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INTRODUCTION 



Les vaccins ` conventionnel^'^ ont permis l'éradication ou le net 

recul d'un certain nombre de maladies (diphtérie, variole, 

tétanos), du moins dans les pays industrialisés. 

Le principe de la vaccination consiste à injecter soit des 

agents pathogènes atténués ou inactivés, soit des protéines 

sécrétées par des bactéries pathogènes, telles la toxine 

tétanique ou la toxine diphtérique préalablement détoxifiées. 

Ces vaccins "naturels" bien qu'efficaces présentent néanmoins 

certains inconvénients liés à 

- la production comme le vaccin de l'hépatite B dont la 

source d'antigène HBs est le sang de porteurs sains. 

- au retour à la virulence possible pour certains vaccins 

obtenus à partir d'agents pathogènes atténués 

Pour résoudre ces problèmes, d'actives recherches sont 

consacrées actuellement à 1 'obtention de vaccins synthétiques 1 
purs, efficaces, bon marché et stables. I 

Tout au long de nos travaux, nous avions pour objectifs : I 

l 

- la conception et l'élaboration d'immunogènes synthétiques , 

l 

utilisables en vaccination humaine, I 

- la caractérisation chimique d' immunogènes synthétiques / 
1 

I 
afin de faciliter le contrôle et d'accroître la qualité. 

l 

Après avoir rappelé brièvement l'intérêt des immunogènes 
1 

synthétiques, nous étudierons les différents critères de 1 



sélection de séquences peptidiques dans le deuxième chapître de 
l 

notre thèse. Le modèle du poliovirus, dont la structure 

tridimensionnelle à été élucidée au cours de notre etude, nous 

permettra d'apprécier l'efficacité des msthodes i 
prédictionnelles. 

Puis le troisième chapître sera consacré à l'optimisation des 1 
1 

méthodologies de synthèse* et couplage pour obtenir des ' 

immunogènes synthétiques. Le parasite, Plasmodium f a l c i p a r u m ,  

nous servira de modèle pour améliorer la présentation de 1 

l'antigène au système immunitaire. I 



1 : INTERET DES IMMUNOGENES 

SYNTHETIQUES 



Le développement de biotechnologies modernes (biologie 

moléculaire, génie génétique, séquençage de l'acide 

désoxyribonucléique et de protéines, synthèse peptidique, 

méthodes de purification.. . ) a permis d'obtenir des peptides 

naturels ou synthétiques, copiant des domaines précis dans des 

protéines naturelles d'origine bactérienne, virale ou 

parasitaire. 

Les premiers essais d'immunisation ont montré qu'il était 

possible, au moyen d'un peptide couplé à une protéine porteuse, 

d'obtenir des anticorps qui reconnaissent une protéine entière 

(Arnon 1971). 

Puis Lerner a démontré la capacité d'obtenir des anticorps 

anti-peptides qui reconnaissent pratiquement toutes les zones 

accessibles de la protéine cible (Lerner, 1982) . 

Ensuite 1' immunisation de lapins avec un fragment peptidique 

issu de coliphage MS2, et couplé à une molécule porteuse 

synthétique poly - DL - alanine - poly - L - lysine - (A-L), a 

suscité l'élaboration d'anticorps capables de neutraliser i n  

v i t r o  un virus bactérien (Langbeheim, 1976) . 

Enfin en 1981, un peptide synthétique associé à des protéines 

porteuses, naturelles ou synthétiques, et à un adjuvant 

d'immunisation permettait d'obtenir des anticorps neutralisant 

i n  v ivo  la toxine diphtérique (Audibert, 1981). 



Depuis ,  de nombreux t r a v a u x  o n t  révélé l ' i m p o r t a n c e  c r o i s s a n t e  

des p e p t i d e s  dans  l ' é l a b o r a t i o n  de f u t u r s  v a c c i n s  c o n t r e  des: 

- v i r u s  : * h é p a t i t e  B (Audiber t  - 1984) 

* syndrome d '  immunodéf ic ience  a c q u i s e  humaine 

(Kennedy, 198 6)  

* f i è v r e  aph teuse  ( B i t t l e  1982) 

* i n f l u e n z a e  ( S u t c l i f f e ,  1983) 

- b a c t é r i e s :  * gonocoque (Rothbard, 1985) 

* s t r e p t o c o q u e  ( J o l i v e t  - 1983) 

- hormones: * l u t e i n i s i n g  hormone r e l e a s i n g  hormone (LHRH) 

( C a r e l l i ,  1982 - Drobecq, 1984) 

* hormone g o n a d o t r o p h i n e  c h o r i o n i q u e  ( B e l l e t ,  

1984) 

- p a r a s i t e s :  * Trypanosoma cruzi , v e c t e u r  de l a  m a l a d i e  d e  

Chagas (Oua i s s i ,  i n  p r e s s )  . 

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

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

s p é c i f i c i t é  p r é d é t e r m i n é e ,  q u i  non s e u l e m e n t  se l i e n t  a l a  , 
p r o t é i n e  i n t a c t e  mais  éga lement  n e u t r a l i s e n t  ou p r o v o q u e n t  l a  i 
d e s t r u c t i o n  d e  l e u r  c i b l e .  L e s  p e p t i d e s  u t i l i s é s  p e u v e n t  l 

r e p r é s e n t e r  des s i tes  a n t i g é n i q u e s  e x p r i m é s  p a r  l a  p r o t é i n e  I 

n a t u r e l l e ,  ou des zones p r é s e n t e s  e n  s u r f a c e ,  q u i  h a b i t u e l l e m e n t  1 
ne  s o n t  p a s  immunogènes l o r s q u e  l a  p r o t é i n e  i n t a c t e  est u t i l i s é e  

comme a n t i g è n e .  

i 



Outre l'intérêt thérapeutique, les peptides peuvent avoir 

également une application en immuno-diagnostique (SaiPe, 1988). 

Le dosage de protéines est assuré par des anticorps 

anti-peptides qui les reconnaissent. 

Enfin, les peptides ont d' autres applications. L'obtention 

d'anticorps monoclonaux, ainsi que des lignées cellulaires ou 

des clones de cellules T ont permis l'étude plus fondamentale 

des bases moléculaires de phénomènes immunologiques, telles 

l'hypersensibilité retardée, la tolérance immunologique, la 

compétition antigénique, le contrôle génétique de la réponse 

immunitaire. . . 

Au cours de nos travaux de recherche, nous nous sommes 

intéressées à l'élaboration d'immunogènes synthétiques qui 

comprend plusieurs étapes: 

- choix des séquences peptidiques, 

- synthèses et purifications, 

- choix des molécules porteuses et adjuvants. 



II : CRITERES DE SELECTION DES PEPTIDES l 



Dans notre laboratoire, s'est largement développé et informatisé 

un ensemble de méthodes qui permettent d'orienter le choix des 

fragments protéiques susceptibles d'être exposés au milieu 

extérieur, en particulier aux anticorps. 

Une séquence aura d'autant plus de chance d'être exposée à la , 
I 

surface de la protéine qu'elle sera hydrophile, mobile, et/ou 

adoptera une structure secondaire qui apparaîtra dans des parties 

exposées de la protéine. 1 

La structure primaire de la protéine est le seul élément 

indispensable à connaître. La séquence en acides aminés peut être 

obtenue par : 

- dégradation d'Edman de la protéine ou de fragments 

protéiques obtenus après clivages spécifiqircs de la 

protéine purifiée (bromure de cyanogène, trypsine, . . . ) 
- déduction à partir de la structure du gène codant la 

protéine. Cette dernière méthode présente l'avantage 

1 théorique de s'affranchir des techniques d'isolement et de 1 

purification de la protéine. l 
i 

Afin d'évaluer le pouvoir prévisionnel de nos méthodes de 1 
sélection, nous nous sommes intéress6.e~ à la protéine VP2 du 

virus de la poliomyélite type 1 qui s'est révélée capable de 

susciter la formation d'anticorps neutralisants (Van der Marel, 

1983 - Dernick,l983). Notre but était d'identifier des fragments 

peptidiques issus de la protéine VP2, susceptibles de susciter 

l'élaboration d'anticorps qui reconnaissent et neutralisent le 



virion dans le cadre d'une vaccination humaine. Dès l'apparition 

dans la littérature de la séquence primaire de la protéine VP2 

type 1 (Racaniell0~1981 - Kitamura 1981), nous avons sélectionné, 

au moyen de différents critères de choix, cinq peptides que nous 

avons synthétisés et purifiés. 

Grâce à notre étroite collaboration avec le Docteur Chedid et son 

équipe, alors installés à l'Institut Pasteur de Paris et 

actuellement à Tampa (USA), l'antigénicité et l'imrnunogénicité de 

ces peptides ont pu être évaluées. 

I 

Ultérieurement la structure tridimensionnelle de la capside du 1 

virus de la poliomyélite a été élucidée par radiocristallographie 1 
1 

avec une résolution de 2,9 A. (Hogle, 1985) . Cette découverte nous , 
a offert une chance inespérée de mieux apprécier les capacités 

ainsi que les limites de nos méthodes prédictives, que la 

protéine VP2 soit isolée ou replacée dans son contexte naturel de 

capside. 

1. CRITERES DE CHOIX 

l Il est possible d'obtenir au moyen d'immunogènes synthétiques des 1 
l 
1 anticorps contre presque tous les peptides. Mais ces anticorps ne 
i 

pourront reconnaître leur séquence-cible que si elle .est en 

partie accessible dans son contexte naturel. Une séquence 

peptidique aura d'autant plus de chance d'être accessible au 

système immunitaire qu'elle sera exposée à la surface de la 



protéine étudiée. 

Nous avons distingué : 

- les critères structuraux 

- les critères biologiques 

1.1. Critères structuraux 

Ils s'appuient sur des propriétés physico-chimiques des 

macromolécules. l 

1.1.1. Criteres ther 
S .  modvnamiaues - 

1.1.1.1. Méthodes de Hopw et Wood (1981, 1983). 

Hopp et Wood ont proposé une méthode de prédiction qui repose sur 

l'estimation de l'hydrophilie moyenne de courtes séquences 

peptidiques (six acides aminés) . 

L'hydrophilie moyenne d'un hexapeptide correspond à la moyenne 

des hydrophilies de ses chaînes latérales. La valeur moyenne est 

attribuée au premier acide aminé de l'hexapeptide. Le calcul est 

répété le long de la séquence protéique en décalant la fenêtre 

d'un incrément de un acide aminé. A tous les acides aminés d'une 

séquence protéique, correspond ainsi une valeur d'hydrophilie 

moyenne qu'il suffit de comparer entre elles. 

Hopp et Wood ont utilisé les paramètres de Levitt (1976) dérivés ~ 



des mesures d'énergie libre de transfert (eau/méthanol) définies 

par Nozaki (1971). Afin d'obtenir une meilleure corrélation avec 

les expériences réalisées sur des protéines dont les épitopes 

dominants avaient été localisés, Hopp et Wood ont modifié 

certains paramètres. Les valeurs des acides aspartique et 

glutamique (2,5) ont été élevées à 3 et celle de la proline 

(-1,4) a été ajustée à O, comme le montre le tableau 2.1. 

Acide aminé S I  kcal /mole Valeurs d'hydrophilie 

Ar9 
ASP 
Glu 
LYS 
Ser 
Asn 
Gln 
GlY 
Pro 
Thr 
Ala 
His 
CYS 
Met 
Val 
Ile 
Leu 
Tyr 
Phe 
T ~ P  -- o .  

- 
(Hopp et Wood) 

Cette méthode privilégie nettement les chaînes latérales 

ionisables aux dépens des chaînes latérales polaires. 

1.1.1.2. Méthode de F u  

Fraga (1982) a proposé de modifier la méthode de Hopp et Wood. Il 



fait intervenir pour chaque acide aminé les facteurs 

d'hydrophilie définis par Hopp et Wood, ainsi que les facteurs de 

reconnaissance, qui représentent les interactions entre acides 

aminés. 

Les facteurs de reconnaissance correspondent à la moyenne 

d'énergie d'interaction d'une chaîne latérale d'un acide aminé 

donné avec les vingt autres. Plus le facteur de reconnaissance 

d'un acide aminé sera élevé, plus il aura tendance à s'associer 

avec les autres résidus, il aura peu de chance par conséquent 

d'être présent en surface, et de pouvoir se lier aux anticorps. 

Pour chaque hexapeptide, un "profil global", est alors défini 

par multiplication des facteurs d'hydrophilie et de 

reconnaissance (tableau 2.2) : 

Acide Aminé Facteur de Fraga 

Ala 
Ar9 
Asn 
ASP 
CY s 
Glu 
Gln 
G ~ Y  
His 
Ile 
Leu 
LY s 
Phe 
Pro 
Ser 
Thr 
T ~ P  
TY r 
Val 

leau 7.3 : facteurs de Fraaa 



Seront recherchées de préférence les zones de forte hydrophilie 

qui auront un facteur de reconnaissance faible. 

Ces méthodes présentent l'inconvénient majeur de ne pas tenir 

compte de la conformation protéique. La proline, par exemple, a 

de fortes chances d'être située dans un coude B I  conformation 

fortement exposée, et donc susceptible d'interagir avec le 

système immunitaire. 

1.1.7. Criteres statisticnieg . , . . 

L'examen approfondi de protéines dont la structure 

tridimensionnelle est connue, permet de dégager, pour chaque 

acide aminé ou groupe d'acides aminés, des critères statistiques 

concernant leur accessibilité moyenne, ou la probabilité 

d'adopter tel type de conformation. 

Parce que la méthode de Hopp et Wood, étudiée au paragraphe 

précédent, ne permettait pas de prédire la localisation de tous 

les sites antigéniques connus, Hopp (1984) a réajusté les valeurs 

et les a dénommées paramètres d'acrophilie. Ce terme, d'origine 

grec, traduit une meilleure exposition des séquences 

sélectionnées A l'aide de ces critères. 

L'étude cristallographique de quarante-neuf structures protéiques 



a permis à Hopp d'établir une nouvelle échelle de valeurs 

(tableau 2.3) . Ces nouveaux paramètres mettent en valeur les 

acides aminés qui apparaissent fréquemment dans des zones 

fortement exposées d'une chaîne peptidique . (Gly, Pro, Asn, Asp 
et Ser) . 

Acide Aminé Valeurs Acide Aminé Valeurs 
d'acrophilie d'acrophilie 

G ~ Y  
Pro 
Asn 
ASP 
Ser 
LY s 
Glu 
Ar9 
Thr 
Gln 

His 
Ala 
Va 1 
Met 
TY r 
Leu 
Ile 
CYS 
Phe 
TrP 

Tableau 7 . 3  : eurç 1 acrowhi J le 
, , 

(Hopp) 
- 

Les tableaux 2.1 et 2.3 mettent en évidence une similitude entre 

les valeurs, tout au moins dans la partie inférieure, les acides 

aminés hydrophobes étant également acrophobes. Par contre, c'est 

au sommet de l'échelle que la différence est la plus 

significative. Alors que les résidus chargés prédominent dans 

l'échelle d'hydrophilie, ce sont les petits acides aminés qui 

dominent l'échelle d'acrophilie. 

L'hydropathie est un terme qui reflète à la fois l'hydrophilie, 

et la lipophilie du segment considéré. Kyte et Doolitle (1982) 



ont élaboré une méthode comparable à celle de Hopp et Wood. Ils 

attribuent une valeur moyenne d'hydropathie sur groupe d'acides 

aminés et comparent en valeurs le long d'une chaîne protéique. 

Kyte et Doolittle ont utilisé les paramètres de Chothia (1976). 

L'étude de douze protéines globulaires leur a permis de dégager 

pour chaque type d'acide aminé le nombre de résidus exposés en 

surface et le nombre de résidus enfouis. Ils considèrent deux 

types d'enfouissement : soit un enfouissement de 100%, soit un 

enfouissement de 95% de la chaîne (tableau 2.4). 

Acide Aminé Indice AG0 transfert Fraction des chaînes 
d'hydropathie eau/vapeur latérales enfouies 

100% 95% 

Ile 
Val 
Leu 
Phe 
CY s 
Met 
Ala 
GlY 
Thr 
TrP 
Ser 
Tyr 
Pro 
His 
Glu 
Gln 
A ~ P  
Asn 
LY s 
Arg 

Tableau 2.4 : échelle d'hvdrowaie - ( C h o t m  



1.1.2.3. Surface accessible 

Dans notre laboratoire, la méthode de Doolittle a pu être 

améliorée grâce aux observations de Janin (1979) concernant la 

surface accessible aux solvants de protéines globulaires. 

