( c ~ H ~ ) ~  ,,, XNH-CH.-  C 
I \ 
cnnu - O (A) 

Dans  u n  d e u x i è m e  t e m p s ,  on  a g u t e  l e  s e c o n d  a c i d e  a m i n é  a u  

m i l i e u  r é a c t i o n n e l  p o u r  a m i n o l y s e r  l ' a n h y d r i d e  f o r m é  : 

I 
(A)  + NH, - CH - COOY X N H - C H  - C = O  

I - 
R3 

I 
Y OOC - CH - NH 

I 
( X  e t  Y s o n t  d e s  g r o u p e s  p r o t e c t e u r s )  R3 

+ R2-OH + CO, 



 anhydride l e  p l u s  u t i l i s é  e s t  l e  c h l o r o f o r r n i d e  d t i s o b u t y l e  

e n  r a i s o n  d e s  b o n s  r e n d e m e n t s  o b t e n u s  ( 2 3 )  ( p e t i t s  p e p t i d e s )  ; o n  

p o u r r a  a i n s i  l ' u t i l i s e r  d ' u n e  m a n i è r e  r h p é t i t i v e  s a n s  i s o l e m e n t  d e s  

p r o d u i t s  i n t e r m é d i a i r e s  ( 2 4 ) .  

IV - VOIES D E  SYNTHESE PEPTIDIIJUE : 

A l ' h e u r e  a c t u e l l e ,  i l  e x i s t e  d e u x  v o i e s  p o u r  l a  s y n t h e s e  1 
I 

p e p t i d i q u e  : l ' u n e  e s t  m a n u e l l e  ( p h a s e  h o m o g è n e )  e t  l ' a u t r e  a u t o m a t i q u e  l 1 
( p h a s e  s o l i d e ) .  1 

A - P h a s e  homoqène  : 

- P r i n c i p e  : l e  c o u p l a g e  e n t r e  a c i d e s  a m i n é s  s e  f a i t  

m a n u e l l e r i - \ e n t ,  p a r  é t a p e s  d i s c o n t i n u e s ,  d a n s  u n  m i l i e u  h o m o g è n e ,  à 

b a s s e  t e m p é r a t u r e  ; l t é v o l u t i o n  du  c o u p l a g e  e s t  s u i v i e  p a r  c n r o m a t o ~ r a p h i e  

s u r  c o u c h e  m i n c e  ( T L C ) .  

La r é a c t i o n  t e r m i n é e ,  l e  p e p t i d e  e s t  e x t r a i t  p a r  u n  s o l v a n t  

o r g a n i q u e  e t  l e s  p r o d u i t s  n ' a y a n t  p a s  r é a g i  s o n t  é l i m i n é s  p a r  d e s  

l a v a g e s  a c i d e s  e t  b a s i q u e s .  

: - S t r a t é g i e  d e  l a  s y n t h è s e  : p o u r  n o t r e  s y n t h e s e  on a  c h o i s i  

d ' a c c r o î t r e  l a  t a i l l e  d e  n o t r e  p e p t i d e  p a r  l a  m é t h o d e  q u i  c o n s i s t e  à 

a j o u t e r  u n  a c i d e  a m i n é  à l a  f o i s ,  q u i  r é a g i r a  p a r  s o n  e x t r é m i t é  

C - t e r m i n a l e ,  a u  l i e u  d e  p r é p a r e r  d e s  f r a g m e n t s  p e p t i d i q u e s  q u i  s e r o n t  

r é u n i s  p a r  l a  s u i t e .  

La p r e m i 5 r e  m é t h o d e  a  l ' a v a n t a g e  d e  d i m i n u e r  l e s  r i s q u e s  d e  

r a c é m i s a t i o n ,  m a l g r é  l e s  f a i b l e s  r e n d e n l e n t s  e t  l e  n o m b r e  é l e v é  d e  

p r o d u i t s  s e c o n d a i r e s  o b t e n u s  p a r f o i s ,  ce q u i  n é c e s s i t e  l a  mise e n  

p l a c e  d ' u n e  p u r i f i c a t i o n  i n t e r m é d i a i r e  e f f i c a c e .  

B - P h a s e  s o l i d e  ( M E R R I F I E L D )  ( 2 5 )  : 

C e t t e  m é t h o d e  d e  s y n t h è s e  a  l ' a v a n t a g e  d ' ê t r e  r a p i d e  à c a u s e  d e  s o n  

a u t o m a t i s a t i o n  m a i s  c o n d u i t  a l a  f o r m a t i o n  d e  s o u s - p r o d u i t s  q u i  s o n t  



g é n é r a l e m e n t  d i f f i c i l e s  à p u r i f i e r .  

Les p r o d u i t s  p u r s ,  o b t e n u s  p a r  c e t t e  mr i thode ,  c o n t i e n n e n t  

s o u v e n t  u n e  q u a n t i t é  i n f i m e  d e  m é t a u x  q u i  p e r t u r b e n t  l e s  a n a l y s e s  

p h y s i o c h i m i q u e s  ( R M N  e t  D C )  q u ' o n  v e u t  e f f e c t u e r  s u r  ces  p r o d u i t s .  

C ' e s t  p o u r  c e l a  q u e  c e t t e  v o i e  d e  s y n t h è s e  p e p t i d i q u e  n ' a  p a s  & t é  

r e t e n u e  p o u r  n o t r e  s y n t h è s e .  

PROBLEPiE D E  RACENISATION : 

La c o n f i g u r a t i o n  du c a r b o n e  a s y m e t r i q u e ,  e n  s y n t h è s e  

p e p t i d i q u e ,  e s t  l ' u n  d e s  f a c t e u r s  f o n d a m e n t a u x  q u i  d é t e r m i n e n t  

l ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e ,  I l  e s t  d o n c  i n d i s p e n s a b l e  d e  p r e n d r e  t o u t e s  

p r é c a u t i o n s  p o u r  é v i t e r  c e t t e  r a c é m i s a t i o n  q u i  p e u t  s u r v e n i r  s o i t  l o r s  

a e s  o p é r a t i o n s  "protection/déprotection" d e s  a c i d e s  a m i n é s ,  s o i t  p e n d a n t  

l a  f o r m a t i o n  d e  l a  l i a i s o n  p e p t i d i q u e ,  

- ~ é c a n i s m e  d e  l a  r a c é m i s a t i o n  : Le m é c a n i s m e  l e  p l u s  c o u r a m m e n t  a d m i s  

p e u t  s e  f o r m u l e r  d e  l a  m a n i è r e  s u i v a n t e  : 

H - 
4 

HC--C=O /O- 

/ B' 
H N:] C O 'N 

\C+O 

l 
R I 

R 
I 
R 

oxazolone 
(X=  groupe activateur) 

R' 
I 

H 
O 

.c- c+ 
\ BH 

N 0 + N O h 

\/ 

m é l a n g e  r a c é m i q u e  q u i  r é a g i r a  
s u r  l e  2 a c i d e  a m i n é .  