L'accessibilité des protéines au milieu extérieur varie en 

fonction du poids moléculaire. En effet, si le volume (c'est à 

dire le nombre de résidus) augmente avec le cube du diamètre, la 

surface n'augmente que proportionnellement au carré du diamètre. 

Ceci se traduit par une relation de corrélation entre le nombre i 

de résidus exposés et le nombre total de résidus de la chaîne 

polypeptidique. Autrement dit, plus la protéine est volumineuse, 1 
plus elle est exigeante quant à l'exposition de ses chaînes 

latérales. 
1 

l 

i Des études statistiques sur vingt-deux protéines globulaires ont 

permis a Janin de définir, pour chaque acide aminé, un paramètre 
I 

d'enfouissement (f) , ainsi que 1 'énergie de transfert (AGt) de 
I 

l'intérieur vers la surface de la protéine (tableau 2.5). 



A c i d e  Aminé F r a c t i o n  m o l a i r e  Energ ie  l ibre  

Leu 
Val 
I le  
Phe 
CYS 
M e t  
Ala 
G ~ Y  
TrP 
S e r  
Thr 
H i s  
Tyr 
Pro  
Asn 
ASP 
Gln 
Glu 
Arg 
LY s 

Enfouie  A c c e s s i b l e  
E A 

Tableau 2 . 5  : comwosition e n  a c i d e s  aminés e n f o u i s  e t  
a c c e s s i b l e s  d 'une  p r o t é i n e  a l o b u l a i r e  ( J a n i n )  

L e  p r i n c i p e  du c a l c u l ,  m i s  au p o i n t  dans  n o t r e  l a b o r a t o i r e ,  t i e n t  

compte  à l a  f o i s  d e  l a  n a t u r e  des a c i d e s  a m i n é s  e t  de l a  

p r o p o r t i o n  r e l a t i v e  des r é s i d u s  e x p o s é s  e n  f o n c t i o n  du nombre 

t o t a l  de r é s i d u s .  L e  programme permet a l o r s  de :  

- d é g a g e r  un p r o f i l  g l o b a l  d ' a c c e s s i b i l i t é  de l a  p r o t é i n e  

c o n s i d é r é e .  Une v a l e u r  moyenne d ' e x p o s i t i o n  " c a l c u l é e w ,  

é t a b l i e  p o u r  s i x  a c i d e s  aminés  c o n s é c u t i f s ,  est  a t t r i b u é e  

a u  p r e m i e r  a c i d e  aminé  d e  l ' h e x a p e p t i d e  c o n s i d é r é .  C e  

c a l c u l  s i m p l e  es t  r é p é t é  l e  l o n g  d e  l a  c h a î n e  p e p t i d i q u e ;  

ce q u i  permet  de r e p é r e r  les zones  les  p l u s  a c c e s s i b l e s  e t  

d e  c a l c u l e r  l a  s u r f a c e  exposée de l a  p r o t é i n e .  

- d é t e r m i n e r  l ' e x p o s i t i o n  moyenne " t h é o r i q u e "  q u i  e s t  



évaluée sur la base du nombre d'acides aminés de la 

protéine et dans l'hypothèse d'une structure globulaire, 

Une bonne corrélation entre les valeurs "calculéesw et 

"théoriques" accrédite la probabilité que possède la protéine 

d'adopter une structure globulaire. 

Westhoff (1984) et Tainer (1984) ont démontré que les 

déterminants séquentiels correspondent très souvent A des zones 

mobiles. 

Facteurs de mobilité 

L'étude de protéines globulaires, assimilées à des sphères, a 

permis à Ponnuswamy et Bhaskaran (1984) d'attribuer à chaque 

acide aminé un facteur de déplacement moyen, déduit de facteurs 

de température (tableau 2.6) . 

Les résultats de ces études sont les suivants : 

- dépendance du déplacement par fluctuation d'un résidu et 

de sa position radiale (par rapport au centroïde d'une 

protéine globulaire), 

- déplacements importants des boucles, des résidus polaires, 

de la proline et la glycine, 

- déplacements mineurs des résidus non polaires, des hélices 

C, a et des feuillets plissés B, 
t 



INTRODUCTION 



Les vaccins "conventionnels" ont permis l'éradication ou le net 

recul d'un certain nombre de maladies (diphtérie, variole, 

tétanos), du moins dans les pays industrialisés. 

Le principe de la vaccination consiste à injecter soit des 

agents pathogènes atténués ou inactivés, soit des protéines 

sécrétées par des bactéries pathogènes, telles la toxine 

tétanique ou la toxine diphtérique préalablement détoxifiées. 

Ces vaccins "naturels" bien qu'efficaces présentent néanmoins 

certains inconvénients liés à 

- la production comme le vaccin de l'hépatite B dont la 

source d'antigène HBs est le sang de porteurs sains. 

- au retour à la virulence possible pour certains vaccins 

obtenus à partir d'agents pathogènes atténués 

Pour résoudre ces problèmes, d'actives recherches sont 

consacrées actuellement à l'obtention de vaccins synthétiques 

purs, efficaces, bon marché et stables. 

Tout au long de nos travaux, nous avions pour objectifs : 

- la conception et l'élaboration d'imrnunogènes synthétiques 

utilisables en vaccination humaine, 

- la caractérisation chimique d'immunogènes synthétiques 

afin de faciliter le contrôle et d'accroître la qualité. 

Après avoir rappelé brièvement l'intérêt des immunogènes 

synthétiques, nous étudierons les différents critères de 



sélection de séquences peptidiques dans le deuxième chapître de 

notre thèse. Le modèle du poliovirus, dont la structure 

tridimensionnelle à été élucidée au cours de notre étude, nous 
I 

permettra d'apprécier liefficacité des mjthodes I 

pr&dictionnelles. 

1 

Puis le troisième chapître sera consacré à l'optirriisation des 1 
1 

méthodologies de synthèse* et couplage pour obtenir des ~ 
immunogènes synthétiques. Le parasite, Plasmodium falciparum, 1 

nous servira de modèle pour améliorer la présentation de , 

l'antigène au système immunitaire. 





Le développement de biotechnologies modernes (biologie 

moléculaire, génie génétique, séquençage de l'acide 

désoxyribonucléique et de protéines, synthèse peptidique, 

méthodes de purification. . . ) a permis d'obtenir des peptides 

naturels ou synthétiques, copiant des domaines précis dans des 

protéines naturelles d'origine bactérienne, virale ou 

parasitaire. 

Les premiers essais d'immunisation ont montré qu'il était 

possible, au moyen d'un peptide couplé à une protéine porteuse, 

d'obtenir des anticorps qui reconnaissent une protéine entière 

(Arnon 1971) . 

Puis Lerner a démonir& la capacité d'obtenir des anticorps 

anti-peptides qui reconnaissent pratiquement toutes les zones 

accessibles de la protéine cible (Lerner,1982). 

Ensuite l'immunisation de lapins avec un fragment peptidique 

issu de coliphage MS2, et couplé A une molécule porteuse 

synthétique poly - DL - alanine - poly - L - lysine - (A-L), a 

suscité 1 'élaboration d'anticorps capables de neutraliser i n  

v i t r o  un virus bactérien (Langbeheim, 1976). 

Enfin en 1981, un peptide synthétique associé à des protéines 1 
porteuses, naturelles ou synthétiques, et à un adjuvant 1 
d'immunisation permettait d'obtenir des anticorps neutralisant 

i n  vivo la toxine diphtérique (Audibert, 1981) . 



Depuis, de nombreux travaux ont révélé l'importance croissante 

des peptides dans l'élaboration de futurs vaccins contre des: 

- virus : * hépatite B (Audibert - 1984) 

* syndrome d'immunodéficience acquise humaine 

(Kennedy, 1986) 

* fièvre aphteuse (Bittle 1982) 

* influenzae (Sutcliffe, 1983) 
- bactéries : * .gonocoque (Rothbard, 1985) 

* streptocoque (Jolivet - 1983) 
- hormones: * luteinising hormone releasing hormone (LHRH) 

(Carelli, 1982 - Drobecq, 1984) 

* hormone gonadotrophine chorionique (Bellet, 

1984) 

- parasites: * Trypanosoma cruzi , vecteur de 1a.maladie de 

Chagas (Ouaissi, in press) . 

Ces résultats réflètent la capacité pour des peptides 

synthétiques de susciter la production d'anticorps de 

spécificité prédéterminée, qui non seulement se lient à la 

protéine intacte mais également neutralisent ou provoquent la 

destruction de leur cible. Les peptides utilisés peuvent 

représenter des sites antigéniques exprimés par la protéine 

naturelle, ou des zones présentes en surface, qui habituellement 

ne sont pas immunogènes lorsque la protéine intacte est utilisée 

comme antigène. 



Outre l'intérêt thérapeutique, les peptides peuvent avoir 

également une application en immuno-diagnostique (Saile, 1988). 

Le dosage de protéines est assuré par des anticorps 

anti-peptides qui les reconnaissent. 

Enfin, les peptides ont d'autres applications. L'obtention 

d'anticorps monoclonaux, ainsi que des lignées cellulaires ou 

des clones de cellules T ont permis l'étude plus fondamentale 

des bases moléculaires de phénomènes imrnunologiques, telles 

l'hypersensibilité retardée, la tolérance immunologique, la 

compétition antigénique, le contrôle génétique de la réponse 

immunitaire. . . 

Au cours de nos travaux de recherche, nous nous sommes 

intéressées à l'élaboration d'immunogènes synthétiques qui 

comprend plusieurs étapes: 

- choix des séquences peptidiques, 

- synthèses et purifications, 

- choix des molécules porteuses et adjuvants. 



II : CRITERES DE SELECTION DES PEPTIDES 



Dans notre laboratoire, s'est largement développé et informatisé 

un ensemble de méthodes qui permettent d'orienter le choix des 

fragments protéiques susceptibles d'être exposés au milieu 

extérieur, en particulier aux anticorps. 

Une séquence aura d'autant plus de chance d'être exposée à la 

surface de la protéine qu'elle sera hydrophile, mobile, et/ou 

adoptera une structure secondaire qui apparaîtra dans des parties 

exposées de la protéine. 

La structure primaire de la protéine est le seul élément 

indispensable à connaître. La séquence en acides aminés peut être 

obtenue par : 

- dégradation dlEdman de la protéine ou de fragments 

protéiques abtenus après clivages spécifiques de la 

protéine purifiée (bromure de cyanogène, trypsine, . . . ) 
déduction à partir de la structure du gène codant la 

protéine. Cette dernière méthode présente l'avantage 

théorique de s'affranchir des techniques d'isolement et de 

purification de la protéine. 

Afin d'évaluer le pouvoir prévisionnel de nos méthodes de 

sélection, nous nous sommes intéressées à la protéine VP2 du 

virus de la poliomyélite type 1 qui s'est révélée capable de 

susciter la formation d'anticorps neutralisants (Van der Marel, 

1983 - Dernick,l983). Notre but était d'identifier des fragments 

peptidiques issus de la protéine VP2, susceptibles de susciter 

l'élaboration d'anticorps qui reconnaissent et neutralisent le 



virion dans le cadre d'une vaccination humaine. Dès l'apparition 

dans la littérature de la séquence primaire de la protéine VP2 

type 1 (Racaniell0~1981 - Kitamura 1981), nous avons sélectionné, 

au moyen de différents critères de choix, cinq peptides que nous 

avons synthétisés et purifiés. 

Grâce à notre étroite collaboration avec le Docteur Chedid et son 

équipe, alors installés à l'Institut Pasteur de Paris et 

actuellement à Tampa (USA), l'antigénicité et l'immunogénicité de 

ces peptides ont pu être évaluées. 

Ultérieurement la structure tridimensionnelle de la capside du 

virus de la poliomyélite a été élucidée par radiocristallographie 

avec une résolution de 2,9 A. (Hogle,1985). Cette découverte nous, 

a cffert une chance inespérée de mieux apprécier les capacités 

ainsi que les limites de nos méthodes prédictives, que la 

protéine VP2 soit isolée ou replacée dans son contexte naturel de 

capside. 

CRITERES CHOIX 

Il est possible d'obtenir au moyen d'immunogènes synthétiques des 

anticorps contre presque tous les peptides. Mais ces anticorps ne 

pourront reconnaître leur séquence-cible que si elle .est en 

partie accessible dans son contexte naturel. Une séquence 

peptidique aura d'autant plus de chance d'être accessible au 

système immunitaire qu'elle sera exposée à la surface de la 



protéine étudiée. 

Nous avons distingué : 

- les critères structuraux 

- les critères biologiques 

Ils s'appuient sur des propriétés physico-chimiques des 

macromolécules. 

1.1-1. Criteres t h e r m o ~ i q u e s  
. \ 

1.1.1.1. Méthodes de H o m  et Wood (1981. 1983). 

Hopp et Wood ont proposé une méthode de prédiction qui repose sur 

l'estimation de l'hydrophilie moyenne de courtes séquences 

peptidiques (six acides aminés). 

L'hydrophilie moyenne d'un hexapeptide correspond à la moyenne 

des hydrophilies de ses chaînes latérales. La valeur moyenne est 

attribuée au premier acide aminé de l'hexapeptide. Le calcul est 

répété le long de la séquence protéique en décalant la fenêtre 

d'un incrément de un acide aminé. A tous les acides aminés d'une 

séquence protéique, correspond ainsi une valeur d'hydrophilie 

moyenne qu'il suffit de comparer entre elles. 

Hopp et Wood ont utilisé les paramètres de Levitt (1976) dérivés 



- excellente corrélation avec l'exposition à la surface des 

protéines, 

- corrélation également avec les études de dynamique 

moléculaire. 

Acides Aminés 
non polaires 

Phe 
Leu 
Tyr 
CY s 
Met 
TrP 
Ile 
Val 
Ala 

Acides Aminés 

Pro 
G ~ Y  

Déplacement 
(A) 

Déplacement 
(A) 

Acides Aminés 
polaires 

His 
Asn 
Thr 
Arg 
Gln 
Glu 
LY s 
Ser 
ASP 

Déplacement 
(A, 

(Ponnuswamv et Rhaskaran) 

Les valeurs de cette table permettent de définir, grâce à un 

algorithme simple (moyenne sur chaque hexapeptide), un profil 

global de mobilité. 

Facteurs de flexibilitd 

Karplus et Schulz (1985) ont défini un facteur de flexibilité, 

également à partir de facteurs de température. Mais la différence 



majeure entre leurs critères et ceux de Ponnuswamy tient à 

l'origine de leurs données. En effet, Karplus et ses 

collaborateurs ont étudié des protéines de courte séquence 

(environ 30 acides aminés), qui n'ont aucune relation avec les 

protéines globulaires étudiées par Ponnuswamy. 

Pour chaque acide aminé, Karplus a défini un paramètre de 

flexibilité. Leur programme tient compte de l'effet de proche 

voisinage. C'est à dire que les valeurs de flexibilité d'un acide 

aminé donné sont modulées par la présence de O, ou 1, ou 2 

voisins rigides (tableau 2.7) . 

LY s 
Ser 
GlY 
Pro 
ASP 
Glu 
Gln 
Thr 
Asn 
Arg 
[Al a 
[Leu 
[His 
[Val 

résidus [Tyr 
rigides [Ile 

[Phe 
[Cys 
[ Trp 
[Met 

Paramètres de flexibilité pour: 
O vo i s in  r i g i d e  1 v o i s i n  r i g i d e  2 vo i s ins  r i g i d e s  

La flexibilité relative prédite pour un résidu en position n 



d ' u n e  séquence  de s e p t  a c i d e s  aminés c o r r e s p o n d  à l a  somme d e s  

v a l e u r s  de f l e x i b i l i t é  des a c i d e s  aminés aux p o s i t i o n s  n-3, n-2, 

n-1,  n ,  n + l ,  n+2 e t  n+3 .  L e s  v a l e u r s  de f l e x i b i l i t é  s o n t  

a f f e c t é e s  r e s p e c t i v e m e n t  des c o n s t a n t e s  0 ,25  ; 0,50 ; 0 , 7 5  ; 1 ; 

0,75 ; 0,50 ; 0,25.  

1 . 1 . 2 . 5  P r é v i s i o n s  c o n f o r m a t i o n n e l l e s  

T o u j o u r s  d a n s  l e  b u t  de r e c h e r c h e r  l es  z o n e s  e x p o s é e s  d ' u n e  

p r o t é i n e ,  nous avons  p r i v i l é g i é  les  zones  q u i  s e m b l a i e n t  n e  p a s  

a d o p t e r  de conformat ion  d é f i n i e  ou q u i  c o n t e n a i e n t  des coudes  fi, 

c o r r e s p o n d a n t  fréquemment à des s é q u e n c e s  e x p o s é e s  A l a  s u r f a c e  

de l a  p r o t é i n e .  C e s  zones s e r o n t  f a c i l e m e n t  r e p r o d u i t e s  p a r  des 

p e p t i d e s  de t a i l l e  r e l a t i v e m e n t  c o u r t e .  D i f f é r e n t e s  méthodes  

s t a t i s t i q u e s  (Chou e t  Fasman, G a r n i e r )  p e r m e t t e n t  de  p r é d i r e  l a  

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

a c i d e s  aminés. 

Critères de Chou et Fasman 

La méthode d e  Chou e t  Fasman, (Chou, 1974)  pe rmet  d e  l o c a l i s e r  

les coudes  B,  les h é l i c e s  a a i n s i  que  les  f e u i l l e t s  p l i s s é s  B .  

Cependant ,  il f a u t  g a r d e r  à l ' e s p r i t ,  q u ' u n e  séquence  p e u t  très 

b i e n  ê t r e  o r g a n i s é e  s o u s  une  a u t r e  forme de s t r u c t u r e  que  cel les  

mentionnées c i -dessus .  

S a n s  e n t r e r  d a n s  l e  d é t a i l  d e s  r è g l e s  é n o n c é e s  p a r  Chou e t  



Fasman, rappelons-en simplement les p r i n c i p e s .  L e s  paramètres  o n t  

é t é  é t a b l i s  à p a r t i r  d e  q u i n z e  p r o t é i n e s  d o n t  l a  s t r u c t u r e  

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

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

l ' a p t i t u d e ,  q u e  p r é s e n t e  c h a c u n  des v i n g t s  a c i d e s  aminés  

n a t u r e l s ,  à être  p r é s e n t  dans un t y p e  de conformat ion  donnée.  L e s  

p a r a m è t r e s  s t r u c t u r a u x  P a  e t  PB, c o r r e s p o n d a n t  aux s t r u c t u r e s  

d ' h é l i c e  a e t  f e u i l l e t  p l i s s é  B, s o n t  d é f i n i s  pour  un a c i d e  aminé 

donné. 

fa : f réquence  d ' a p p a r i t i o n  dans  une s t r u c t u r e  h é l i c o î d a l e  a 
f B : f réquence  d ' a p p a r i t i o n  dans  une s t r u c t u r e  B 
< f a >  : nombre moyen d ' a c i d e s  aminés c o n s t i t u a n t  l a  s t r u c t u r e  a 
<fB> : nombre moyen d ' a c i d e s  aminés c o n s t i t u a n t  l a  s t r u c t u r e  fi 

Un segment  de s i x  r é s i d u s ,  au s e i n  d ' u n e  p r o t é i n e ,  a d o p t e r a  

probablement  une s t r u c t u r e  d ' h é l i c e  a si: 

- ~ < a >  est s u p é r i e u r  à P<B> 

- P<a> est  s u p é r i e u r  à 1,03 

La s t r u c t u r e  h é l i c o ï d a l e  s e r a  p r i v i l i g i é e  s i  les  a c i d e s  aminés 

q u i  l a  c o n s t i t u e n t  i n d u i s e n t  f o r t e m e n t  cet te  s t r u c t u r e .  P a r  

c o n t r e  les  r é s i d u s  q u i  rompent  l a  s t r u c t u r e  h é l i c o ï d a l e  n e  

d o i v e n t  p a s  f i g u r e r  dans  l a  séquence .  En p a r t i c u l i e r ,  l a  p r o l i n e  

n e  p e u t  ê t r e  i n t é g r é e  a u  s e i n  de. l ' h é l i c e  c a r  e l l e  l a  

d é s t a b i l i s e .  



L e s  s egmen t s  d e  c i n q  r é s i d u s  a u r o n t  une  f o r t e  p r o b a b i l i t é  

d ' a d o p t e r  une s t r u c t u r e  de f e u i l l e t  p l i s s é  B s i :  

- <PB> est  s u p é r i e u r  à <Pa> 

- <PB> est supé r i eu r  à 1,05 

L e  p e n t a p e p t i d e  a u r a  une  f o r t e  p r o b a b i l i t é  d ' a d o p t e r  une  

s t r u c t u r e  de f e u i l l e t  p l i s s é  s i  l e  segment c o n t i e n t  d e s  

r é s i d u s  i n d u c t e u r s  de c e t t e  s t r u c t u r e  e t  n e  comprend aucun 

élément q u i  d é f a v o r i s e n t  l a  s t r u c t u r e  B .  

Dans l e  c a s  des p r é d i c t i o n s  de coudes  P, l a  p o s i t i o n  du r é s i d u  

c o n s i d é r é  s u r  l e  coude est impor t an t e .  A chaque a c i d e  aminé est 

a t t r i b u é  un pa ramè t r e  d i f f é r e n t  s e l o n  l a  p o s i t i o n  q u ' i l  occupe. 

Pour ce t te  r a i s o n ,  l e  paramèt re  con fo rma t ionne l  Pt ,  d é f i n i  pour 

un t é t r a p e p t i d e ,  t i e n t  compte des p r o b a b i l i t é s :  

Pt = f i  x f i+l  x  fi+2 x fi+3 

dans  l a q u e l l e  fi, f i+l ,  f i+2 e t  f i+3 r e p r é s e n t e n t  respec t ivement  

les f r équences  d ' e x i s t e n c e  des d i f f é r e n t s  r é s i d u s  en p o s i t i o n  du 

coude il i+l, i + 2 ,  i + 3 .  Un coude B en  p o s i t i o n  i sera p r é d i t  s i  

Pt est  s u p é r i e u r  à 0,5  x 1 0 - ~ .  

Critères de Garnier 

G a r n i e r  e t  a l .  ( 1 9 7 8 )  o n t  é l a b o r é  un a l g o r i t h m e  q u i  permet  de  

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

a t t r i b u é  un é t a t  con fo rma t ionne l  d ' h é l i c e  a, coude B, c h a î n e  

é t endue  e t  s t r u c t u r e  a l é a t o i r e .  L ' a n a l y s e  s t a t i s t i q u e  de t r e n t e  

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



connue, a permis d'attribuer à chaque acide aminé, et pour chacun 

des quatre états conformationnels cités auparavant, un paramètre 

1 (Sj, RI) 

- Sj représente l'état conformationnel du résidu j 

- Rj représente le type de résidu 

Des études antérieures avaient déjà souligné l'importance de 

l'environnement sur l'état conformationnel d'un résidu considéré. 

L'analyse conformationnelle est pondérée en moyennant les 

paramètres d'une séquence de dix-sept acides aminés. Le résidu 

central du fragment portant 1 ' information conformationnelle, 

obéit à la relation suivante qui intègre la nature et l'état 

conformationnel de l'acide aminé: 

- C I(Sj;Rl,R2, ... Rn) - '(sj, Rj+m) 
m=- 8 

Cette méthode tient compte de la position de chaque acide aminé, 

elle prend en considération les vingt types d'acides aminés et 

les quatre états conformationnels. Le nombre de paramètres 

définis est donc de: 20 x 4 x 17 = 1360. 

1.2. Fréauence de mutations 

NOUS nous sommes intéressées à la fréquence des mutations qui 

sont localisées au niveau de régions les plus variables, et qui 

sont impliquées dans les processus de neutralisation. 

L'inconvénient principal dans ces conditions est de contraindre à 



synthétiser plusieurs peptides analogues afin de couvrir au 

maximum toutes les possibilités. 

Afin de tester la fiabilité de ces méthodes de choix, nous avons 

étudié une des protéines de la capside du poliovirus type 1 : 

VP2. 

2. VIRUS DE LA POLIOMYELITE 

En dépit des vaccins actuels, qu'il s'agisse du vaccin oral à 

virus atténué ou du vaccin injectable à virus inactivé, la 

poliomyélite sévit toujours dans le monde, plus particulièrement 

dans les pays en voie de développement. Il est urgent de résoudre 

les problèmes irihérents au traitement préventif, à savoir : 

- un accident dans la chaîne de fabrication des vaccins est 

toujours à craindre (comme celui apparu aux USA après 

l'obtention du visa de commercialisation), 

- les vaccins actuels doivent être conservés à +4OC, ce qui 

pose également des problèmes techniques et financiers, 

notamment dans les pays en voie de développement, 

- enfin, il est toujours à redouter le retour possible à la 

virulence du virus vaccina1 excrété (forme atténuée). 

Afin d'y remédier, le virus responsable est étudié depuis 

quelques années, dans le but de découvrir les zones généralement 

impliquées dans la neutralisation par le système immunitaire. 



2.1- S t r u c t u r e  du ~ o l i o  
. , v l r u s  

L e  p o l i o v i r u s  a p p a r t i e n t  à l a  f a m i l l e  des P i c o r n a v i r i d a e  q u i  

i n c l u t  é g a l e m e n t  l e s  r h i n o v i r u s ,  l es  c o x s a c k i e v i r u s ,  l e s  

é c h o v i r u s .  I l  e x i s t e  t r o i s  v a r i é t é s  a n t i g é n i q u e s  d i s t i n c t e s  1, 2  

e t  3, chacune  c a p a b l e  de d é c l e n c h e r  des p a r a l y s i e s  q u i  peuven t  

e n t r a î n e r  l a  mor t .  Le t y p e  1 est  l a  v a r i é t é  l a  p l u s  fréquemment 

r e n c o n t r é e .  

En commun a v e c  l e s  a u t r e s  membres de l a  f a m i l l e  d e s  

P i c o r n a v i r i d a e ,  l e  v i r u s  p o s s è d e  les  c a r a c t è r e s  s t r u c t u r a u x  

s u i v a n t s  : 

- un d i a m è t r e  de 20 à 30 nm, 

- un genôme c o n s t i t u é  p a r  1 ' a c i d e  r i b o n u c l é i q u e  (ARN) 

monocaténai re  de  2 , 5  x  10' d a l t o n s ,  

u n e  c a p s i d e  à s y m é t r i e  c u b i q u e ,  c o n s t i t u é e  de 32 

capsomères,  

une absence  d 'enveloppe.  

La c a p s i d e  es t  composée de s o i x a n t e  c o p i e s  de q u a t r e  p r o t é i n e s  

VPlr VP2, VP3 e t  VP4. L e s  p r o t é i n e s  VP1, VP2 e t  VP3, i s o l é e s  e t  

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

c a p a b l e s  d e  s u s c i t e r  l a  f o r m a t i o n  d ' a n t i c o r p s  n e u t r a l i s a n t s  (Van 

der Marel,  1983 - Dernick, 1983) . 

D e s  é t u d e s  t o p o g r a p h i q u e s  (Wetz e t  Habermehl,  1979)  o n t  pe rmis  

d ' é t a b l i r  que l a  p r o t é i n e  VP1 est  l a  p l u s  exposée  à l a  s u r f a c e  de 

l a  c a p s i d e  v i r a l e .  L e s  p r o t é i n e s  VP2 e t  VP3, s o n t  éga lement  



Fiaure 2 . 1 :  motif structural commun aux protéines de l a  
capside 



exposées ,  mais  à un moindre d e g r é  que  VP1. E n f i n  l a  p r o t é i n e  VP4 

a p p a r a î t  complètement  e n f o u i e .  C e t t e  s t r u c t u r e  a é té  conf i rmée  

c i n q  a n s  p l u s  t a r d  p a r  Hogle, Chow e t  Filman (1985) 

L e  v i r u s ,  c r i s t a l l i s é  p a r  m i c r o d i a l y s e  à pH n e u t r e ,  a  é té  é t u d i é  

p a r  d i f f r a c t i o n  aux r a y o n s  X (Hogle ,1982) .  En 1985, Hogle,  Chow 

e t  Fi lman o n t  d é t e r m i n é  l a  s t r u c t u r e  s p a t i a l e  du p o l i o v i r u s  de 

t y p e  1. Chacune des t r o i s  p r o t é i n e s  VP1, VP2 e t  VP3 c o n t i e n n e n t  

un  m o t i f  s t r u c t u r a l  commun q u i  comprend deux  h é l i c e s  e t  h u i t  

f a i s c e a u x  a n t i p a r a l l è l e s  r é u n i s  p a r  des b o u c l e s  ( f i g .  2 . 1 ) .  C e t  

a r r a n g e m e n t  s t r u c t u r a l  se r e t r o u v e  é g a l e m e n t  chez  d ' a u t r e s  

m e m b r e s  de l a  f a m i l l e  d e s  P i c o r n a v i r i d a e  : l e  Mengovirus  

(Luo, 1 9 8 7 ) ,  l e  r h i n o v i r u s  (Rossman, 1985) . A 1 ' i n v e r s e  des t r o i s  

p r o t é i n e s  V P 1 ,  VP2 e t  V P 3  q u i  a d o p t e n t  l e  m ê m e  schéma de 

s t r u c t u r e ,  l e  VP4 p r é s e n t e  une c o n f o r m a t i o n  p l u s  é t e n d u e  e t  

d é s o r d o n n é e .  L ' examen a p p r o f o n d i  de ces s t r u c t u r e s  p e r m e t  de 

r e p é r e r ,  s u r  chacune des p r o t é i n e s ,  les b o u c l e s  les p l u s  exposées  

q u i  co r responden t  aux séquences  s u i v a n t e s  : 

L e s  b o u c l e s  e x p o s é e s  d e s  t r o i s  p r o t é i n e s  s o n t  t o u t e s  l o c a l i s é e s  

s u r  l a  m ê m e  r é g i o n  topographique  de  l a  s t r u c t u r e  s p a t i a l e .  

\ 
La s t r u c t u r e  t r i d i m e n s i o n n e l l e  de l a  c a p s i d e  p r é s e n t e  de grandes  

p r o t u b é r a n c e s  q u i  semblen t  fo rmer  un  canyon.  Rossman (Na tu re ,  

1985) a  é m i s  l ' h y p o t h è s e  que cette s t r u c t u r e  p e r m e t t r a i t  a u  v i r u s  



d'échapper la surveillance immunitaire. Les dimensions 

(profondeur 25 A, diamètre 12-30 A) empêcheraient la pénétration 

des anticorps (diamètres 35 A) et la reconnaissance par ces 

derniers des résidus situés à sa base. Par contre, un récepteur 

cellulaire de taille plus petite pourrait y pénétrer et s'y fixer 

au fond . Ce phénomène permettrait, d'une part une spécificité du 
récepteur, et d'autre part l'évolution de nouveaux sérotypes par 

mutation des résidus à la périphérie du canyon. 

La séquence polypeptidique de la souche Mahoney (type l), a été 

déduite de la séquence nucléotidique (Racaniello et Baltimore, 

1981 - Kitamura, 1981). 

La protéine VP1 a fait l'objet de nombreuses études. Les 

anticorps monoclonaux dirigés contre le virus ont permis a Minor 

(1983) et Evans (1983) de localiser un site antigénique de 

neutralisation sur la protéine VP1 du poliovirus type 3 .  Emini 

(1983 - 1984) a utilisé des anticorps anti-peptides pour 

identifier plusieurs sites de neutralisation du poliovirus type 

1. Un des épitopes de la protéine VP1 type 1 a aussi été 

identifié de manière originale par Van der Werf (1983), qui put 

générer des délétions de longueur variable à l'intérieur de la 

protéine VP1 et observer la réactivité de cette protéine 

transformée vis à vis d'un anticorps monoclonal. 



Lorsque nous avons entrepris l'étude du virus de la poliomyélite, 

aucun site antigénique de la protéine VP2 n'était découvert. 

Pourtant, 1' immunogénicité de la protéine isolée VP2 avait été 

démontrée. 