- La r a c é m i s a t i o n  p e u t  ê t r e  e m p ê c h é e  p a r  d i f f é r e n t e s  a s t u c e s  : 

* t r a v a i l  à b a s s e  t e m p e r a t u r e  

* u t i l i s a t i o n  d e  s o l v a n t s  n o n  p o l a i r e s  

n a j j o u t e r  d e s  q u a n t i t é s ,  s t r i c t e m e n t  n é c e s s a i r e s ,  d e  b a s e  

ou d ' a c i d e  pour  e f f e c t u e r  l a  n e u t r a l i s a t i o n  

* a d d i t i o n  d ' u n  i n h i b i t e u r  d e  r a c é m i s a t i o n  l o r s  du c o u p l a g e  

t e l  l e  1 - h y d r o x y b e n z a t r i a z o l e  ( H L J B ~ )  pour  l a  DCCI. 



Partie Experimentale 



1  - PHEPARHTIUN D E S  D E R I V E Ç  D'A~"IINO-ACIDES : 

A - P r é p a r a t i o n  de t-Boc-ClN-OH 

Il e s t  o b t e n u  p a r  a c t i o n ' e n  m i l i e u  b a s i q u e  du t e r t i o b u t y l -  

o x y c a r b o n y l  a z i d e  p r é p a r é  de l a  m a n i è r e  s u i v a n t e  : 

T o u t e  l a  s y n t ! i e s e  d o i t  s e  f a i r e  sous  l a  h o t t e  ( l e  t - B o c - a z i d e  e s t  

u n  h y p o t e n s e u r ) .  Une s o l u t i o n  de 6 , 8 4  g  de t - B o c - c a r b a z a t e  dans 

5,72 m l  d ' a c i d e  a c é t i q u e  e t  9,5 m l  d ' e a u  e s t  r e f r o i d i e  dans  u n  

b a i n  de g l a c e  ( O O C ) .  En a g i t a n t  l a  s o l u t i o n ,  on a j o u t e  g o u t t e  à 

g o u t t e  une  s o l u t i o n  de 3,95 g  de n i t r i t e  de sod ium dans 39,5 m l  d ' e a u .  

On l a i s s e  e n c o r e  a g i t e r  pendan t  3 0  m i n u t e s  au  b a i n  de  g l a c e ,  p u i s  

on a j o u t e  10 m l  d ' eau .  Une couche  j a u n e  c o n t e n a n t  d e  l ' a z i d e  

a p p a r a î t ,  que l ' o n  s é p a r e  de l a  phase aqueuse p a r  d é c a n t a t i o n .  

L a  couche aqueuse e s t  e x t r a i t e  4 f o i s  a v e c . l 5  m l  d ' é t h e r  chaque  

f o i s .  Les  couches  é t h é r é e s  e t  a z i d e s  s o n t  comb inées  e t  l a v é e s  ~ 
3 f o i s  avec  15 m l  d 'eau ,  p u i s  3 f o i s  avec  1 5  m l  de b i c a r b o n a t e  

de sod ium 1 M. La  s o l u t i o n  e s t  séchée s u r  s u l f a t e  de  magnésium 

e t  l ' é t h e r  e s t  évapo re  au r o t a v a p o r  a une  t e m p é r a t u r e  de 30°C 

maximum ( s i  l a  t e m p é r a t u r e  e s t  p l u s  é l e v é e ,  l e  p r o d u i t  p e u t  s e  1 
decomposer en e x p l o s a n t ) .  On r k c u p è r e  u n  r é s i d u  h u i l e u x  j a u n e ,  

que l ' o n  cons,erve au F r o i d .  

CH, 
O 

I II 
CH3- C - O - C - NH - CH - CH, - CH2 - C - NH, 

I - I 

CH, COOH 



Dans  10 m l  d e  d i o x a n n e  e t  1 0  m l  d ' e a u ,  on  d i s s o u t  5 , 3  g (36 I I ~E )  

d e  g l u t a m i n e  ; e n  a g i t a n t  l a  s o l u t i o n ,  on a j o u t e  d e  l a  s o u d e  2 N 

p o u r  a j u s t e r  l e  pH v e r s  1 U , 3 .  On a j o u t e  a l o r s  g o u t t e  a g o u t t e  

I d ' u n e  p a r t  d e  l t a z i d e  q u ' o n  v i e n t  d e  p r é p a r e r ,  d ' a u t r e  p a r t  d e  

l a  s o u d e  2 N p o u r  g a r d e r  l e  pH à 1 0 , 3 .  Au b o u t  d e  2 4  h e u r e s ,  on 

é l i m i n e  l t a z i d e  e n  e x c è s  p a r  e x t r a c t i o n  à l ' é t h e r  ( 5 0  m l ) .  L a  

I p h a s e  a q u e u s e  d a n s  l a q u e l l e  e s t  d i s s o u s  l e  s e l  d e  t-Boc-G1N-OH, 

e s t  a c i d i f i é e  p a r  l ' a c i d e  c i t r i q u e  s o l i d e  j u s q u ' à  pH=3. 

On l i b è r e  a i n s i  l ' a c i d e  d e  s o n  s e l  d e  s o d i u m .  

On e x t r a i t  l a  p h a s e  a q u e u s e  a c i d e  4  f o i s  p a r  4 0  m l  d ' a c é t a t e  

d ' é t h y l e  c h a q u e  f o i s .  On l a v e  l a  p h a s e  a c é t a t e  d ' é t h y l e  p a r  

1 0  m l  d ' e a u  2 f o i s .  On s è c h e  s u r  s u l f a t e  d e  s o d i u m  e t  on é v a p o r e  

l e  s o l v a n t  s o u s  v i d e  a u  r o t a v a p o r  à u n e  t e m p é r a t u r e  40°C.  1 . .  

R e n d e m e n t  : --------- 
m t h .  = 8,86 g 

m o b t .  = 6 , 7 7  g 



b - P r é p a r a t i o n  d e  Z - ~ e r ( ~ ) - D H  

O 
II 

CH,- O - C - . N H -  C H -  COOH 

D a n s  10U m l  d ' e a u ,  o n  a j o u t e  6 , 2 5  g  d e  l ' o x y d e  d e  m a g n é s i u m ,  p o u r  

m a i n t e n i r  l a  b a s i c i t é  d e  l a  s o l u t i o n  ; p u i s  on a j o u t e  5 , 2 5  g 

( 4 9 , 9 5  m f i )  d e   érine. Le m é l a n g e  e s t  r e f r o i d i  à S O C ,  on a j o u t e  

4 0  m l  d ' é t h e r  ; e n s u i t e  1 3 , 2  g  d e  c h l o r o f o r m i a t e  d e  b e n z y l e  ( z - c l )  

s o n t  a j o u t é s  : 1 / 4  i m m é d i a t e m e n t ,  1 / 2  a p r è s  1 0  mn e t  1 / 4  a p r è s  

2 0  mn. On à g i t e  e n c o r e  a u  b a i n  d e  g l a c e .  

La  r é a c t i o n  e s t  t e r m i n é e  a u  b o u t  d e  3 h e u r e s .  

On f i l t r e  s u r   élite, on s é p a r e  l ' é t h e r ,  e t  on  l a v e  l a  p h a s e  

a q u e u s e  a v e c  3 x  3 0  m l  d ' é t h e r .  On l i b è r e  l ' a c i d e  a m i n e  Z-Ser-OH 

d e  s o n  s e l  d e  s o d i u m  p a r  l ' a c i d i f i c a t i o n  à f r o i d  ( O O C )  a v e c  

l ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  c o n c e n t r e  q u ' o n  a j o u t e  j u s q u ' à  pH=3. 