2.3. Choix des peptides 

Nous avons utilisé les différentes méthodes de choix, décrites 

précédemment, pour sélectionner les séquences exposées 

susceptibles d'être impliquées au cours d'une réponse 

immunitaire. 

2.3.1. C-jtè v. res struct-~rauy 

La protéine VP2 du poliovirus type 1 a été étudiée au travers de 

nos critères de sélection, à savoir : 

- hydrophilie, 

- acrophilie, 

- exposition à la surface (paramètres de Chothia et ceux de 

Janin) , 
- mobilité (paramètres de Ponnuswamy et ceux de Karplus), 

- prédiction de coudes B (paramètres de Chou et Fasman et 

ceux de Garnier), 

- faible interaction moléculaire (déduit des paramétres de 

Fraga) . 



A f i n  d e  mieux v i s u a l i s e r  l e s  zones  d é t e c t é e s ,  les  r é s u l t a t s  d e s  

d i f f é r e n t s  p rogrammes  o n t  é t é  r e p r é s e n t é s  s o u s  f o r m e  d e  

g r a p h i q u e s  ( f i g  2 .2 ,  2 .3 ,  2 .4 ,  2 .5 ,  2 .6,  2 .7 ,  2 . 8  e t  2 . 9 ) .  Les 

p i c s  i n t é r e s s a n t s  s o n t  repérés beaucoup p l u s  f a c i l e m e n t .  

Les r é s u l t a t s  o n t  é té  r a s s e m b l é s  d a n s  l e  t a b l e a u  2 .8 .  B i e n  que l e  

programme i n f o r m a t i q u e  p e r m e t t e  d e  f a i r e  v i s u a l i s e r  les  d i x  

m e i l l e u r s  p i c s ,  nous  avons  l i m i t é  n o t r e  é t u d e  aux  c i n q  m e i l l e u r s  

p i c s  é t a n t  donnée  l a  r e l a t ive  p e t i t e  t a i l l e  d e  l a  p r o t é i n e  (271 

a c i d e s  aminés)  . 

P i c  hydroph i l i e  a c r o p h i l i e  Chothia J a n i n  m o b i l i t é  f l e x i b i l i t é  Fraga 

1 43-48 150-156 162-167 162-167 150-155 167-172 212-217 

2 72-77 134-139 71-76 71-76 240-245 243-249 60-65 

3 240-245 162-167 51-56 51-56 51-56 137-143 191-196 

4 83-88 240-245 .43-48 43-48 169-174 54-60 54-59 

5 149-154 44-49 240-245 39-44 72-77 21-27 153-158 

Tableau  7 .8  : s é l e c t i o n  d ' h e w e ~ t i d e g  - 

J a n i n  : e x p o s i t i o n  moyenne t h é o r i q u e  : 0,5787 
e x p o s i t i o n  moyenne c a l c u l é e  : 0,5793 

L ' é t u d e  d é t a i l l é e  d e  ces r é s u l t a t s  permet d e  t i r e r  les  

o b s e r v a t i o n s  s u i v a n t e s  : 

- L e s  p r o g r a m m e s  " C h o t h i a "  e t  " J a n i n "  p r é s e n t e n t  u n e  

s i m i l i t u d e  f r a p p a n t e  : l e s  q u a t r e  premières z o n e s  

d é t e c t é e s  s o n t  i d e n t i q u e s ,  

- l a  c o r r é l a t i o n  e n t r e  s u r f a c e  e x p o s é e  t h é o r i q u e  e t  c a l c u l é e  



numérotation d' acide aminé 

Fiaure 2.2: profil d'hvdrophilie selon les paramètres de 
HOPP - et Wood 

numérotation d'acide aminé 

Fiaure 2.3: profil d'acrophilie selon les paramètres de 
Hopp 



numérotation d'acide aminé 

Fiaure 2 . 4 :  v r o f i l  d ' e x ~ o s i t i o n  à l a  surface  s e l o n  les 
paramètres de Janin 
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Fiaure 2 . 5 :  v r o f i l  d ' e x ~ o s i t i o n  à l a  surface  se lon  les 
paramètres de Chothia 
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Fiaure 2.6: wrofil de mobilité selon les ?aramètres de 
Ponnuswamv 

numérotation d'acide aminé 

Fiause 2.7: profil de mobilité selon les paramètres de 
Kamlus 
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Fiaure 2.8: prédictions conformationnelles selon les 
paramètres de Chou et Fasmas 
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es t  t rès  é t r o i t e .  C e t t e  bonne c o n c o r d a n c e  t é m o i g n e  d ' u n e  

o r g a n i s a t i o n  g l o b u l a i r e  e t  a c c r é d i t e  a l o r s  les  programmes 

é t a b l i s  s e l o n  les p a r a m è t r e s  de C h o t h i a  e t  J a n i n  ( d é f i n i s  

à p a r t i r  de p r o t é i n e s  g l o b u l a i r e s ) ,  

- l e  programme " a c r o p h i l i e "  se d i f f é r e n c i e  d e  c e l u i  de Hopp 

e t  Wood. S u r  c i n q  p e p t i d e s  r e c o n n u s  p a r  Hopp e t  Wood, 

t r o i s  s o n t  a c r o p h i l e s ,  

- c i n q  z o n e s  i d e n t i q u e s  s o n t  r e p é r é e s  p a r  les  d i f f é r e n t s  

programmes, ma i s  dans  un o r d r e  d i f f é r e n t ,  à l ' e x c e p t i o n  du 

p e p t i d e  134-139  q u i  e s t  r e c o n n u  u n i q u e m e n t  p a r  l e  

programme " a c r o p h i l i e " ,  

- l e  programme " F r a g a w  d o n n e  d e s  r é s u l t a t s ,  n e t t e m e n t  

d i f f é r e n t s  des a u t r e s .  A u s s i  n o u s  avons  p r é f é r é  n e  p a s  en 

t e n i r  compte. 

L e  D r .  Hélène Gras (1985) a  démontré l ' e f f i c a c i t é  des méthodes de  

c h o i x  s i  une m ê m e  zone est reconnue p a r  t r o i s  séries de c r i t è r e s .  

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

cr i tères  d i f f é r e n t s .  Nous avons  r e p o r t é  d a n s  l e  t a b l e a u  2 .9  l a  

f r é q u e n c e  de r e c o n n a i s s a n c e  des p e p t i d e s  p a r  n o s  d i f f é r e n t s  

c r i t è r e s  d e  s é l e c t i o n .  I l  es t  2 s o u l i g n e r  q u e  d i f f é r e n t e s  

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

( p e p t i d e s  38-61 e t  72-88) . 





Hopp acrophilie Chothia Janin mobilité flexibilité 

ssance des ~ e ~ t i d e s  

L'ensemble de ces critères nous a guidée pour sélectionner cinq 

peptides dont la séquence est détaillée ci-après ainsi que dans 

le tableau 2.10: 

eau 2.10: ~e tides sé1ect.j onné.5 

Le peptide (162-174) sélectionné, est très voisin du peptide 

dlEmini (T-P-D-N-N-Q-T-S-P-A-R-R) qui a été publié sous une 

numérotation différente de celle de Kitamura. Emini a choisi ce 

peptide d'après des paramètres dlhydrophilie, et 

dthyper-variabilité entre les trois types antigéniques. 



L'étude de la structure primaire nous a également permis 

dl influencer notre choix. Nous avons accordé une importance 
1 

spéciale à l'enchaînement de trois tryptophanes qui se trouvent 

insérés au milieu de la zone 72-88. En effet, nous pensions que 1 
1 

cet enchaînement pouvait, en raison de la relative rareté du 

tryptophane, présenter un caractère inhabituel, et aurait alors 

une signification particulière au niveau du système immunitaire. 

Dl après 1' hypothèse de Kourilsky (1986) , une protéine serait 
reconnue étrangère si l'un des peptides qu'elle présente ne 

faisait pas partie du "soi somatique". 

2.3.2. Tlocalisation des pe~tides sélectionnés au niveau de la l 
1 

structure s~atiale de la capside 1 

- - 1 

Lorsque la structure tridimensionnelle du poliovirus a été 1 
déterminée, nous avons pu localiser a posteriori les dix 1 
meilleurs hexapeptides sélectionnés par chacun de nos programmes. 

l 
La structure de la protéine VP2 est effectivement globulaire, 

conformément à nos prévisions. Les figures 2.10, 2.11, 2.12, 
l 
l 
l 

I 2.13, 2.14, 2.16, 2.17 et 2.18 mettent en évidence une ' 
1 

I remarquable correspondance des zones accessibles de la protéine i 

VP2 avec les séquences hydrophiles, acrophiles, exposées A la 

l surface, mobiles et possèdant de fortes probabilités d' adopter , 
une structure 13 ou hélicoïdale. Les programmes, à l'exception de 

celui de Fraga, révèlent une exposition au moins de 8 

hexapeptides sur les 10 sélectionnés (7 sur 10 hexapeptides 1 
1 

sélectionnés par la méthode de Karplus apparaissent exposés) au 
1 



" Fioure 2.12: ~ e p t  + ides mobi 
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paramètres de Ponnuswamv 
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niveau de la protéine VP2 considérée isolément. 

Les figures 2.10, 2.11, 2.12, 2.13 et 2.14 présentent une grande 

similitude entre elles, à l'inverse de la figure 2.15. En effet, 

les zones repérées selon les critères de Fraga correspondent, sur 

cette figure, à une large majorité de zones enfouies. Seulement 3 

sur 10 des hexapeptides sont exposés à la surface de la protéine. 

Un enseignement intéressant, tiré de la comparaison des figures 

2.12 et 2.13, permet de comparer les critères de Ponnuswamy et 

ceux de Karplus. Les paramètres de Ponnuswamy, permettent de 

localiser les zones exposées avec plus de succès (8 zones sur 10) 

que le programme de Karplus (7 zones sur 10). Nous avons attribué 

à la différence d'origine des critères la meilleure efficacité de 

la méthode de Ponnuswamy. Cependant, quelle que soit la méthode 

employée, il nous est impossible de vérifier la mobilité prédite, 

si nous ne connaissons pas les facteurs de température. Nous 

pouvons seulement contrôler l'accessibilité de la protéine 

étudiée. 

Nous avons également comparé les prédictions conformationnelles 

de Chou et Fasman d'une part et celles de Garnier d'autre part. 
l 

Les résultats sont rassemblés dans le tableau 2.11. l 



p e p t i d e  Chou e t  Fasman G a r n i e r  

38-61 s t r u c t u r e  a l é a t o i r e  coude B 
( f a i b l e  p r o b a b i l i t é )  

72-88 s t r u c t u r e  a l é a t o i r e  coude B 
( e n t r e  2 coudes B )  

145-158 s t r u c t u r e  a l é a t o i r e  
(très f a i b l e  p r o b a b i l i t é  

de coude i3) 

coude B 

162-174 coude B coude B 
( f o r t e  p r o b a b i l i t é )  

232-247 s t r u c t u r e  a l é a t o i r e  "random c o i l "  

L e s  c o n f o r m a t i o n s  p r é d i t e s  pour  les c i n q  p e p t i d e s  s o n t  s o i t  d e s  

s t r c ~ t u r e s  de coudes B, s o i t  d e s  s t r u c t u r e ?  a l é a t o i r e s  ou "random 

*:ail". L e s  s t r u c r u r e s  de coudes  B, q u i  o n t  une f o r t e  p r o b a b i l i t é  

d ' e x i s t e r ,  s o n t  unanimement r e c o n n u e s  à l a  f o i s  p a r  Chou e t  

Fasman a i n s i  que G a r n i e r .  P a r  c o n t r e ,  les s t r u c t u r e s  de coudes B, 

p o s s è d a n t  une f a i b l e  p r o b a b i l i t é  d ' e x i s t e r  d ' a p r è s  les cri tères 

de G a r n i e r ,  n e  s o n t  p a s  i d e n t i f i é e s  p a r  Chou e t  Fasman, q u i  

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

N e  d i s p o s a n t  p a s  d e s  c o o r d o n n é e s  t r i d i m e n s i o n n e l l e s  d e  l a  

p r o t é i n e ,  nous  sommes b i e n  c o n s c i e n t e s  que  l es  f i g u r e s  2 .17  e t  

2 . 1 8  s e u l e s  n e  p e r m e t t e n t  p a s  d e  mettre e n  é v i d e n c e  l es  

s t r u c t u r e s  d e  coude B p r é d i t e s  r e s p e c t i v e m e n t  p a r  Chou e t  Fasman 

d ' u n e  p a r t ,  e t  G a r n i e r  d ' a u t r e  p a r t .  En e f fe t ,  les  coudes  B s o n t  

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

l e u r s  l o n g u e u r s  de l i a i s o n .  Nous pouvons p a r  c o n t r e  a p p r é c i e r  



Fiaure 2.19: peptides sélectionnés selon nos méthodes de 
choix 



leur exposition sur la protéine et repérer les zones en repli qüi 

sont exposées et qui correspondent à une structure plus générale 

de boucle. 

Dix coudes B sur quatorze prédits par Chou et Fasman, ainsi que 8 

coudes B sur onze repérés par Garnier correspondent à des boucles 

qui apparaissent à la surface de la protéine isolée. Par contre, 

le programme de Chou et Fasman ne signale pas les boucles 45-54 

et 113-118. tandis que la méthode de Garnier ne détecte pas les 

boucles 45-54 et 239-245. 

Enfin, nous avons repéré les cinq peptides que nous avons choisis 

(fig. 2.19) . Si nous étudions la protéine VP2 isolée, 

c'est-à-dire hors de son environnement, quatre peptides 

apparaissent bien exposés. Les trois peptides 38-61, 162-174 et 

232-247 correspondent à des régions très bien exposées. De même 

le peptide 145-158 apparaît accessible. Par contre, 1 'extrémité 

C-terminale du peptide 72-88 apparaît totalement enfouie au sein 

de la protéine, alors que l'extrémité N-terminale est exposée. Ce 

peptide aura donc moins de chance d'être reconnu par le système 

immunitaire. 

Mais si nous replaçons la protéine VP2 dans son contexte de 

capside, le peptide 38-61 se révèle c n  fait enfoui puisque 

l'extrêmité N-terminale est &-oche de 1'ARN messager. Seules les 

boucles correspondant aux résidus 72-75 et 240-244 apparaissent 

exposées à l'extérieur de la protéine. 



I l  ne f a u t  p a s  o u b l i e r  que l a  p r o t é i n e  VP2 n ' e s t  p a s  i s o l é e  au 

s e i n  de l a .  c a p s i d e ,  mais  q u ' a u  c o n t r a i r e ,  e l l e  est  a s s o c i é e  à 

d ' a u t r e s  p r o t é i n e s  V P 1 ,  VP3 e t  V P 4 ,  a i n s i  q u ' à  l ' a c i d e  

r i b o n u c l é i q u e  messager .  C e  q u i  r e s t r e i n t  l e  nombre de r é g i o n s  

exposées  e t  a c c e s s i b l e s .  

7 .3 .3 .  Recherche d 'homoloaieq 

Nous a v o n s  é g a l e m e n t  r e c h e r c h é  l ' e x i s t e n c e  d ' h o m o l o g i e s  d e  

s é q u e n c e  de l a  p r o t é i n e  VP2 a v e c  les  p r o t é i n e s  des banques  de 

d o n n é e s  NBRF e t  GENPRO. Une s e u l e  p r o t é i n e  p r é s e n t e  une  

i m p o r t a n t e  homologie de séquence  e n  a c i d e s  aminés:  l e  r h i n o v i r u s  

HRV 1 4 ;  ce q u i  n ' a  r i e n  de s u r p r e n a n t  c a r  l e  HRV 1 4  a p p a r t i e n t  à 

l a  m ê m e  f a m i l l e  que celle du p o l i o v i r u s .  

Nous avons  estimé l e  pourcen tage  d 'homolog ies  d e  l a  p r o t é i n e  VP2 

de l a  s o u c h e  Mahoney a v e c  l e s  a u t r e s  s o u c h e s  e t  repéré les 

s u b s t i t u t i o n s  a u  s e i n  d e  n o s  p e p t i d e s  s é l e c t i o n n é s  ( t a b l e a u  

P e p t i d e s /  
souches  Lansing Léon Sabin  t y p e  1 

38-61 2 4 O 
72-88 2 2 O 

145-158 3 4 O 
162-174 5 8 1 
232-247 4 6 O 

% d'homologies de 
VP2 (Mahoney) avec  83,7 75,6 99,2 

les d i f f é r e n t e s  souches 



Toutes les substitutions de nucléotides ne se traduisent pas 

systématiquement par des modifications d'acides aminés. Ainsi 

l'atténuation de la souche Mahoney, qui permet d'obtenir la 

souche Sabin type 1 (Nomoto, 1982 - Stanway, 1983) a révélé sept 

points de mutation de nucléotides qui se traduisent par la 

substitution de seulement deux acides aminés suivants : 

Position 166 : Asn est remplacé par Asp 

Position 181 : Phe est remplacé par Leu 

Au contraire du peptide 162-174 qui contient un acide aminé 

mutant, les peptides 38-61, 72-88 et 145-158 correspondent à des 

séquences, relativement conservées parmi les trois souches 

virulentes, également après multiples passages cellulaires, lors 

de l'atténuation de la souche virale. Cette conservation de la 

séquence nous amène à tirer deux types d'hypothèses: 

- soit ces peptides ne correspondent pas à des zones de 

pression sélective, car ils n'appartiennent pas à des 

déterminants antigéniques dominants du virion. Ce qui 

n'exclut pas leur présence en surface dans des déterminants 

normalement pas exprimés. 

- soit ces séquences sont impliquées dans la vie du virus et 

par conséquent, sont irremplaçables. 

Par contre, les peptides 162-174 et 232-247 correspondent à des 

régions hyper-variables, où s'opèrent la plupart des 

substitutions. En particulier, le peptide 162-174 possède un 

point de mutation lors de l'atténuation de la souche Mahoney. 

L'inconvénient de sélectionner des fragments hypervariables est 



de contraindre à préparer tous les mutants pour les associer dans 

un vaccin afin d'obtenir une protection la plus large possible. 

Après avoir sélectionné cinq peptides, nous les avons synthétisés 

et purifiés. 

7.4. Svnthèses et wurifications . . 

2.4.1. Principe de la svnthèse ~eptsdique en phase solide 
. . . . 

Les cinq peptides ont été synthétisés en phase solide selon la 

méthode développée par Merrifield (Merrifield 1963, Stewart 

1984). Le principe de la synthèse peptidique en phase solide est 

d'ancrer le peptide par sa fonction carboxylique sur un support 

insoluble dans les solvants utilisés au cours de la synthèse. Les 

techniques de purification des étapes intermédiaires sont ainsi 

réduites à plusieurs opérations de lavages et filtrations qui 

sont suffisantes pour éliminer les excès de réactifs et 

sous-produits de réaction. Les acides aminés sont ajoutés un par 

un de manière récurrente de l'extrêmité C-terminale vers 

l'extrêmité N-terminale du peptide. 

La synthèse peptidique en phase solide met en jeu plusieurs 

étapes: 

Fixation du premier tertio-butyloxycarbonyle-aminoacide 

Les peptides ont été ancrés sur une résine de polystyrène 

réticulé par 1% du divinylbenzène. Ce degré de réticulation a été 



// O CsHCO 
8 o c  N H  CH - C / / O  

-+ B o c  NH- CH - C 

Fiaure 2.20: fixation du ~ r e m i e r  acide aminé sur la 
résine selon la méthode de Gisin 

Fiaure 2.21 : Groupe tertio-butvloxvcarbonvle (BOCI 
- 

peptide normal peptide B-migré 
a a u r e  2.22: formation d'un peptide 0-branché 



choisi de manière à assurer un bon gonflement de la résine dans 

les solvants utilisés, tout en préservant les propriétés 

mécaniques compatibles avec la durée de la synthèse. 

La fonctionnalisation de la résine par des groupements 

chlorométhylés permet la fixation de l'acide aminé au moyen d'une 

liaison ester benzylique, stable durant la synthèse et qui sera 

rompue à la fin de la synthèse par le fluorure d'hydrogène 

anhydre (HF). Le premier acide aminé a été fixé sur la résine 

chlorométhylée par substitution nucléophile type SN2 du 

groupement -CH2C1 par l'ion carboxylate, amené sous forme de sel 

de césium selon la technique de Gisin (Gisin, R.B., 1973) (fig - 
2.20) 

Les acides aminés incorporés un à un ont leur fonction amine 

N-terminale protégée par le groupement tertio-butyloxycarbonyle 

(Boc) au moment de leur addition (fig. 2.21) . Les chaînes 
latérales des acides aminés trifonctionnels qui risquent de 

réagir au cours de la synthèse ont été protégées par les groupes 

protecteurs suivants : 

acide aminé groupe protecteur abréviations 

arginine 
acide aspartique 

cystéine 
acide glutamique 
lysine 
sérine 
thréonine 
tyrosine 

tosyle 
ester benzylique 
cyclohexyle 
acétamidométhyle 
ester benzylique 
chloro-2-carbobenzoxy 
éther benzylique 
éther benzylique 
2,6 dichlorobenzyle 

tos 
O-Bzl 
c-hex 
acm 
O-Bzl 
Cl-z 
O-Bzl 
O-Bzl 
2,6 diC1-Bzl 

Certains groupes protecteurs ont été choisis pour les raisons 



F i a u r e  2 . 2 3 :  a roupe  acétamidométhvle (acml 

F i a u r e  2 . 2 4 :  aroupe  2-chlorobenzvloxvcarbonvle (Cl-Z) 

Fiaure 2 . 2 5  : format ion de l a  b e ~ ~ z v l e - 3 - t v r o s i n e  



su ivan t e s :  

- l a  f o n c t i o n  B - c a r b o x y l i q u e  de l ' a c i d e  a s p a r t i q u e  es t  

c l a s s i q u e m e n t  p r o t é g é e  p a r  un g r o u p e  es te r  b e n z y l i q u e .  

C e t t e  p r o t e c t i o n  es t  a d a p t é e  éga l emen t  p o u r  les longues  

s y n t h è s e s .  Mais quand 1 ' a c i d e  a s p a r t i q u e  est  s u i v i ,  s e l o n  

l ' o r d r e  b io log ique ,  p a r  une g l y c i n e  ou une s é r i n e ,  il p e u t  

se p r o d u i r e  u n e  B - m i g r a t i o n ,  notamment  l o r s  d e  l a  

d é p r o t e c t i o n  f i n a l e .  Dans ce c a s ,  il y  a  f o r m a t i o n  d ' u n e  

succ in imide  q u i  s ' o u v r e  e n  p r é sence  d ' e a u  ou de b a s e  d i l u é e  

p o u r  d o n n e r  l e  p e p t i d e  d é s i r é  a i n s i  que  l e  B-migré 

( f i g . 2 . 2 2 ) .  L e  g r o u p e  p r o t e c t e u r  c y c l o h e x y l e  

permet d ' é v i t e r  cet te  B-migration (Tam, 1979) ,  

- l e  g roupe  acétamidométhyle  (acm) ,  p r o t e c t e u r  de  l a  c h a î n e  

l a t é r a l e  de l a  c y s t é i n e  e s t  u n e  f o n c t i o n  s t a b l e  

( f  i g .  2 . 2 3 )  , q u i  résiste a u  f l u o r u r e  dl hydrogène.  Cependant 

une  p e t i t e  p r o p o r t i o n  e s t  t o u t  de m ê m e  c l ivée .  La 

d é p r o t e c t i o n  d e  l a  c y s t é i n e  p o u r r a  ê t r e  o b t e n u e  p a r  

oxydation à 1' iode ou a c t i o n  de  1 ' a c é t a t e  mercurique, 

- l e  g r o u p e  b e n z y l o x y c a r b o n y l e  ou  c a r b o b e n z o x y  ( Z ) ,  

p r o t e c t e u r  d e  l a  f o n c t i o n  amine E de l a  l y s i n e  résiste 

mal aux d é p r o t e c t i o n s  succes s ive s  à l ' a c i d e  

t r i f l u o r o a c é t i q u e .  Nous avons  p r é f é r é  u t i l i s e r  l e  d é r i v é  

2 - ch lo robenzy loxyca rbony le  ( C l - Z )  ( f i g .  2 . 2 4 ) , q u i  es t  60 
1 

f o i s  p l u s  s t a b l e  que l e  groupe Z à l ' a c i d e  t r i f l u o r o a c é t i q u e  

( E r i k s o n ,  1 9 7 3 ) .  Nous a v o n s  l i m i t é  l ' e m p l o i  d e  l a  

Boc- lys ine(Z)  seulement  aux é t a p e s  de  r ecoup lage  ou l o r s q u e  





la lysine à coupler était proche de l'extrémité N-terminale, 

et par conséquent, supportait un nombre restreint 

d'acidolyses. 

- l'éther benzylique de tyrosine peut être clivé par l'acide 

trifluoroacétique. Lors de la coupure HF, le groupe 

benzyle migre rapidement en position 3 du noyau 

phénolique, le plus souvent par transposition 

intra-moléculaire (fig. 2.25) . Le groupe 2-6 

dichlorobenzyle, que nous avons employé est 5000 fois plus 

stable dans le TFA que le groupe benzyle et prévient la 

formation du (2,6 dichlorobenzyle) -3 tyrosine non désiré 

(Erikson, 1973, b) . 

Après fixation du premier tertio-butyloxycarbonyle-aminoacide , 

le groupe protecteur Boc de la fonction a-amine a été clivé par 

l'acide trifluoroacétique (40% dans le chlorure de méthylène 

CH2C12 : v/v). Puis avant l'élongation de la chaîne peptidique, 

sa fonction amine N-terminale est déprotonée par une base 

tertiaire, la diisopropyléthylamine (DIEA 5% dans CH2C12 : v/v) 

Pour éviter l'alkylation du tryptophane par les carbocations 

libérés lors des acidolyses, les peptides 38-61 et 72-88 qui 

contiennent respectivement 1 et 3 tryptophanes, ont été 

déprotégés par la solution d'acide trifluoroacétique en présence 

d'éthane dithiol (2%) qui piège les carbocations. 



Couplage 

Le couplage du deuxième acide aminé, dont la fonction amine est 

protégée, est obtenu en activant sa fonction carboxylique. Le 

réactif de couplage que nous avons utilisé est la 

dicyclohexylecarbodiimide (DCC) . Un adjuvant de couplage, 

l'hydroxybenzotriazole (HOBt) est ajouté principalement pour 

éviter le réarrangement de 1'0-acylurée réactive en N-acylurée 

inactive (fig. 2.26) 

Les réactifs, Boc-amino-acides, HOBt et DCC ont été utilisés en 

excès ( 2 , 5  équivalents) par rapport à la charge de la résine, 

dans le chlorure de méthylène (CH2C12) ou le diméthylformamide 

(DMF) . 

Poiir éviter les réactions secondaires de l'asparagine et la 

glutamine (en particulier la déshydratation des chaînes 

latérales) nous avons préformé les esters dlHOBt, 10 minutes à 

O°C, avant de les introduire dans le milieu réactionnel (Mojsov, 

1980) . 

Nous avons également couplé en activant l'acide aminé à 

introduire sous forme d'anhydride symétrique au moyen de la 

dicyclohexylcarbodiimide. Un double excès de Boc-acide aminé a 

alors été mis en jeu. 

Les synthèses ont été réalisées manuellement, dans des réacteurs 

en verre construits d'après le modèle de Merrifield, complétés 

par des tubulures et des vannes en téflon, ou dans des 



synthétiseurs automatiques (Beckman 990 b - Applied Biosystem 

4 3 0 ) ,  ou semi-automatiques (synthétiseur conçu par le Docteur 

Escher au Canada , ou ceux mis au point dans notre laboratoire). 

Contrôle de 1 'efficacité de couplage 

Le déroulement de la synthèse était contrôlé par le test coloré à 

la ninhydrine de Kaiser (E. Kaiser, 1970) qui révèle les 

fonctions amines primaires, ou par le test de Christensen (T. 

Christensen, 1979), indicateur des fonctions amines secondaires, 

après couplage sur une proline. Nous avons effectué ces tests 

après : 

- déprotection de la peptidyl-résine pour vérifier la 

présence de fonctions amines libres, 

- couplage: dans le cas où le test était positif, nous 

. recommençions le couplage, ou nous blL2quions 

définitivement les fonctions amines encore libres par 

acétylation à l'anhydride acétique 5% en présence de DIEA 

Coupure de la liaison peptide-résine 

A la fin de la synthèse, le peptide a été libéré de la résine et 

déprotégé simultanément des groupes protecteurs (sauf la 

cystéine protégée par l'acm) par le fluorure d'hydrogène en 

présence de para-crésol ou d'anisole, qui piègent les 

carbocations provenant de l'acidolyse des groupes protecteurs. 

Nous avons ajouté également l'éthyl-méthyl-sulfure ou le 

diméthyl-sulfure lorsque les acides aminés fragiles (méthionine, 

tryptophane, tyrosine) étaient présents. 



Les peptides libérés de la résine chlorométhylée possèdent une 

fonction carboxylique C-terminale. La technique en phase solide 

ne permet pas de purifier au cours de la synthèse; le produit 

attendu est libéré avec des peptides 21 délétions, tronqués, ou 

des peptides branchés ainsi que les sous-produits qui proviennent 

de réactions secondaires (ayant eu lieu au cours des couplages ou 

des déprotections). Il est impératif d'éliminer tous les 

contaminants. 

Pour obtenir un peptide pur et bien caractérisé, nous avons 

employé plusieurs méthodes de purification selon la nature du 

peptide synthétisé et des contaminants attendus. 

2.4.3.1. Gel - fitration 

Cette technique permet de séparer les molécules selon leur masse 

moléculaire; les molécules les plus volumineuses étant éluées les 

premières. 

C'est la première méthode de purification que nous utilisons 

systématiquement. La technique de gel-filtration peut être 

réduite à un simple dessalage du peptide à purifier. Nous avons 

utilisé des gels de dextran Sephadex G (Pharmacia), 

polyacrylamide Biogel P (Biorad), trisacryl GF 05 (IBF), ou 



encore TSK (HW) 40 S (Merck) . 

Dans l'optique d'une immunisation de laboratoire, il est 

généralement admis d'utiliser un peptide pur à 80%. Mais il est 

possible d'obtenir par gel-filtration des produits de pureté 

supérieure à 95%. Néanmoins, si nous envisageons un produit pour 

utilisation clinique, il est nécessaire de poursuivre la 

purification par d'autres techniques. 

Ce type de purification met en jeu la différence de polarité 

entre les différents produits à purifier. En présence d'un 

r ré l înge  ie s31T*-*- ,o.its c -g r~ r - i c~ :%s  et squeux, les peptides les moins 

polaires seront élués les premiers. 

En fait, nous avons utilisé le gel de Sephadex LH 20 (Pharmacia) 

qui associe à la fois des propriétés de gel-filtration et des 

propriétés de chromatographie de partage. 

L 

2.4-2.3. Chromatoaraphie d'échanue ionique 

Le principe de ce type de purification est basé sur la différence 

de charges entre les peptides à purifier. 

Selon la charge du peptide attendu, nous avons utilisé soit des 



échangeurs de cations (diéthylaminoéthyle:DEAE, IBF) , soit des 

échangeurs d'anions (trisacry1,IBF; carboxyméthylcellulose:CM 52, 

Whatman). Dans un premier temps, les peptides ionisés sont 

retenus sur le support, puis , dans un second temps, élués par un 

gradient de force ionique, ou un gradient de pH. Si nous avons pu 

obtenir des peptides de très grande pureté, c'est au détriment 

des rendements qui sont peu élevés. 

2 . 4 . 3 . 4  chromatoaraphie de partage en phase inverse (movenne 

Dression 

Nous avons utilisé des colonnes de silice greffées avec une phase 

apolaire en Cl5 (Partisil ODS M9 Whatman) . L'élution a été 
réalisé avec des systèmes gradients: eau/acétonitrile/tampon 

phosphate à pH=2,5. Cette méthode permet d'obtenir des produits 

de très grande pureté, mais avec de faibles rendements. 

atoaraphie liquide haute performance en 

xwerse (RP HPLC) - 

L'HPLC en phase inverse-est réalisée sur des colonnes de silice 

1 dont les fonctions silanol sont greffées par des phases apolaires 

1 telles les chaînes carbonées C18, C8 ou C4. Les peptides sont 

élués selon un ordre de polarité décroissante, sous haute 

pression. 