On l a i s s e  à 40C p e n d a n t  u n e  n u i t  p o u r  o b t e n i r  l e  p r o d u i t  s o u s  

f o r m e  d ' u n  p r é c i p i t é  q u ' o n  r é c u p è r e  p a r  f i l t r a t i o n .  Le p r o d u i t  

o b t e n u  e s t  s é c h é  s u r  P205,  e n s u i t e  p u r i f i e  p a r  r e c r i s t a l l i s a t i o n  

à p a r t i r  d e  2 7 , s  m l  d ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  e t  e n s u i t e  à p a r t i r  d e  

2 5  m l  d ' e a u .  On o b t i e n t  d e s  c r i s t a u x  f i n s ,  b l a n c s .  Fp=100-105°C 

R e n d e m e n t  : --------- 



C - P r e p a r a t i o n  d ' e s t e r  d e  m é t h y l e  

Dans  u n e  s o l u t i o n  d e  1 2 0  m l  d e  m é t h a n o l ,  4 , 2 0  g d e  

L - S é r i n e  s o n t  d i s s o u s ,  On f a i t  b u l l e r  u n  c o u r a n t  d ' a c i d e  

c h l o r h y d r i q u e  s e c  p e n d a n t  5 à 1 0  m i n u t e s  ; l a  r é a c t i o n  e s t  

f o r t e m e n t  e x o t h e r m i q u e .  Le m é l a n g e  e s t  r e f r o i d i  d a n s  un b a i n  

d e  g l a c e .  On l a i s s e  a g i t e r  a t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  2 à 3 h e u r e s ,  

e n s u i t e  o n  r o t a v a p o r e  e t  o n  r e p r e n d  a v e c  50 m l  d ' é t h e r .  

A p r è s  u n e  n u i t  à 4OC, on o b t i e n t  u n  p r é c i p i t é  q , u t o n  r é c u p è r e  

p a r  f i l t r a t i o n  ; l e  f i l t r a t  e s t  remis à 4OC p o u r  u n e  n o u v e l l e  

p r é c i p i t a t i o n ,  

Le p r o d u i t  e s t  p u r i f i é  p a r  r e c r i s t a l l i s a t i o n  à p a r t i r  d e  

m é t h a n o l - é t h e r  é t h y l i q u e  ( 1 0 - 7 0  m l ) .  La  p u r e t é  d e  l ' e s t e r  a 

é t é  v é r i f i é  p a r  c n r o m a t o g r a p h i e  s u r  c o u c h e  m i n c e  ( C Ç N ) ,  

Fp  = 148-15U°C 

R e n d e m e n t  : 

Nous sommes p a r t i s  d e  1 , 0 6  g d e  L - S e r - ( o l 3 ~ 1 ) - 0 ~  

d e  3 0 , 3  m l  d e  m é t h a n o l  e t  on  a  s u i v i  l e  même p r o t o c o l e  q u e  

c e l u i  d e  L-Ser-OH 

R e n d e m e n t  : 



II - SYNTHESE [JE DIPEPTIDES : 

A - S y n t h è s e  de Bpoc-GIN-Ser-UPle 

C O 0  CH, 
I 

C - O - C  - N H -  CH- C - N H - C H  
1 I I 

CONH, 

a )  L i b é r e r  l e  Bpoc-GIN-OH d e  s o n  s e l  de UCHA : ----------------------------------------- 
5 g  d e  Bpoc-GlN-OH, DCHA s o n t  d i s s o u s  dans  4 0  m l  d e  d i c h l o r o -  

e 

m é t h a n e  ( c H ~ c ~ ~ ) .  L a  s o l u t i o n  o b t e n u e  e s t  l a v é e  a v e c  3 x  1 0  m l  

d e  tampon  C i t r a t e  ( 0 , s  m o l e  d ' a c i d e  c i t r i q u e ,  pH=3,5). L e s  f r a c t i o n s  

du tampon  C i t r a t e  s o n t  r a s s e m b l é e s  e t  l a v é e s  a v e c  1 0  m l  de  CH2C12. 

L e s  p h a s e s  Ch2C12 r a s s e m b l é e s  s o n t  é g a l e m e n t  l a v é e s  3 f o i s  a v e c  

1 0  m l  d ' e a u  ; on r e l a v e  l ' e a u  a v e c  1 0  m l  d e  CH2C12. L e  p r o d u i t  

c o n t e n u  d a n s  l e s  6 0  m l  de  CH2C12 e s t  s é c h é  s u r  PgSOq e t  l e  s o l v a n t  

é v a p o r é  s o u s  v i d e .  L e  p r o d u i t  o b t e n u  e s t  m i s  a s é c h e r  s u r  P2ü5 

p e h d a n t  uhe n u i t .  

b )  C o u p l a g e  " a n h y d r i d e  m i x t e 1 '  : .......................... 
3,05 g d e  Bpoc-G1N-OH s o n t  d i s s o u s  dans  2 0  m l  de  THF a -5OC, on 

a j o u t e  1 ,15  m l  d'iso-butylchloroformiate e t  1 ,35 m l  d e  

T r i é t h y l a m i n e  ( T E A ) .  A p r b s  u n e  a g i t a t i o n  v i g o u r e u s e  p e n d a n t  

4 rnn a - S O C ,  on  a j o u t e  1,46 g  dlHC1, H-Ser-OMe e t  1,35 m l  d e  TEA. 

E x t r a c t i o n  : ---------- 
Au b o u t  d ' u n e  n u i t ,  o n  f i l t r e  l ' e n s e m b l e  - R o t a v a p o r .  

L e  r é s i d u  o t ~ t e n u  e s t  r e p r i s  d a n s  50 m l  d ' a c é t a t e  d ' é t n y l e .  



On l a v e  a v e c  1 x ~ I J  m l  H ~ D ,  2 x 2 0  m l  Nat-iCOl 0 , s  PI, 3 x 20  m l  H ~ I J  ; 

on s e c h e  s u r  Na25U4 e t  e n s u i t e  r o t a v a p o r .  

P u r i f i c a t i o n  : ------------ 
- r e c r i s t a l l i s a t i o n  : 

A p r e s  a v o i r  e s s a y é  p l u s i e u r s  c o u p l e s  s o l v a n t - p r é c i p i t a n t ,  o n  n ' a  

p a s  r é u s s i  à r e c r i s t a l l i s e r  l e  p r o d u i t .  

- c n r o m a t o g r a p h i e  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  : 

A p r e s  a v o i r  d e t e r m i n é  p a r  c h r o r n a t o g r a p n i e  s u r  c o u c h e  m i n c e  l e  

s o l v a n t  à u t i l i s e r  comme é l u a n t ,  n o u s  é t i o n s  c o n f r o n t G s  l o r s  du 

p a s s a g e  du  p r o d u i t  à d e u x  d i f f i c u l t é s  : 

T o u t  d ' a b o r d ,  l t i m p o s s i b i l i t é  d e  c o n t r ô l e r  p a r  UV l e  p a s s a g e  du 

p r o d u i t  : c e l a  e s t  dû à l ' i n t e n s e  a b s o r p t i o n  du g r o u p e  b i p h é n y l  

a t t a c h é  a u  p r o d u i t ,  q u i  m a s q u e  l ' a b s o r p t i o n  d e s  a u t r e s  i m p u r e t é s .  