Nous avons élué par différents gradients du mélange 

acétonitrile/eau/acide trifluoroacétique 1/1000, appropriés à 

chaque peptide selon sa polarité. Cette purification également 

conduit à des peptides de grande pureté, avec un faible 

rendement. 

3.4.3. Contrôles 

Après purification, chaque produit fini est caractérisé en 

fonction de contrôles d'homogénéité et d'identité. I 
1 

L'homogénéité est vérifiée par: ~ 
- chromatographie sur couche mince de silice (sur aluminium) 

- RP-HPLC en système gradients 

acétonitrile/eau/tampon phosphate à pH 2,5 ou TFA 1/1000. i 
Les chromatogrammes obtenus nous permettent de déduire la 1 
pureté du peptide par intégration de la surface du pic 1 
correspondant. 1 

L'identité est contrôlée par: 

- analyse d'acides aminés après hydrolyse acide totale, 

- microséquençage phase gaz éventuellement, 

- spectroscopie de masse, FABS "fast atom bombardment 

spectroscopy". 1 



analyse d'acides aminés 
quantité théorique trouvée 

Ala 1 1,09 
Arg 2115 
ASP 2 1,91 
Glu 1 1,lO 
G ~ Y  1 1,08 
Leu 2 1,89 
LY S 2 1,80 
Pro ser e)-fMa:i:' 

1 1,07 
Li-1 1,03 

Thr 1 O,  84 

RF-HPSC sur p-Bondapack Cl0 - %tells 
&bit = 2ml/mnl 
phase mobile: eau/acétonitrile/tanpon phosphate $ p H  = 2,s 



Nous avons synthétisé les cinq peptides selon la méthode 

précédemment décrite. Les peptides ont été ancrés sur une résine 

chlorométhylée, et synthétisés selon le protocole classique 

Boc/TFA. Après coupure au fluorure d'hydrogène, les peptides ont 

été purifiés par gel filtration, échange ionique, ou 

chromatographie de partage en phase inverse. Sans entrer dans le 

détail de la synthèse, (Cf Matériel et Méthodes), nous avons 

voulu souligner ici quelques points particuliers. 

Le peptide 38-61 a été synthétisé sur résine substituée par la 

Boc-acm-cystéine. Après la coupure HF, nous n'avons pas déprotégé 

la chaîne latérale des résidus cystéinyles pour les raisons 

suivantes : 

- la purification était plus simple car le peptide, 

après coupure HF se trouve uniquement sous la forme de 

monomère. Nous évitons ainsi la formation de dimères 

par ponts disulfures, 

- l'acm ne semble pas géner l'antigénicité ni 

l'imrnunogénicité au stade expérimental (Bellet- 1984). 

Les peptides que nous avons obtenus ont un bon degré de pureté, 

en particulier le peptide 72-88 qui, malgré les trois 

tryptophanes contigus, présente une pureté de 98% après . 

gel-filtration sur Biogel P2 fine. Son identité a été contrôlée 

par analyse d'acides aminés après hydrolyse acide totale, et son 

homogénéité par RP-HPLC analytique et chromatographie sur couche 

mince (CCM) (fig. 2.27). 
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analyse d'acides aminés 
quantité théorique trouvée 

Ala 3 2,99 
Arg 1 1,lO 
AsP 4 3/98 
CY s 1 o174 
Glu 4 3/96 
Leu 1 1/02 
Pro 4 4,06 
Ser 1 1,03 

Z 
Thr 

U Tyr 
n Trp 

RP-HPLC sur spherisorb ODS2 
débit = 2ml/mn, 
phase mobile: eau/acétonitril 
tampon phosphate à pH = 2,5 

t ( inn  ) 
Fiaure 2.28: caractérisation du pepti.de 38-61 

analyse d' acides aminés 
quantité théorique trouvée 

Ala 1 1/02 
ASP 2 2,oo 
Glu 2 2,Ol 
G ~ Y  3 3/11 
LY s 1 1/05 
Phe 1 1,05 
Pro 1 O, 99 
Thr 2 1,96 
Tyr 1 0, 76 

RP-HPLC sur p-Bondapack C18-Waters 
débit = 2 ml/mn, 
phase mobile: eau/acétonitrile/ 
tampon phosphate à pH = 2,5 

I 1 

O 15 

t imnl  
Fiaure 2.29: caractérisation du peptide 145-158 





Après gel-f iltration ou chromatographie de partition en phase 

inverse, ou encore échange ionique, les autres peptides 

présentent une pureté supérieure à 80%; ce qui autorise leur 

utilisation chez l'animal. Nous avons également caractérisé 

chaque peptide par analyses d'acides aminés et RP-HPLC (fig. 

2.28, 2.29, 2.30 et 2.31). 

Ces études ont été réalisées par le Dr.M. Jolivet dans le 

laboratoire d'Immunologie Expérimentale à l'Institut Pasteur de 

Paris. Bien que les ayant suivies attentivement nous n'avons pas 1 
participé personnellement à ces expérimentations, mais leurs l 

1 
résultats prolongent notre étude. C'est pourquoi nous avons jugé 1 

l 

utile de les rapporter dans le cadre de cette thèse. 

Les différents peptides, couplés à l'anatoxine tétanique, ont été 

injectés seuls ou en présence de l'adjuvant complet de Freund. 

Les souris ont été rappelées deux fois avec les immunogènes pour 

amplifier la réponse immunitaire. Les taux d'anticorps dirigés 

contre les peptides, et le virion ont été mesurés par ELISA 

(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). C'est une technique rapide 

(Engvall, E l  1972) qui permet d'évaluer la liaison de l'anticorps 

avec un antigène donné fixé sur un support solide inerte (une 

microplaque de polyéthylène de 8 x 12 puits). Les étapes 

principales de ce test sont illustrées par la figure 2.32. Les i 1 
titres sont rassemblés dans le tableau 2.13. Nous ne rapportons 



Fixation de l'antigène 

Addition d'anti-immunoglobulines 

marquées a BC la peroxydase 

Addition du substrat de l'enzyme (H 20 2) 

Réaction colorée mesurable par spectrophotométrie 

Fiaure 2.32: p r i n c i p e  de l'ELISA 



que les titres des sérums hyperirnmuns obtenus par immunisation 

avec les peptides 38-61, 72-88 et 162-174.  

Imuno &ne Adjuvant Réponse laire Réponse 2aire ~ é ~ o n s e 3 ~ ~ ~ ~  
(ana %T) anti-pept.anti-vir. anti-pept.anti-vir. anti-pept.anti-vir. 

(38-61)  PBS 400 c l 0 0  3500 250 1600 1600 
FCA 2500 800 13000 2500 15000 12500 

(72-88) PBS <IO0 c l 0 0  250 <IO0 300 <IO0 
FCA 200 <IO0 1800  <IO0 800 <IO0 

(162-174) PBS NT <IO0 NT <IO0 NT 400 
FCA NT C l 0 0  NT NT NT 1000 

NT:non testé 

Ces résultats ont permis de tirer les conclusions suivantes: 

- les peptides testés permettent d'obtenir des anticorps 

qui les reconnaissent, ainsi que le virion, bien qu'à des 

taux plus faibles. 

- l'effet adjuvant du FCA a permis l'élaboration jusqu'à dix 

fois plus d' anticorps. Les anticorps anti-peptide 38-61 

reconnaissent le virion dès la première injection, alors 

que les anticorps anti-peptide 1 6 2 - 1 7 4  qui se lient au 

virion ne sont décelables qu'après la troisième injection, 

et que le peptide 72-88 ne donne aucun résultat quant A 

une réponse immunitaire dirigée contre le virion. 

Le peptide 38-61 étant le plus immunogène, nous espérions que 

les anticorps, qui étaient capables de reconna2tre le virion 



(comme Dr .M. Jolivet 1 'avait quantifié) , pourraient 
7 

neutraliser le virus. Nous avons donc décidé de poursuivre les 

études et de tester l'effet neutralisant des anticorps obtenus 

contre le peptide 38-61 ainsi que les deux autres peptides 

72-88 et 162-174. Les essais furent réalisés par les 

laboratoires Mérieux à Lyon. 

Malheureusement les résultats furent décevants. Aucun effet 

protecteur ne fut mis en évidence, quel que soit le peptide 

testé. L'élucidation ultérieure de la structure 

tridimensionnelle de la capside virale nous a permis d'éclairer 

l'interprétation de ces résultats. 

En effet, rappelons nous que llextrêmité carboxylique terminale 

du peptide 72-88 apparaît totalement enfouie au sein de la 

capside; ce qui explique le faible titre en anticorps qui 

reconnaissent le virion. 

D'autre part, le peptide 38-61 s'est révélé également enfoui 

puisque l'extrêmité amine terminale est accolée à l'acide 

ribonucléique messager. Pourtant les anticorps qu'il est 

capable de susciter, reconnaissent le virion. Ces résultats 

contradictoires pourraient s'expliquer par la dénaturation du 

virion, lorsqu'il est fixé sur la plaque d'ELISA; ce qui 

entraînerait l'exposition de régions normalement peu acessibles 

de la capside. Par conséquent, les anticorps détectés par 

ELISA ne correspondent pas aux anticorps dirigés contre le 

virus naturel, mais à des anticorps dirigés contre le virion 



altéré, très différent du vivant. 

Les deux autres peptides 145-158 et 232-247 apparaissent très 

bien exposés sur la protéine VP2. Il serait donc très 

intéressant d'évaluer les anticorps élevés contre ces peptides, 

et surtout de tester leur effet neutralisant. Les études sont 

en cours. 

7.6. Fiabillte des méthodes ~redlctionnelles a . ,  , m 

Pour sélectionner des séquences peptidiques susceptibles de 

aéclencher l'apparition d'anticorps protecteurs vis à vis 

d'agents pathogènes tels qu'un virus, nous nous sommes 

intérczsées aux zones exposées à la surface de la protéine 

considérée. Les méthodes prévisionnelles que nous avons 

utilisées sont basées sur des critères d'hydrophilie, 

exposition à la surface, mobilité et prédiction des coudes B. 

L'élucidation de la structure tridimensionnelle nous a permis 

de tester la fiabilité des différents programmes appliqués à la 

protéine VP2 du poliovirus type 1. 

Nous avons vérifié effectivement la bonne exposition des 

séquences sélectionnées par chacun de nos programmes ( à  

l'exception de celui de Fraga) à la surface de la protéine 

considérée isolément. Nous avons pu également apprécier une 

bonne concordance entre toutes les méthodes (sauf celle de 



Fraga); en effet les peptides que nous avons choisis figurent 

parmi les cinq premiers fragments sélectionnés selon les 

différents critères. 

Malheureusement si les anticorps anti-peptides se sont révélés 

capables de reconnaître le virion, ils ne permettent pas la 

neutralisation du virus, du moins en ce qui concerne les 

peptides étudiés 38-61, 72-88 et 162-174. 

Les critères physico-chimiques étant basés sur la structure 

primaire de la protéine isolée de son contexte, nos méthodes 

prédictives présentent l'inconvénient de ne pas prendre en 

considération l'environnement de la protéine étudiée, qu'il 

soit lipidique, glucosidique, ou protéique. Or la protéine VP2 

n'est pas isolée, mais au contrairelest associée au sein de la 

capside, aux protéines VP1, VP3 et VP4, ainsi qu'à l'acide 

ribonucléique messager. Les peptides 38-61 et 72-88 sont en 

réalité enfouis au sein de la capside. 

Néanmoins, en dépit de cet inconvénient qui limite l'efficacité 

des méthodes prédictionnelles, ces critères de choix restent de 

bons outils de sélection en absence de tout autre renseignement i 
i 

que la séquence en acides aminés. 



III : CONCEPTION ET ELABORATION 

D'IMMUNOGENES SYNTHETIQUES 



Le parasite Plasmodium falciparum nous a servi de modèle pour 

affiner les méthodologies de préparation d'immunogènes 

synthétiques. Notre but était d'obtenir un peptide pur, puis de 

transformer ce réactif de laboratoire en un produit défini 

chimiquement et utilisable dans le cadre de vaccination humaine. 

Tout d'abord, nous traiterons brièvement les principes 

d'élaboration d'immunogènes synthétiques, puis après un rappel 

succinct du cycle biologique du Plasmodium falciparum, nous 

détaillerons dans ce chapitre: 

- les différentes stratégies de synthèse, 

- le choix d'adjuvants et protéines porteuses, 

- l'optimisation des méthodes de couplage, 

- la conception de formes de présentation d'antigènes au 

niveau du système immunitaire. 

- l'influence de la structure secondaire au niveau de 

l'immunogénicité et l'antigénicité des peptides, 

- l'association dans un polyvaccin synthétique de plusieurs 

antigènes peptidiques correspondant à des séquences 

protéiques de différents stades du parasite. 



1.PRINCIPES D'ELABORATION D'IMMUNOGENES SYNTHETIQUES 

Avant d'aborder la conception des immunogènes synthétiques, il 

est nécessaire de définir les propriétés d'immunogénicité et de 

spécificité antigénique. 

L'immunogénicité reflète la capacité de la molécule à stimuler 

une réponse humorale et/ou une réactivité cellulaire. Elle dépend 

des cellules T et B ainsi que d'autres facteurs tels le mode de 

présentation. La spécificité antigénique représente la capacité 

d'interaction d'une molécule avec les anticorps ou les 

lymphocytes du système immunitaire. 

Un peptide est souvent trop petit pour être efficacement repéré 

par le système immunitaire. Il doit être généralement couplé à 

une protéine porteuse au niveau de laquelle il sera reconnu comme 

haptène. Par ailleurs, la réponse immunitaire aura avantage à 

être amplifiée par association de l'imrnunogène à un adjuvant. 

1.1 Choix des molécules porteuses 

L'immunogénicité des haptènes dépend de: 

- leur accessibilité et interaction avec les récepteurs de 

surfaces des cellules responsables de l'immunité, 

- leur caractère étranger aux molécules au "soi", 

- l'aptitude de la molécule porteuse à stimuler la 

production et 1 'activité des cellules T-helper . En effet, 



l'obtention d'une forte réponse immune est obtenue par 

coopération des lymphocytes B et T. 

Dans les protocoles de laboratoire, plusieurs protéines sont 
1 

1 

utilisables : sérum albumine bovine (BSA) ou humaine (HSA), , 
1 

ovalbumine, thyroglobuline bovine (TG), anatoxine tétanique (TT), l 
1 

hémocyanine de patelle (KLH). Des polymères synthétiques pourront l 

é g a l e m e n t  ê t r e  u t i l i s é s ,  t e l s  1 e 

poly (L-Tyr, L-Glu) poly (D-L-Ala, L-Lys) ou encore le poly 

(D-L-Ala, L-Lys) . 

Ces "molécules porteuses ou "carriers" permettent la mise au 

point dlimmunogènes synthétiques. Néanmoins, elles présentent des 1 
l 

risques de réactions croisées avec les protéines de l'organisme, I 
1 
1 

de sensibilisation, d'immunosuppression spécifique de llhaptène. 1 

Pour éviter ces inconvénients, les recherches se sont orientées 

vers les molécules hydrophobes (Hopp, 1984), la polymérisation de 

llhaptène sur lui-même, ou encore la copolymérisation de 

peptides différents (Audibert, 1985) . Plus récemment, Tam a mis 
au point une matrice peptidique permettant d'accrocher plusieurs 

antigènes peptidiques (1988). Ce noyau est constitué de huit 

lysines qui peuvent fournir ainsi seize bras d'ancrage. 

La stimulation de la réponse immunitaire pourra également être 

obtenue uniquement par association à des adjuvants 
l 

d'immunisation. Dans certains cas, il est possible de I 
l 
1 

s ' affranchir de la molécule porteuse et d 1  associer seulement 



H3C CO-NH-CH-CO - NH-CH-CONH, 
I I 



l'antigène peptidique à un adjuvant (H. Gras-Masse, 1985). 

1.7. Choix des adjuvants 

Les adjuvants d'immunisation sont d'un emploi constant en 

vaccination, y compris dans les vaccins actuels (souvent de 

l'alumine). Ces adjuvants ont pour effet de stimuler la réponse 

immunitaire, en renforçant les phénomènes de coopération 

cellulaire, nécessaires à l'établissement d'une réponse efficace. 