E n s u i t e ,  l a  d i f f i c u l t é  m a j e u r e  e s t  t e l l e  q u e  l e s  i m p u r e t é s  

a c c o m p a g n e n t  t o u j o u r s  l e  p r o d u i t .  P o u r  a m é l i o r e r  l e  f r a c t i o n n e m e n t ,  

on a  e s s a y é  d e  d i m i n u e r  l a  c o n c e n t r a t i o n  du d é p ô t  ; m a i s ,  même 

d a n s  c e s  c o n d i t i o n s ,  n o u s  n ' a v o n s  p a s  pu a v o i r  d e  s é p a r a t i o n  

e f f e c t i v e  d u  p r o d u i t .  

- A p r è s  t o u t e s  l e s  t e n t a t i v e s  i n f r u c t u e u s e s  q u e  n o u s  a v o n s  e f f e c t u é e s  

e n  v u e  d e  p u r i f i e r  n o t r e  p r o d u i t ,  n o u s  sommes p a s s é s  à l ' é t a p e  

s u i v a n t e ,  q u i  c o n s i s t e  à d é b l o q u e r ,  p a r  c o u p u r e  du B p o c ,  l a  

f o n c t i o n  a m i n e  du  p e p t i d e  ; a i n s i  i l  a  é t é  f a c i l e  d e  r e c r i s t a l l i s e r  

l e  p r o d u i t .  

- C o u p u r e  du Bpoc  : on p r é p a r e  u n e  s o l u t i o n  d ' a c i d e  a c é t i q u e  d a n s  

l a q u e l l e  on f a i t  b u l l e r  un c o u r a n t  d ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  sec  

j u s q u l à  s a t u r a t i o n .  

10 m l  d e  l a  s o l u t i o n  ( ~ ~ l / a c i d e - a c k t i q l i e )  p r o p a r G e ,  s o n t  r i d l a n g u s  

a v e c  l e  bpoc-LlN-Ser-Ume.  Un l a i s s e  a g i t e r  p e n d a n t  u n e  h e u r e  à l a  

t e n i p u r a t u r o  a r i . b i a i i t e  e t  ori é v a l ~ u r e  l ' ~ ~ l / a c i d e - a c & t i q ~ ~ o .  



On d i s s o u t  d a n s  l e  r n 6 t h a n o l  c h a u d .  A p r è s  u n e  n u i t  à 4OC, l e  p r o d u i t  

p r c c i p i t é  e s t  r & c u p & r &  p a r  f i l t r a t i o n  ; on f a i t  un  c o n ~ r ô l e  p a r  u n e  

c h r o m a t o g r a p h i e  C C M  e n  m i l i e u  k j A W  e t  un  s p e c t r e  i n f r a r o u g e .  

S p e c t r e  IR o b t e n u  : N o l  

R e m a r q u e  :  après l e s  c h r o r n o t o g r a p h i e s  CCiY e t  l e  s p e c t r e  I R ,  l a  

p u r i f i c a t i o n  du p r o d u i t  o b t e n u  n ' e s t  p a s  t o t a l e .  un 

e n v i s a g e  d o n c  d e  r e f a i r e  l e  c o u p l a g e  m a i s  c e t t e  f o i s  

a v e c  l a  DCCI. 

c )  C o u p l a g e  à l a  DCCI : ------------------ 
On d i s s o u t  2 , 2 7  g (5 ,9  mm) d e  Bpoc-GlN-OH d a n s  1 4 , 8  m l  d e  

d i c h l o r o m é t h a n e  ( 1 0  m1/4mPi). Un a j o u t e  0,92 g  d 'HC1,  H-Ser-Ofle 

n e u t r a l i s é  p a r  l ' a d d i t i o n  d e  0 , 6 5  m l  d e  N - m é t h y l m o r p h o l i n e  

( O ,  I i ~ I ~ / I ~ I ~ V I )  

La s o l u t i o n  e s t  r e f r o i d i e  d a n s  un  b a i n  d e  g l a c e  ( O O C )  p e n d a n t  u n e  

d e m i - h e u r e ,  on  a j o u t e  a l o r s  1 , 2 2  g d e  UCCI. On l a i s s e  a g i t e r  u n e  

h e u r e  d a n s  l e  t a i n  d e  g l a c e ,  e t  e n s u i t e  p e n d a n t  u n e  n u i t  a l a  



E x t r a c t i o n  : 

 près u n e  n u i t ,  o n  f i l t r e  l a  bCU. L e  f i l t r a t  e s t  l a v é  

s u c ; c e : , s i v e m e n t ,  a v e c  d e s  p o r t i o n s  d e  15  m l  d e s  s o l u t i o n s  s u i v a n t e s  : 

Hz0 ( u n e  f o i s ) ,  NaHC03 1 N ( 2  f o i s ) ,  H z "  ( u n e  f o i s ) ,  H C 1  ( 2  f o i s ) ,  

H z "  ( 3 f o i s ) .  

On s è c h e  l e s  p h a s e s  o r g a n i q u e s  s u r  f l g S 0 4  e t  on é v a p o r e ,  a u n e  

t e m p é r a t u r e  i n f é r i e u r e  à 3 U ° C ,  t o u s  l e s  s o l v a n t s  o r g a n i q u e s .  

P u r i f i c a t i o n  : ------------ 
On d i s s o u t  n o t r e  p r o d u i t  d a n s  5 , 4  m l  d ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  e t  o n  

r a j o u t e  2 7  m l  d e  c y c l o h e x a n e .   près u n e  n u i t  à 4OC, on  o b t i e n i  

u n  p r é c i p i t é  q u ' o n  r é c u p è r e  p a r  f i l t r a t i o n  ; on f a i t  u n e  CCM e t  

u n  s p e c t r e  IR d e  ce  p r é c i p i t é  : 

R f  ( p r o d u i t )  = O,16 

S p e c t r e  I R  du p r é c i p i t é .  N O 2  

LONGUEUR D'ONDES EN MICRONS 
2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 4,5 7 7.5 8 9 10 11 12 14 16 

i 1 
! 

i 

l 

i 

i 
i 

NOAlDPC D'ONDES CM' 1 
i 

m t h  = 2 , 2 5  g 
R = 4 0 %  

m o b t  = 1 , 1 8  9 

C o m m e n t a i r e  : 

D ' a p r e s  1 8 3  LLM e f f  c ~ t u e e s  e t  l e  s p e c t r e  IH o b t e n u ,  l e  



I d i f f i c i l e m e n t  é l i m i n a e s .  On a  d o n c  a t t r i b u t ;  c e t t e  c o n s t a t a t i o n  à 

I l a  p r é s e n c e  d e  l a  f o n c t i o n  a l c o o l  d e  l a  s é r i n e ,  q u i  n ' é t a i t  p a s  

p r o t é g é e .  

A u s s i ,  l e  r e n d e m e n t  f a i b l e  o b t e n u ,  n o u s  mène à c h a n g e r  c o m p l è t e m e n t  

1 d e  s t r a t é g i e  ; on a  d o n c  e n v i s a g é  d e  p r o t é g e r  l e  ( O H )  d e  l a  s é r i n e  

e t  d e  p r e n d r e  comme g r o u p e  p r o t e c t e u r  d e  l a  f o n c t i o n  a m i n e  l e  

b e n z y l o x y c a r b o n y l e  ( z ) .  

B - S y n t h è s e  d e  Z-GIN-Ser (Eiz1)-0Ne-(DCCI)  

O 0 - COOCH, 
I I  II I 

C H 2 - O - C - N H - C H -  C -  NH - C H  
I l 

(CH,), CH2- O - CH2 
I 

On met e n  s u s p e n s i o n  245 ,7  m g  ( I ~ M )  d e  H C 1 ,  H - ~ e r ( ~ ~ 1 ) - 0 f l e  

d a n s  3 m l  d e  DKF. On y a j o u t e  0 , 1 1  m l  d e  N - m e t h y l m o r p h o l i n e  p o u r  

n e u t r a l i s e r .  La s o l u t i o n  e s t  mise d a n s  u n  b a i n  d e  g l a c e .  On y  

a j o u t e  2 8 0 , 3  mg ( I ~ M )  d e  Z - G I N - O H .  

A l a  s o l u t i o n  r e f r o i d i e ,  on a j o u t e  2 0 6 , 3  mg d e  DCCI. 

On l a i s s e  t o u r n e r  u n e  h e u r e  a u  b a i n  d e  g l a c e ,  p u i s  l a  n u i t  à 

t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e .  

E x t r a c t i o n  : ---------- 
A p r è s  u n e  n u i t ,  on  f i l t r e  l a  D C U  e t  on  f a i t  u n e  CCP1 e n  , 

m i l i e u  c h l o r o f o r m e - m é t h a n o l - a c i d e  a c é t i q u e  ( C N A )  



B N i n h y d r i n e  p o s i t i f  

. . . 
:.:UV p o s i t i f  

@ C h l o r e - a m i d o n  p o s i t i f  

1 : ~ - s e r  ( E i ~ 1 ) - 0 f l e  

2 : Z - G l N - O H  

3 : Z - ~ l ~ - ~ e r  ( 0 2 1 ) - 0 f l e  

4 : I m p u r e t é  

On d i l u e  l e  f i l t r a t  a v e c  3 m l  H20. On l ' e x t r a i t  a v e c  3 x 15 m l  

d ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  e t  o n  f a i t  u n e  C C N  d e  l a  p h a s e  D N F / H ~ O  e t  d e  

l a  p h a s e  a c é t a t e  d ' é t h y l e  ; l e  p r o d u i t  e s t  e n t i è r e m e n t  p a s s e  d a n s  

l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e .  

L a  p h a s e  a c é t a t e  d ' e t h y l e  e s t  l a v é e ,  s u c c e s s i v e m e n t ,  a v e c  d e s  p o r t i o n  1 
d e  1 0  m l  d e s  s o l u t i o n s  s u i v a n t e s  : H20 ( u n e  f o i s ) ,  H C 1  1 N  ( 2  f o i s ) ,  1 
H20 ( u n e  f o i s ) ,  NaHC03 1 N ( 2  f o i s ) ,  H20 ( 2  f o i s ) .  1 1 

l 
On s è c h e  l a  p h a s e  o r g a n i q u e  s u r  NazSOq,  on  é v a p o r e  l e  s o l v a n t  

I 
s o u s  v i d e .  

P u r i f i c a t i o n  : 

1 
T o u t  d ' a b o r d  o n  a  r é u s s i  à e l i n l i n e r  l ' i m p u r e t é  ( 4 )  a s s o c i é e '  

i 
l 

a u  p r o d u i t  e n  u t i l i s a n t  5 m l  d l a c c t a t e  d ' é t h y l e  e t  20  m l  d ' é t h e r  d e  

p e t i o l e .  E n s ~ i i t e ,  a p r e s  a v o i r  G v a p o r é  l e  s o l v a n t  e t  l e  p r é c i p i t a n t ,  

o n  a  p r o c é d é ,  e n  3 & t a p e s ,  p a r  u n e  p r e c i p i t a t i o n  s k l e c t i v e ,  à l a  



r é c u p é r a t i o n  d e  t o u t  l e  p r o d u i t ,  c e c i  e n  u t i l i s a n t  15 m l  d ' a c é t a t e  

d ' é t h y l e  e t  e n  l a i s s a n t  l a  s o l u t i o n  u n e  n u i t  à 4 0 C .  Les CLPI p r i v e s  

m o n t r e n t  c e t t e  & t a p e  d e  p u r i f i c a t i o n .  

N i n h y d r i n e  p o s i t i f  

1--' I- J UV p o s i t i f  

C h l o r e  a m i d o n  p o s i t i f  

1 : l e  p r é c i p i t é  o b t e n u  a p r è s  l ' e x t r a c t i o n  e t  l a v a g e  

2 : p r é c i p i t e  o b t e n u  a p r è s  l ' A c é t a t e  d ' é t h y l e - E t h e r  d e  
P é t r o l e  ( 5 / 2 0  m l )  

3 : l e  p r e m i e r  f i l t r a t  o b t e n u  p a r  r e c r i s t a l l i s a t i o n  p a r  
15 m l  d ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  

4 : l e  seme f i l t r a t  o b t e n u  p a r  r e c r i s t a l l i s a t i o n  p a r  
15 m l  d ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  

$j : l ' e n s e m b l e  du p r o d u i t  p u r  

R F  du p r o d u i t  = 0 , s  

S p e c t r e  IR du p r o d u i t  p u r  
- 
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SYNSHESE [)U T R I P E P T I ~ J E  : 

L e  schéma d e  l a  t e c h n i q u e  r e t e n u e  p o u r  l a  s y n t h è s e  du 

t r i p e p t i d e  ~ B O C - A ~ N ( X ~ ~ ) - G ~ N - S ~ ~ - O M ~  e s t  l e  s u i v a n t  : 

D e s c r i p t i o n  de l a  s y n t h è s e  : 

A - ~ é p r o t e c t i o n  (NH?)  d u  d i p e p t i d e  : 2 - G ~ N - s ~ ~ ( B z ~ ) - o P I ~  2 4 6 , 9  mg 

On a  l i b é r é  l a  f o n c t i o n  a m i n e  en p r a t i q u a n t  u n e  h y d r o -  

g é n o l y s e  d a n s  l e  t e r t i o - b u t a n o l  ( 4 5  m l )  en p r é s e n c e  d ' u n  c a t a l y s e u r .  

n o i r  d e  p a l l a d i u m  e t  d e  q u e l q u e s  g o u t t e s  d ' a c i d e  a c é t i q u e  ( 0 , 3  ml). 

P r é p a r a t i o n  d u  c a t a l y s e u r  ( n o i r  de  Pd)  : on d i s s o u t  à c h a u d  

250-300 mg d e  PdC12 d a n s  2 0  m l  d t H C 1  c o n c e n t r e  e t  30  m l  d ' e a u .  

On a j o u t e  d e  l a  p o t a s s e  j u s q u t a u  pH 8-9, o n  o b t i e n t  u n  p r é c i p i t e  

d e  Pd ( O H ) * .  O n  a j u s t e  l e  pH vers 5 a v e c  l ' a c i d e  f o r m i q u e ,  o n  o b t i e n t  

u n e  s o l u t i o n  t r a n s p a r e n t e  ( ~ ~ 0 )  e t  u n  p r é c i p i t é  n o i r  (Pd) .  On f i l t r e  

e t  o n  l a v e  l e  p r e c i p i t t !  a l ' e a u ,  p u i s  au  m é t h a n o l  e t  au  t - b u t a n o l .  

NE JUIv!AIS LHIS5ER LE Pd SECHER, il d o i t  t o u j o u r s  ê t r e  t re r r ipe  d a n s  

u n  s o l v a n t  même l o r s  d e  f i l t r a t i o n  ou  de  l a v a g e .  