Leurs mécanismes d'action sont liés à un effet dépôt (qui retarde 

sa dispersion), à 1 ' activation des macrophages, et aux effets 

spécifiques sur les lymphocytes. 

En immunisation de laboratoire, 1 'adjuvant le plus utilisé est 

l'adjuvant complet de Freund (FCA), constitué de mycobactéries 

tuées, dans une émulsion d'eau et d'huile minérale. Son emploi 

provoque cependant des réactions inflammatoires, des abcès, de la 1 

fièvre, toutes réactions secondaires indésirables dans un 1 
i 

contexte thérapeutique, humain ou animal. L'adjuvant incomplet de i 

Freund est une émulsion simple d'eau dans l'huile. 

De considérables progrès ont été amenés par la découverte du 

principe actif de cette préparation, de Muramyl-Di-Peptide. Ce 

produit, et les nombreux dérivés qui ont été synthétisés depuis, 

ont été largement étudiés. Le muramyldipeptide (N-acétyl 

muramyl-L-alanine-D-isoglutamine ou MDP) est le composant actif 

des mycobactéries contenues dans l'adjuvant complet de Freund 

(fig. 3.1). Le MDP ainsi que les dérivés qui ont été synthétisés 

(Ellouz, 1974 - Kotani, 1975 - Lederer, 1980 - Lefrancier, 1981) sont 



capables de remplacer le FCA pour stimuler les taux d'anticorps, 

induire l'hypersensibilité retardée et susciter également une I 

réponse non spécifique vis à vis des infections bactériennes 

(Leclerc, 1984, Leclerc, 1985) . Le MDP présente 1 'avantage d'être 1 
actif en milieu salin (Audibert, 1976) et administrable par voie , 

orale (Chedid, 1976) . Son activité immunostimulante est accrue , 
l 

quand il est associé à un antigène synthétique par liaison l 

covalente (Chedid,1979). Malheureusement, le MDP a des effets 

pyrogènes et hypnogènes. Certains de ses analogues, comme le 

murabutide, conservent les propriétés adjuvantes et 

immunostimulantes sans exercer ces deux effets secondaires. 

Récemment, Allison (1987) a développé une nouvelle formulation 

d'adjuvant à base de squalane, qui est la forme saturée du 

squalène, constituant de la peau. 

Aujourd'hui 200 à 400 millions d'habitants des régions tropicales 

sont atteints de paludisme. En Afrique la maladie tue dix pour 

cent de ses victimes et contribue fortement a maintenir un taux 

de mortalité infantile important . 

Pourtant on avait cru maîtriser le fléau, au début des années 

1960, grâce aux pulvérisations intensives de 

dichloro-diphényl-trichloréthane (DDT) qui déciment les 

moustiques Anopheles (vecteur de la maladie) et au traitement 



des maladies par la chloroquine et ses dérivés. Mais au cours du 

temps,le protozoaire Plasmodium, agent responsable de la 

maladie, est devenu résistant aux médicaments, et la femelle du 

moustique Anopheles s'est adaptée au DDT et autres insecticides. 

Il est donc urgent de mettre au point un nouveau moyen d'enrayer 

ce fléau, notamment par traitements préventifs. 

Mais actuellement, le développement de vaccins anti-malaria 

efficaces se heurte à deux problèmes majeurs: 

- le premier problème concerne la diversité antigénique 

importante du parasite. Le parasite est passé maître dans 

l'art d'échapper au système immunitaire. Cette grande 

variété de la forme antigénique pourrait expliquer 

l'instabilité et le développement très lent de l'immunité 

dirigée contre la malaria, 

- le deuxième problème est lié au faible niveau d'immunité 

acquis dans les conditions naturelles. 

Par conséquent, les hommes habitant en zones d'endémie subissent 

de nombreux épisodes symptomatiques de parasitémie durant les 

premières années de leur vie. Dans les régions 00 la transmission 

est instable, la mortalité touche également les gens plus agés. 

De plus, bien que des adultes, habitant des zones où la 

transmission est fréquente et intensive, possèdent des anticorps, 

des parasites sanguins sont retrouvés dans leur sérum. 

I Un vaccin efficace ne pourra être mis au point que lorsque ces 1 

problèmes seront résolus. 1 



2 .1  Cycle évolutif du P7asrnodiua  

Parmi les 4 espèces pathogènes chez 1 ' homme ( P l  a  s m o d i  u m  

f a l c i p a r u m ,  P .  v i v a x ,  P .  m a l a r i a e  e t  P .  o v a l e )  le P l a s m o d i u m  

f a l c i p a r u m  est l'agent le plus fréquent et le plus mortel. Au 

cours de son cycle évolutif chez le moustique vecteur et l'hôte 

numain, cet organisme unicellulaire subit une série de 

modifications morphologiques. 

La forme infectante, le sporozoïte, qui se trouve dans les 

glandes salivaires du moustique, passe dans le sang humain quand 

le moustique femelle pique l'homme au cours d'un repas sanguin. 

En moins d'une heure, chaque sporozoïte gagne une cellule 

hépatique où il subit une série de transformations pour atteindre 

le stade schizonte (cellule géante polynucléaire), qui se divise 

~nsuite en petits mérozoïtes sphériques. Un seul sporozoïte donne 

naissance entre 5000  à 1 0 0 0 0  mérozoïtes qui sont libérés ensuite 

dans le sang. Chaque mérozoïte envahit alors un globule rouge et 

s'y reproduit de façon asexuée jusqu'à ce que l'érythrocyte 

éclate et libère 1 0  à 2 0  nouveaux mérozoïtes, qui envahiront à 

leur tour d'autres globules rouges. Cette lyse périodique des 

érythrocytes ainsi que la libération concomitante des mérozoïtes 

et de déchets toxiques sont responsables de fièvres et frissons 

intermittents caractéristiques de la maladie. Certains mérozoïtes 

se transforment en gamétocytes mâles ou femelles qui amorcent le 

cycle sexuel du parasite. Les moustiques en piquant des malades, 

aspirent des gamétocytes en même temps que des globules rouges. 

Les gamétocytes, pousuivant leur développement, arrivent à 
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Fiaure 3.2: cvcle évolutif du ~lasmodiun 



maturité chez les Anopheles et fusionnent pour former des 

zygotes. Après une série de transformations supplémentaires, les 

sporozoïtes parvenus à maturité apparaissent dans les glandes 

salivaires du moustique et sont prêts à renouveler le cycle 

infectieux (fig. 3.2). 

Au sein de chaque espèce de Plasmodium, il existe une spécificité 

d'espèce tant au point de vue morphologique qu'antigénique. 

Chacun des quatre stades pourrait servir de cible contre laquelle 

seraient dirigés les vaccins. 

Une protection efficace semble difficile à assurer par des 

vaccins dirigés contre les formes mérozoïtes et gamétocytes. En 

effet, si un vaccin anti-gamétocyte permettait de rompre la 

chaîne de transmission du parasite par les moustiques à d'autres 

hommes, il ne pourrait bloquer le cycle infectieux du Plasmodium 

chez les sujets vaccinés qui contracteraient la maladie. D'autre 

part, la très grande diversité et variation antigéniques du stade 

érythrocytaire (mérozoïte) complique de manière considérable le 

développement d'un vaccin anti-mérozoïte. 

Les stades pré-érythrocytaires, c'est à dire le sporozoïte et la 

forme hépatique, nous ont donc paru les meilleurs candidats pour 

mettre au point des immunogènes synthétiques capables de stimuler 

la production d'anticorps protecteurs. 

Mais pour être efficace à 100%, il est impératif que de tels 

vaccins suscitent l'élaboration d'anticorps qui neutralisent tous 



les  s p o r o z o ï t e s  d è s  l e u r  e n t r é e  d a n s  l ' o r g a n i s m e ,  ou a p r è s  l e u r  

t r a n s f o r m a t i o n  en  formes h é p a t i q u e s .  Il est p r i m o r d i a l  d 'empêcher 

l a  m u l t i p l i c a t i o n  du p a r a s i t e  a i n s i  que l a  p o u r s u i t e  de son  c y c l e  

i n f e c t i e u x .  

3. PROTEINF, CS (CIRCUMSPOROZOITEI 

B i e n  q u e  les s p o r o z o ï t e s  r e s t e n t  peu  de temps  e n  c i r c u l a t i o n  

a v a n t  de p é n é t r e r  dans  les h é p a t o c y t e s ,  l a  v a c c i n a t i o n  avec  des 

s p o r o z o ï t e s  i r r a d i é s  p a r  les r a y o n s  X pe rmet  d e  p r o t é g e r  des 

rongeurs ,  des s i n g e s  e t  des hommes c o n t r e  l a  m a l a r i a .  

L 1  immunité  p r o t e c t r i c e  q u i  es t  s p é c i f i q u e  d e  1 ' e s p è c e  e t  du 

s t a d e ,  est  a s s u r é e  e n  grande  p a r t i e  p a r  des a n t i c o r p s .  Le pouvoir  

i n f e c t i e u x  des s p o r o z o ï t e s  p e u t  ê t r e  n e u t r a l i s é  par  l e u r  

i n c u b a t i o n  a v e c  d e s  sérums d 'animaux p r o t é g é s .  Au c o u r s  de cette 

r é p o n s e  se forme un d é p o t  à l a  s u r f a c e  du  s p o r o z o ï t e ;  ce t t e  

p r é c i p i t a t i o n  e s t  c o n n u e  s o u s  l e  nom d e  r é a c t i o n  d e  

c i rcumsporozo ï t e  (CSP) . 

M a l g r é  l a  b r i è v e t é  de l ' i m m u n i t é  p r o t e c t r i c e ,  a c q u i s e  a p r è s  

i n j e c t i o n  de s p o r o z o ï t e s  i r r a d i é s ,  e l l e  p e u t  ê t r e  r a p p e l é e  

n a t u r e l l e m e n t  p a r  p i q a r e s  de mous t iques  i n f e c t é s .  L ' i n o c u l a t i o n  

f r é q u e n t e  d e  s p o r o z o ï t e s  c h e z  des hommes h a b i t a n t  e n  zone 

d 'endémie p e u t  a v o i r  un e f fe t  s i m i l a i r e .  La r é s i s t a n c e  c o n t r e  l a  

m a l a r i a ,  a c q u i s e  d a n s  les  c o n d i t i o n s  n a t u r e l l e s ,  augmente a v e c  

l ' â g e  des i n d i v i d u s  e t  e s t  a s s o c i é e  à des t i t r e s  i m p o r t a n t s  



d'anticorps anti-sporozoïte (Nardin, 1979). Néanmoins, les 

quantités de sporozoïtes obtenus par dilacération des glandes 

salivaires de moustiques sont trop faibles pour envisager la 

préparation de vaccins à partir de ces extraits. 

La membrane des sporozoïtes matures et infectieux est recouverte 

par une protéine : la protéine de circumsporozoïte (ou protéine 

CS) . C'est une protéine, synthétisée uniquement par les 

sporozoïtes, qui recouvre entièrement leur surface. 

Les protéines CS des sporozoïtes ont ét6 identifiées au moyen 

d'anticorps monoclonaux chez la souris ( ~ o t a  jnak, 1980, 

Hollingdale, 1982) , le singe (Cochrane, 1982), 1 'homme (~ardin, 

1982). Les anticorps monoclonaux ainsi que leurs fragments (Fab) 

anti-sporozoïtes neutralisent le pouvoir infectieux du sporozoïte 

i n  v i v o  et i n  vitro, et préviennent également l'attachement du 

parasite sur les cellules cibles. 

Les propriétés immunologiques de la protéine CS sont 

remarquables. Elle possède un motif de quatre acides aminés 

répété plusieurs fois. Les anticorps d'humain habitant en zones 

endémiques, ou ceux de deux volontaires immunisés après injection 

de sporozoïtes irradiés aux rayons X de P. fa lc iparum ou P .  

v i v a x  protègent contre le parasite et sont dirigés en grande 

partie, contre l'épitope répétitif (Zavala , 1983) . 
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3.1 S t r u c t u r e  de  l a  p r o t e i n e  du c i r c w ~ o r o z o ï t e  , rn 

L a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  de l a  p r o t é i n e  CS de P. f a l c i p a r u m  q u i  a  

é té  d é d u i t e  de l a  séquence en  n u c l é o t i d e s ,  conf i rme e f f e c t i v e m e n t  

q u e  l a  p r o t é i n e  CS c o n t i e n t  un m o t i f  r é p é t i t i f  (Enéa,  1984 - 

D a m e ,  1 9 8 4 ) .  I l  est remarquable que  l es  séquences  r é p é t i t i v e s  d e  

deux  s o u c h e s  de P. f a l c i p a r u m ,  b i e n  q u e  p r o v e n a n t  de r é g i o n s  

d i f f é r e n t e s ,  s o i e n t  p r a t i q u e m e n t  i d e n t i q u e s .  L e  m o t i f  d e  

r é p é t i t i o n  est  un t é t r a p e p t i . d e  Asn-Ala-Asn-Pro (NANP) r é p é t é  37 

f o i s  s e l o n  Dame ou 23 f o i s  s e l o n  Enéa. Dame a éga lement  m i s  en 

é v i d e n c e  une  séquence  mutante ,  Asn-Val-Asp-Pro (NVDP) , q u i  est 

r é p é t é e  q u a t r e  f o i s .  

L e s  p r o t é i n e s  CS du P. f a l c i p a r u m  p r é s e n t e n t  une  o r g a n i s a t i o n  

p r o c h e  de c e l l e  du  P.  k n o w l e s i  , u n  des p a r a s i t e s  du 

s inge(Godson ,  1983 - Sharma, 1 9 8 5 ) .  La f i g u r e  3.3 i n d i q u e  que 

l ' é p i t o p e  r é p é t i t i f  ( e n v i r o n  40% de l a  p r o t é i n e )  e n  p o s i t i o n  

c e n t r a l e  es t  e n c a d r é  p a r  deux r é g i o n s  f o r t e m e n t  c h a r g é e s  q u i  

c o n t i e n n e n t  chacunes  deux c o u r t e s  séquences  1 e t  II r e l a t i v e m e n t  

b i e n  c o n s e r v é e s  e n t r e  les  e s p è c e s  P. f a l c i p a r u m ,  P v i v a x  e t  P. ! 
k n o w l e s i .  A 1 ' e x t r é m i t é  N - t e r m i n a l e ,  l e s  r é s i d u s  hydrophobes  1 
p o u r r a i e n t  c o r r e s p o n d r e  à une s é q u e n c e  s i g n a l  t a n d i s  que  les  

r é s i d u s  hydrophobes à l ' e x t r é m i t é  C- terminale  c o n s t i t u e r a i e n t  une 

séquence d ' a n c r a g e  s u r  une membrane (Ozaki, 1983) .  I 

La p r é s e n c e  d ' u n e  s t r u c t u r e  r é p é t i t i v e ,  r e m a r q u a b l e m e n t  I 
c o n s e r v é e ,  du moins e n  ce q u i  c o n c e r n e  l a  s é q u e n c e  e n  a c i d e s  



aminés, est tout à fait étonnante. Il est d'autant plus 

surprenant de retrouver de telles répétitions de séquences, non 

seulement au sein de la protéine CS du P. f a l c i p a r u m ,  mais 

également dans d'autres espèces de P l a s m o d i i  (Mac Cutchan, 1985 - 

Enea, 1984 - Eichinger, 1986) et d'autres stades (Coppel, 1983 - 

Favoloro, 1986 - Stahl, 1985 - Koenen,1984 - Kochan,1986 - 

Ravetch, 1984) (tableau 3.1) . 
ProiçQiirscs CS 
P. f a l c i p a r u m  

P .  v i v a x  

P .  k n o w l e s i  souche H 

souche Nury 

P .  c y n o m o l g y  

P .  b e r g h e i  

(NmP)37 (NVDP)4 
(GDRADGQPA) 

(GQPQAQGDGANA) 12 

(EQPAAGAGG) 

(GGAAAAGGGGN) 1 0 

(DPPPPNPN) 

btada h&patSqe@ 
P. f a 1  c i p a r u m  

$%@id@ Qrythieseg&af r@ 
P. f a l c i p a r u m  protéine S 

RE SA 

FIRA 

PF-11 

(PAKASQGGLED) 10 0 

(EENVEHDA) 6 (EENV) 36 

(VTTQEP) 12 

(EEVVEEVVP) 32 

GBP-130 (LTSADPEGNIMREYAADPEYRKHLE 

1FHKILTNTDPNDEVERRNADNKED)ll 

P .  l o p h u r a e  protéine riche en His ( W H 8 )  (DAH8) 

Tableau 3.1 : séauences reDet , , itives de wrotéines de P l a s m o d i i  

Cette répétition de séquence laisse présager une fonction 

importante au niveau du système immunitaire (de la Cruz, 1987) . 
Pour tenter de comprendre ce rôle, nous avons synthétisé une 

série de peptides contenant un nombre croissant de la structure 



NANP : 

(NANP), avec n variant de 1 à 8. 