Le Pd t o u j o u r s  r e c o u v e r t  d ' u n  peu  d e  t - b u t a n o l  e s t  

t r a n s v a s é ,  e n  f a i s a n t  un t r o u  e n - d e s s o u s  du f i l t r e  e t  r i n ç a g e  a v e c  

du  t - b u t a n o l ,  d a n s  l a  s o l u t i o n  à h y d r o g é n e r .  

Mode o p é r a t o i r e  : 2 4 6 , 9  mg d e  ~ - G ~ N - s ~ ~ ( B z ~ ) - u N ~  s o n t  d i s s o u s  à 

c h a u d  d a n s  4 5  m l  d e  b u t a n o l  ; on a j o u t e  a l o r s  0 , 3  m l  d ' a c i d e  

a c é t i q u e  e t  2 5 0  mg d e  n o i r  d e  Pd .  En a g i t a n t  l a  s o l u t i o n  o n  f a i t  

b u l l e r  l ' h y d r o g è n e ,  c e c i  p e n d a n t  u n e  h e u r e .  

On f a i t  u n e  CCP1 p o u r  s ' a s s u r e r  d e  l a  c o u p u r e  du  Z ,  e n s u i t e  on  

f i l t r e  l e  Pd e t  on é v a p o r e  l e s  s o l v a n t s .  

R e n d e m e n t  : --------- 

B - C o u p l a g e  a v e c  tBoc-AsN ( X a n t h y 1 ) - O H  : 

Une s o l u t i o n  d e  1 2 0  mg ( 0 , 3 3  m m )  dlACOH, H-GIN-Ser-OMe 

d a n s  3 m l  d e  DNF e s t  n e u t r a l i s é e  p a r  3 6 . 1 0 ~ ~  m l  d e  N - m é t h y l m o r p h o l i n e .  

La s o l u t i o n  e s t  mise d a n s  u n  b a i n  d e  g l a c e ,  on y a j o u t e  1 3 9 , s  mg d e  

B O C - A S N ( X ~ ~ ) - O H .  

A l a  s o l u t i o n  r e f r o i d i e ,  on a j o u t e  67,6 mg d e  DCCI. 

On l a i s s e  a g i t e r  u n e  h e u r e  a u  b a i n  d e  g l a c e ,  p u i s  l a  n u i t  à 

t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e .  

E x t r a c t i o n  e t  p u r i f i c a t i o n  : .......................... 
A p r è s  a v o i r  f i l t r é  l a  D C U ,  on  a  e s s a y 6  d e  t r a i t e r  u n e  p a r t i e  du 

f i l t r a t  o b t e n u  p a r  a d d i t i o n  d e  2 0  m l  d ' e a u ,  c e  q u i  a  e n t r a î n é  u n e  

p r é c i p i t a t i o n  a p r è s  u n e  n u i t  à 4OC. L ' a n a l y s e  du p r é c i p i l é  p a r  CCN 

e t  p a r  s o n  s p e c t r e  IR ( n o  4 )  m o n t r e  q u ' i l  n e  s ' a g i t  p a s  d ' u n  p r o d u i t  

p u r  ; i l  y  a  e n c o r e  d e  l a  D C U  e t  d ' a u t r e s  p r o d u i t s  s e c o n d a i r e s .  



DCU, e s t  t r a i t é e  comme s u i t  : on a  é v a p o r é  l e  DMF, u t i l i s a n t  u n e  

pompe e t  s a n s  c h a u f f a g e  e x c e s s i f  ( < 4 0 0 ~ )  ; e n s u i t e  o n  a  r e d i s s o u s  

l e  p r o d u i t  o b t e n u  d a n s  2 x  25  m l  d ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  ; c e  q u i  n ' e s t  

p a s  s o l u b l e  e s t  é l i m i n é  p a r  f i l t r a t i o n .  

On l a v e  l a  p h a s e  a c é t a t e  d ' é t h y l e ,  s u c c e s s i v e m e n t ,  a v e c  d e s  f r a c t i o n s  

d e  3 0  m l  d e s  s o l u t i o n s  s u i v a n t e s  : H20 ( u n e  f o i s ) ,  NaHC03 1 M  ( 2  f o i s ) ,  

H20 ( u n e  f o i s ) ,  HC1 ( 2  f o i s ) ,  H20 ( 3  f o i s ) .  

On s è c h e  s u r  MgS04 e t  o n  f a i t  u n e  CCM e t  u n  s p e c t r e  I R  d e  c o n t r ô l e .  

On é v a p o r e ,  à p e u  p r è s ,  l e s  4 5  m l  d ' a c é t a t e  d ' é t n y l e  e t  o n  

r e p r e c i p i t e  a v e c  2 0  m l  d ' é t h e r  d e  p é t r o l e .  

L a  CCM du p r é c i p i t e  o b t e n u  m o n t r e  l a  d i s p a r i t i o n  de l a  DCU a t t a c h é e  

au p r o d u i t ,  m a i s  il r e s t e  a t r o u v e r  p a r m i  l e s  n o m b r e u s e s  t a c h e s  i 

o b t e n u e s ,  c e l l e  q u i  c o r r e s p o n d r a  au p r o d u i t .  
1 
l 

Remarque : l e  p r é c i p i t e  o b t e n u  i c i  e s t  r a s s e m b l é  a v e c  

c e l u i  o b t e n u  p a r  l ' a u t r e  m é t h o d e  d e  s y n t h è s e  q u i  p a r t  d tHC1,  

HGlN-Ser-Orle o b t e n u  p a r  c o u p u r e  du Bpoc.  



R e c h e r c h e  du RF d u  p r o d u i t  : .......................... 
L a  C C m  e n  m i l i e u  C m A  du  p r é c i p i t é  o b t e n u  e s t  l a  s u i v a n t e  : 

b 

C 

d 
N i n h y d r i n e  

7-, 
- 4  UV 

C h l o r e - a m i d o n  

C h l o r e - a m i d o n  + N i n h y d r i n e  

1)  d é p ô t  d e  Boc-ASN ( x ) - O H  

R F  = 0,2 ( c o l o r a t i o n  j a u n e - v e r d â t r e )  

2) d é p ô t  d e  c e  q u i  e s t  i n s o l u b l e  d a n s  l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  

3 )  d é p ô t  de c e  q u i  p r é c i p i t e  p a r  A C - ~ t h / ~ t h e r  d e  p é t r o l e  

L ' i n s o l u b l e  dans  l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  n e  c o n t i e n t  p a s  d e  p e p t i d e  c a r  

o n  n ' a  p a s  de r é v é l a t i o n  c h l o r e - a m i d o n  p o s i t i f  ; d e  p l u s ,  s o n  

s p e c t r e  I R  n e  p r é s e n t e  p a s  d e  bande amide .  

L e s  t a c h e s  du p r é c i p i t é  ( 3 )  s o n t  t o u t e s  c h l o r e - a m i d o n  p o s i t i f  e t  

l e u r  s p e c t r e  I R  ( n o  5) p r é s e n t e  d e s  b a n d e s  amides .  



~ S p e c t r e  IH-NO 5 



F r a c t i o n n e m e n t  du  p r é c i p i t e  : c h r o m a t u g r a p h i e  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  ........................... 
I 

a )  Schéma  : v o i r  a p p e n d i c e  t e c r i n i q u e  

b )  c a r a c t é r i s t i q u e  d e  l a  c o l o n n e  u t i l i s é e  : 

I l  s ' a g i t  d ' u n e  c o l o n n e  " L o b a r "  r e m p l i e  a v e c  d e  l a  s i l i c e  

d e  t y p e  : 2 5 - 4 0 p m ) .  

~ ' é l u a n t  u t i l i s é  e s t  l e  même q u e  c e l u i  u t i l i s é  e n  c n r o m a t o  

s u r  c o u c h e  m i n c e  : c h l o r o f o r m e - m é t h a n o l - a c i d e  a c é t i q u e  ( 7 6 ~ / 4 0 / 2 4 )  1 

La q u a n t i t é  d e  p r o d u i t  d é p o s é ,  c h a q u e  f o i s ,  e s t  d e  l ' o r d r e  d e  8 0  mg. 

Le d é b i t  d e  l a  c o l o n n e  e s t  d e  2 m l / m i n u t e .  
l 

La d u r é e  d e  c h a q u e  f r a c t i o n n e m e n t  e s t  d e  l ' o r d r e  d ' u n e  h e u r e .  

Le f r a c t i o n n e m e n t  e s t  s u i v i  p a r  l a  v a r i a t i o n  d ' a b s o r p t i o n  ( U V )  

c o r r e s p o n d a n t  a u  p a s s a g e  d e s  d i f f é r e n t s  p r o d u i t s .  

c )  C o u r b e  d e  v a r i a t i o n  d ' a b s o r p t i o n  l o r s  du  f r a c t i o n n e m e n t  : 1 
l 

Nombre de fraction 



d )  C o n t r ô l e  d u  f r a c t i o n n e m e n t  p a r  CCN : 

A : . d é p ô t  de  Boc-AsN ( x ) - O H  ( t é m o i n )  

B  : d é p ô t  d e  l a  f r a c t i o n  x 

e )  A n a l y s e  a u t o m a t i q u e  d ' a c i d e s  a m i n é s  d e  l a  f r a c t i o n  'lx" : 

C e t t e  t e c h n i q u e  p e r m e t  d e  s ' a s s u r e r  de  l a  n a t u r e  d e s  

a c i d e s  a m i n é s  c o n t e n u s  d a n s  l a  f r a c t i o n  x 

R é s u l t a t  : L a  f r a c t i o n  x comprend  3 a c i d e s  aminés ,  AsN, G1N e t  S e r  -------- 
d a n s  l e s  p r o p o r t i o n s  s u i v a n t e s  : 2, A ,  1 .  

Ce r é s u l t a t  c o n f i r m e  c e l u i  o b t e n u  p a r  CCM. On e s t  d o n c  e n  p r é s e n c e  

d e  t r i p e p t i d e  B o c - A S N ( X ) - G ~ N - S ~ ~ - O M ~  e t  u n  p e u  de Boc-AsN(x) -OH 

q u i  n e  p e r t u r b e r a  p a s  l a  s u i t e  d e  n o t r e  s y n t h è s e .  

L e  R F  dans  l e  m i l i e u  (CVIA  : 760 /40 /24 )  du B o c - A s N ( x ) - G ~ N - s ~ ~ - o M ~  

e s t  d e  l ' o r d r e  d e  0,4. 



I I I  

Appendice Tech nique 



1 - TECHNIQUES [JE C U N T R O L E  

P o u r  c o n t r a l e r  n o s  r é a c t i o n s  c h i m i q u e s  o n  u t i l i s e ,  l e  

p l u s  s o u v e n t ,  t r o i s  t e c h n i q u e s  à s a v o i r  : 

C h r o m a t o g r a p h i e  s u r  c o u c h e s  m i n c e s  

C e t t e  t e c h n i q u e  p e r m e t  d e  s u i v r e  l ' é v o l u t i o n  d e s  r é a c t i o n s  

d e  c o u p l a g e  ou d e  p r o t e c t i o n  e t  d e  v é r i f i e r  l a  p u r e t é  d e s  p r o d u i t s  

i n t e r m é d i a i r e s .  L ' é l u a n t  u t i l i s é  p o u r  l e s  p e p t i d e s  p r o t é g é s  e s t  l e  

m é l a n g e  ( C N A l : c h l o r o f o r m e ,  m é t h a n o l ,  a c i d e  a c é t i q u e  e n  p r o p o r t i o n s  : 

1 9 0 / 1 0 / 6 .  M a i s  p o u r  l e s  p e p t i d e s  l i b r e s  e t  c h l o r h y d r a t e s  d ' e s t e r ,  

o n  u t i l i s e  l e  m é l a n g e  IBAWl : n - b u t a n o l  ( 4 0  '%1 ,  a c i d e  a c é t i q u e  (10  % l ,  

e a u  ( 5 0  % ) .  L e s  c h r o m a t o g r a m m e s  s o n t  l a i s s é s  s é c h e r  e t  e n s u i t e  r é v é l é s .  

On a  u t i l i s é  t r o i s  m é t h o d e s  d e  r é v é l a t i o n  : 

1 - R é v é l a t i o n  p a r  l u m i è r e  U V  : u t i l i s é e  q u a n d  l e s  p r o d u i t s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

p o s s è d e n t  d e s  g r o u p e m e n t s  a c t i f s  e n  U V .  

2  - R é v é l a t i o n  p a r  l a  N i n h y d r i n e  : o n  p u l v é r i s e  c e  r é a c t i f  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

s u r  l e s  c h r o m a t o g r a m m e s  q u i  s o n t  e n s u i t e  p l a c é s  1 0  m i n u t e s  à l ' é t u v e  

à l l O ° C .  I l  s e  d é v e l o p p e  u n e  c o l o r a t i o n  r o s e  p o u r  t o u s  l e s  a m i n o -  

a c i d e s  o u  p e p t i d e s  à e x t r é m i t é  N - t e r m i n a l e  l i b r e ,  e x c e p t é  l e s  p e p t i d e s  

à p r o l i n e  N - t e r m i n a l e  q u i  e u x  s e  c o l o r e n t  e n  j a u n e  ( F i g .  2 1 .  

3 - R é v é l a t i o n  p a r  l e  c h l o r e - a m i d o n  : d ' a p r è s  R y d o n  e t  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

S m i t h  ( 2 6 )  m o d i f i é e  p a r  P a n  e t  D u t c h e r  ( 2 7 ) .  c e t t e  m é t h o d e  e s t  

u t i l i s é e  p o u r  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  l a  p r é s e n c e  d e  l i a i s o n s  a m i d e s  q u i  

d o n n e n t  u n e  c o l o r a t i o n  b l e u e  a u  c o n t a c t  d e  l ' i o d e  l i b r e .  

1 I A I S O H  AMlOt + KCL +hl2 



L e s  b a n d e s  l a t g r a l e s  s o n t  i m p r g g n u c s  p a r  p u l v 6 r i ç a t i o n  

d ' u n e  s o l u t i o n  d ' h y p o c h l o r i t e  d e  s o d i u m  d i l u é e  a u  1 / 3  ( p r o d u i t  

c o m m e r c i a l  c o n t e n a n t  1 3 - 1 4  % d e  c h l o r e  a c t i v é ) .  A p r è s  v e n t i l a t i o n  

p e n d a n t  2 à 3 h ,  o n  p u l v é r i s e  u n e  s o l u t i o n  c h a u d e  d u  m é l a n g e  a m i d o n  

s o l u b l e  1 % ,  K I  1 %. I l  s e  f o r m e  a l o r s  d e s  t a c h e s  b l e u e s  s u r  f o n d  

b l a n c  q u i  v i r e n t  l e n t e m e n t  a u  m a r r o n .  

Figure. 2 

+ CO, 

FORMATION DU POURPRE DE RUHEMAN 



C e t t e  t e c h n i q u e  n o u s  s e r t  6 c o n t r ô l e r  l ' e x i s t e n c e  d e s  

f o n c t i o n s  q u e  d e v r a i t  c o n t e n i r  n o t r e  p r o d u i t ,  n o t a m m e n t  l e s  f o n c -  

t i o n s  a m i d e s .  

C - A n a l y s e  a u t o m a t i q u e  d ' a c i d e s  a m i n é s  : 

C e t t e  a n a l y s e  n é c s s s i t e  u n e  h y d r o l y s e  t o t a l e  d u  p r o d u i t  

( p e p t i d e  o u  p r o t é i n e )  : 2 4 0  à 4 5 0  n a n o m o l e s  d e  p e p t i d e  s o n t  

m é l a n g é e s  d a n s  u n  t u b e  s c e l l é  a v e c  1 . 5  m l  d ' H C 1  5 . 6  N. L e  m é l a n g e  

e s t  l a i s s é  à l l O ° C  p e n d a n t  2 4  h e u r e s .  On o b t i e n t  d o n c  u n e  h y d r o -  

l y s e  t o t a l e  d e  c e  p e p t i d e .  La c o m p o s i t i o n  e n  r é s i d u s d ' a c i d e s  a m i -  

n é s  e s t  r é a l i s é e  a u t o m a t i q u e m e n t  p a r  u n  a p p a r e i l  J é o l  t y p e  5 AH.  

TECHNIQUES DE PURIFICATION 

La p u r i f i c a t i o n  e s t  l ' é t a p e  l a  p l u s  d i f f i c i l e  e n  s y n -  

t h è s e  p e p t i d i q u e  e t  u n e  même t e c h n i q u e  d e  p u r i f i c a t i o n  n ' e s t  e n  

g é n é r a l  p a s  a p p l i c a b l e  à d e s  p r o d u i t s  d i f f é r e n t s  . 
P o u r  n o s  s y n t h è s e s ,  o n  a  u t i l i s é  d e u x  t e c h n i q u e s  d e  p u r i -  

f i c a t i o n  : 

A - T e c h n i q u e  d e  c r i s t a l l i s a t i o n  ( p r é c i p i t a t i o n )  : 

C ' e s t  l a  t e c h n i q u e  l a  p l u s  u t i l i s é e  e n  c h i m i e  o r g a n i q u e .  

On e m p l o i e  u n  c o u p l e  I s o l v a n t / p r é c i p i t a n t )  q u i  p e r m e t  d e  r e p r é c i p i -  

t e r ,  s é l e c t i v e r r i e n t ,  l e  p r o d u i t .  La  d i f f i c u l t é  p o u r  c e t t e  t e c h n i q u e  

e s t  d e  t r o u v e r  l n  p r h c i p i t a n t  a d h q u n t  q u i  p e r m e t t r a  d e  c r i s t a l l i s e r  

o ~ : l a c t i . v c r n o n t  1 r 2  p r o d u i t .  



B - T e c h n i q u e  d e  c h r o r n a t o j : r i ~ p t ~ ' L e  p a r  f i l t r . ~ i t i o n  s u r  y,cl : 

C ' e s t  l a  t e c h n i q u e  d e  p u r i f i c a t i o n  l a  p l u s  e f f i c a c e .  

E l l e  e s t ,  e n  g é n é r a l ,  p r a t i q u é e  p o u r  é l i m i n e r  l e $  p r o d u i t s  s e c o n -  

d a i r e s  q u i  p r é c i p i t e n t  e n  même t e m p s  q u e  l e  p r o d u i t .  

e p r e s  

m o n t r  

p e u t  

I 

P o u r  a u g m e n t e r  l a  r é s o l u t i o n  d e  l a  c o l o n n e ,  o n  a p p l i q u e  

) s i o n  d o n n é e  p a r  u n e .  p o m p e  i n t é g r é e  d a n s  l e  c i r c u i t ,  c o m m e  

* e  l e  s c h é m a  ( F i g .  3 1 .  A i n s i ,  e n  q u e l q u e s  d i z a i n e s  d e  m i n u t e s ,  

p u r i f i e r  5 0  à 1 0 0  mg d e  p r o d u i t .  

F i g .  3 . -  Schéma d u  m o n t a g e  d e  c h r o m a t o g r a p h i e  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  q u i  a é t é  
u t i l i s é .  Ce m o n t a g e  comprend  : l ' é l u a n t  0;  u n e  pompe @; u n  r é g u -  
l a t e u r  @ q u i  comprend  un r o b i n e t  @ q u i  r é g u l e  l e  p a s s a g e  d e  l ' é l u a n t  
[ p o s i t i o n  v e r t i c a l e )  ou b i e n  c e l u i  d e  l ' é c h a n t i l l o n  [ p o s i t i o n  h o r i z o n -  
t a l e )  ; un sys tGme d ' i n j e c t i o n  @ ; u n e  c o l o n n e  r e m p l i e  a v e c  d e  l a  
s i l i c e  a ; un d 6 t e c t ~ u r  @ ; e t  un c o l l e c t e u r  a . 





L ' i n t é r ê t  d e  c e  t r a v a i l  n e  r é s i d e  p a s  u n i q u e m e n t  d a n s  l a  

c o m p a r a i s o n  d e s  d i f f é r e n t e s  t e c h n i q u e s  q u i  p e u v e n t  ê t r e  a p p l i q u é e s  

à l a  s y n t h è s e  d ' u n  t r i p e p t i d e .  N a i s  i l  a p e r m i s  s u r t o u t  d e  t r o u v e r  

u n e  t e c h n i q u e  e f f i c a c e  p o u r  s y n t h é t i s e r  l e  t r i p e p t i d e  A s n - G l n - S e r ,  

q u i  r e p r é s e n t e  l ' é t a p e - c l é  d a n s  l a  s y n t h è s e  d u  c y c l o h e x a p e p t i d e  

g l y c o s y l a b l e  p a r  l e  c o m p l e x e  e n z y m a t i q u e  d e  g l y c o s y l a t i o n .  

S a c h a n t  q u e  c e  c y c l o h e x a p e p t i d e  j o u e r a  l e  r ô l e  d e  s u b -  

s t r a t  e n z y m a t i q u e ,  i l  d o i t  d o n c  r é p o n d r e  à t o u t e s  l e s  e x i g e n c e s  d e  

p u r e t é .  L a  p r é s e n c e  d e  m é t a u x  i n h i b e  l ' e n z y m e  e t  f a u s s e  l e s  r é s u l -  

t a t s  o b t e n u s  e n  R N N .  C ' e s t  p o u r  c e l a  q u e  n o u s  a v o n s  u t i l i s é  l a  s y n -  

t h è s e  e n  p h a s e  l i q u i d e  q u i  e s t  l a  s e u l e  à r é p o n d r e  à c e s  e x i g e n c e s .  
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