Nos études nous ont amené à: 

- préciser que les séquences répétitives ne sont pas 

impliquées dans le mécanisme de reconnaissance des 

hépatocytes par les sporozoïtes, 

- évaluer le nombre minimal de motifs de répétition 

nécessaires à une réponse immunitaire efficace, 

- estimer le nombre minimal de séquences répétitives qui 

doivent être associées pour adopter une structure 

secondaire et déterminer 1 ' influence de 1 ' organisation des 

peptides au niveau des résultats immunologiques, 

- optimiser la préparation dlimmunogènes en potentialisant 

llimmunogénicité du peptide par association avec un 

adjuvant approprié, et améliorer le mode de 

présentation au système immunitaire d'un antigène 

synthétique en retardant sa dispersion. 

3.2. Stratéaies de svnthèse 

Nous avons mis en oeuvre différentes stratégies pour synthétiser 

les peptides (NANP), : 

- synthèse en phase solide 

- synthèse en phase homogène 

- couplage de fragments 



2 4 6 

nombre de NANP 

Fiaure 3 . 4  : évolution de l a  svnthèse 



3.7.1:  Svnthèse en phase soli& 

Nous avons préparé les différents peptides (NANP), avec n variant 

de 1 à 8. 

La tertio-butyloxycarbonyle-proline a été ancrée sous forme de 

sel de césium sur une résine chlorométhylée (0,49 mEq./g). Les 

chaînes latérales des acides aminés Asn, Pro et Ala ne 

nécessitaient pas de protection. Les couplages ont été effectués 

en présence de DCC et HOBt avec un excès de 2,5 selon le 

protocole classique Boc-TFA. Les 8 peptides NANP, (NANP) 2, 

(NANP) 3 ,  (NANP)4, (NANP)5, (NANP) 6 ,  (NANP)7 et (NANP) ont été 

obtenus par prélèvements successifs de la peptidyl-résine au 

cours de la synthèse, puis clivages par le fluorure d'hydrogène 

(90%) . 

Le déroulement de la synthèse a été suivi par le test quantitatif 

à la ninhydrine (Sarin, 1981). Si le rendement de synthèse du 

peptide (NANP) est bon (87%) , il chute à partir de (NANP) (39%) 

et diminue progressivement en fin de synthèse (29%), (fig. 3.4) . 
Nous avons attribué les mauvais rendements de synthèse au repli 

de la chaîne peptidique quand elle devient suffisament longue 

(après douze acides aminés) ainsi qu'à la fragilité de la liaison 

ester benzylique entre le peptide et la résine. En effet ce type 

de liaison supporte mal les traitements répétés au TFA, surtout 

pour les longs peptides. 

Une purification par simple gel-filtration sur Biogel P2, P4 ou l 



tris-acryl GF05 a permis d'obtenir des peptides avec un degré de 

pureté qui varie entre 81 et 99%. 

Les peptides ont été caractérisés par RP-HPLC, CCM et analyses 

d'acides aminés (fig. 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11 et 

3.12). Si l'analyse d'acides aminés après hydrolyse acide totale 

ne permet pas d'évaluer le nombre de tétrapeptides NANP, elle 

peut néanmoins indiquer un défaut ou un excès d'acides aminés au 

sein de la séquence NANP. La séquence du peptide (NANP) 4 a par 

ailleurs été vérifié par microséquence phase gaz. 

Nous avons mis au point les conditions analytiques pour séparer 

les 8 peptides par RP-HPLC (fig. 3.13) . 

3 . 7 . 7  : Svnthèse de NANP en  hase h m  

Nous avons envisagé le couplage de fragments en phase homogène, 

compatible avec la position C-terminale de Pro, qui permettait de 

limiter la racémisation lors des couplages. Pour mettre en oeuvre 

une stratégie de couplages de tétrapeptides NANP, il nous 

fallait préparer, avec de très bons rendements, une quantité 

importante de tétrapeptide pur, convenablement protégé. 

Nous avons réalisé la synthèse de NANP, sous la direction du Dr. 



1 analyse d'acides aminés 

O quantitéthéorique trouvée 

U ASP 2 1/99 
cc Ala 1 0, 99 

I Pro 1 1/01 

RP-HPLC sur Nucléosil Cl8 Macherey-Nage1 
débit = lml/mn, phase mobile:eau/acétonitrile/TFA 1/1000 

analyse d'acides aminés 
quantitéthéorique trouvée 
ASP 2 1/92 

1 Ala 1/02 

------  

w-HPLC sur Nucléosil Cl8 Macherey-Nage1 
débit = lml/mn 
phase mobile: eau/acétonitrile/tampon phosphate a pH=2,5 



analyse d'acides aminés 
quantité théorique trouvée 

Asp  2  1/94 
A l a  1 1 / 0 1  
Pro 1 1 / 0 5  

t (mn) 
RP-HPLC sur Nucléosil C l 8  Macherey-Nagel 
débit = lml/mn 
phase mobile: eau/acétonitrile/tampon phosphate à pH - 2 , 5  

F ic ru re  3.7 : caractérisation de ( N A N P )  3 

RP-HPLC sur Nucl&osil C l 8  Macherey- 
débit = lml/rnn Nagel 
phase mobile: eau/acétonitrile/ 

tzmpon phosphate à pH = 2,5 

V 

'E 
analyse d'acides aminés c 
quantitkthéorique trouvée 

A s p  2 1 , 9 6  N 
Ala 1 O ,  98 4 
Pro 1 l , O 8  

Fiaure 3.8 ; caractérisation de ( N A N P )  - 



analyse d'acides aminés 
quantitéthéorique trouvée 
ASP 2 2/03 
Al a 1 1,04 
Pro 1 1/00 

RP-HPLC sur Nucléosil Cl8 Macherey-Nagel 
débit = lml/mn 
phase mobile: eau/acétonitrile/ 

O 
tampon phosphate à pH = 2,5 I i 

O 15 

t (mnf 
Fiaure 3.9 : caractérisation de (NANP) 

analyse d'acides aminés 
quantitéthéorique trouvét 
Asp 2 1/90 
Ala 1 1,05 
Pro 1 1/03 

8 Mache 
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ure 3.10 : caractérisation de (NANP)6 

- 3 débit = lml/mn 
phase mobile: eau/acéton 

1 1 

O 15 tampon phosphate à pH 
t imn) 
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I 
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RP-HPLC sur Nucléosil Cl 



analyse d'acides aminés 
quantitéthéorique trouvée 
ASP 2 1,81 
Ala 1 1,18 
Pro 1 1,OO 

RP-HPLC sur Nucléosil Cl8 
débit = lml/mn 
phase mobile: eau/acétonitrile/ 8 I 

tampon phosphate à pH = 2,5 15 
t (mn) 

analyse d'acides aminés 
quantitéthéorique trouvée 
AsP 2 1,93 
Ala 1 1,02 
Pro 1 1,04 

RP-HPLC sur Nucléosil Cl8 Macherey- 
débit = lmi/mn ~ a g e l  
phase mobile: eau/acétonitrile/ 
tampon phosphate à pH = 2,5 

Fiaure 3.12: naract6risation da (NANPIB 



Nucléosil Cl8 Macherey-Nage1 
débit = lml/mn 
phase mobile: eau/acétonitrile/~~~ 1/1000° 

Fiaure 3.13 : FU?-HPLC des 8 ~ e ~ t i d e s  (NANP) n (N VARIANT 
DE 1 à 8 1  





D. Blanot, dans le service du Dr. J. Van Heijenoort à l'Unité de 

Biochimie Moléculaire et Cellulaire d'Orsay . 

La stratégie que nous avons choisie est résumée dans la figure 

3.14. La synthèse est réalisée par voie récurrente en ajoutant un 

acide aminé à la fois. 

Afin de permettre leur couplage en phase homogène, nous voulions 

obtenir les fragments suivants: 

- Boc-Asn (Mbh) -Ala-Asn (Mbh) -Pro-OH, 

H-Asn-Ala-Asn-Pro-OBzl, 

qui pouvaient être préparés par déprotection sélective du 

tétrapeptide: 

Boc-Asn (Mbh) -Ala-Asn (Mbh) -Pro-OBzl 

Tout au long de la syntnèse, la chaîne latérale des deux Asn est 

resté protégée par le groupe 4,4'-diméthoxybenzydryle ou Mbh ( 

fig. 3.15) résistant à l'hydrogénation catalytique, mais est 

clivé par le TFA. (Konig, 1970) . A l'opposé de la synthèse en 
phase solide, nous avons choisi de protéger les fonctions 

carboxamides par un groupement hydrophobe afin de faciliter les 

recristallisations et précipitations au cours des étapes 

intermédiaires de la synthèse. 

Les fonctions a-amines ont été protégées par le groupe Boc pour 

Asnl ou par le groupe 2-nitrophénylsulfényle (Nps) pour Ala2 et 

Asn3 (Zervas, 1963), (fig 3.16) . Ce dernier groupement est 

éliminé sélectivement A chacune des étapes intermédiaires par 

action du bromhydrate de pyridine en présence d'indole (Konig, 



Fioure 3 . 1 5 :  orouoe 4,41-diméthoxvbenzhvdrvle (Mbh) 

Fiaure 3 . 1 6 :  aroupe ortho-nitro~henvlsulfenvl (NPs) 



1971 ; Klostermeyer, 1973 ; Sakarellos, 1976) . Les autres 
groupements de protection temporaire ne sont pas touchés dans ces 

conditions. 

Le groupe Z, qui protégeait initialement la fonction a-amine de 

Asn3 a été éliminée par hydrogénation catalytique. 

La fonction a-carboxylique de Pro a été protégée par un ester 

benzylique (O-Bzl), pendant toute la durée de la synth6se. 

3.7.3.3. méthodes dlactivatiqn 

Nous avons d'abord réalisé les couplages par la méthode des 

anhydrides mixtes car c'est une technique rapide qui ne nécessite 

pcs  l'isolement et la purification des acides aminés activés 

avant leur couplage, contrairement aux esters activés. Nous avons 

suivi les recommandations d'Anderson (1967). 

Le mécanisme réactionnel se déroule en deux étapes: 

1) activation à -15OC de la fonction carboxylique de l'acide 

aminé N-protégé par le chloroformiate dlisobutyle pour 

former l'anhydride mixte, 

2) aminolyse à -lO°C de l'anhydride formé par la fonction 

amine du peptide en cours d'élongation ou de l'acide aminé 

C-protégé pour obtenir la liaison peptidique attendue 

(fig.3.17). 

Chaque produit intermédiaire a été purifié par recristallisation 



ar la méthode des a m d e s  m i x t e s  

. >*I .  S . .  

butanol lac ide  acét ique/eau:  R f  = 0,13 
butanol/pyridine/aci.de acét ique/eau:  Rf = 0,29 

""' analyse d 'ac ides  aminés ' * quantite théorique t rouvee 
i s :  Asp 2 2,29 

Ala 1 O ,  93 
Pro 1 '0; 85 

re 3.18 : caractérisation du t é t r a ~ e ~ t i d e  - 

er N - hvd r o x v s u c c ~ d e  ( O S u  
. S .  - 



ou précipitation, puis chromatographie sur colonne de silice si 

nécessaire. Le tétrapeptide obtenu a été caractérisé et contrôlé 

par analyse d'acides aminés et CCM (fig. 3.18) . Malheureusement 
les rendements de couplage des acides aminés, (20 à 43%), ne 

furent pas aussi bons que nous l'espèrions. 

Pour améliorer ces rendements, nous avons utlisé une autre 

méthode d'activation : l'ester activé N-hydroxysuccinimidique 

(-OSu) (Anderson, 1964) (fig. 3.19) . Cette méthode contraint à 

préparer et isoler l'ester activé par action de la 

N-hydroxysuccinimide (HOSu) sur la fonction a-carboxylique de 

l'acide aminé au moyen de la dicyclohexylcarbodiimide, puis de 

coupler l'ester activé sur la fonction a-amine déprotégée, soit 

de Pro-OBzl, soit du peptide en cours de formation. 

Nous avons préparé le dipeptide et le tripeptide par cette 

méthode. Le dipeptide Nps-Asn(Mbh)-Pro-OB21 a été synthétisé avec 

un faible rendement de synthèse (47%)qui est proche de celui 

obtenu par activation aux anhydrides mixtes (43%). Par contre, le 

tripeptide Nps-Ala-Asn(Mbh)-Pro-OBzl a été obtenu facilement avec 

un rendement (84%), qui est meilleur que celui obtenu par 

activation aux anhydrides mixtes (41%). 

Quelle que soit la méthode d'activation utilisée, la synthèse 

présente des rendements trop faibles pour envisager la 

préparation de quantités importantes de tétrapeptides. En effet, 

les rendements étant cumulatifs, nous ne pouvions entreprendre 

une longue synthèse dans ces conditions. 



3 . 7 . 3 .  S v n t h è s e  d e  (NANP)q p a r  c o u ~ l a g e  d e  f r a a m e n t s  e n   hase 

çolide 

L e s  a c i d e s  a m i n é s  n e  c o m p o r t a n t  p a s  de c h a î n e  l a t é r a l e  

s u s c e p t i b l e  d e  r é a g i r  au  c o u r s  d e  l a  s y n t h è s e ,  nous  a v o n s  pu 

c o u p l e r  d i r e c t e m e n t  l e s  t é t r a p e p t i d e s  NANP s u r  une  r é s i n e  

chlorométhylée .  

Tout  d ' a b o r d  nous  avons  s y n t h é t i s é  e n  p h a s e  s o l i d e  l e  p e p t i d e  

NANP (avec  un rendement de 83%) comme nous l ' a v o n s  d é j à  d é c r i t  au 

paragraphe  2.2.1.  

E n s u i t e  pour  s é p a r e r  l e  p e p t i d e  de l a  r é s i n e ,  nous avons employé 

une  méthode de c o u p u r e  s e l o n  un mécanisme d i f f é r e n t :  " low HF" 

(Tan,  1 9 8 2 ) .  La c o u p u r e  c l a s s i q u e  " h i g h  HF" ( H F / p a r a - c r é s o l  : 

90m1/10ml) es t  e f f e c t u é e  s e l o n  un mécanisme SNI,  g é n é r a t e u r  de  

c a r b o c a t i o n s  q u i  s o n t  des a g e n t s  a l k y l a n t s  e t  a c y l a n t s .  Il est  

p o s s i b l e  d e  les évi ter  e n  m o d i f i a n t  les  c o n d i t i o n s  de c l i v a g e  

a f i n  de r é a l i s e r  l a  coupure  HF s e l o n  un mécanisme SN2 (Tam, 

1 9 8 3 ) .  

P o u r  f a v o r i s e r  ce t y p e  d e  coupure ,  l e  f l u o r u r e  d ' h y d r o g è n e  est  

d i l u é  d a n s  l e  d i m é t h y l s u l  f u r e  (DMS) , r é a c t i f  n u c l é o p h i l e ,  t rès 

v o l a t i l  ( f i g . 3 . 2 0 ) .  L e  p e p t i d e  a  é té  d é p r o t é g é  e t  c l ivé  d e  l a  

r é s i n e  p a r  une  s o l u t i o n  d e  HF/DMS/para-crésol : 25m1/65m1/10g. 

Dans ces c o n d i t i o n s  l e  DMS reste non p r o t o n é  au  c o n t r a i r e  d e s  

groupements  p r o t e c t e u r s .  Après  t r a i t e m e n t  d e  l a  p e p t i d y l - r é s i n e  

p a r  "low HF" à O°C pendan t  deux  h e u r e s ,  l e  p e p t i d e  b r u t  a  é té  



ure 3-21: arouPerhonvlméthvloxvcarhanvle (mot) 



p u r i f i é  s u r  Sephadex G10 (rendement=56%) . 

Nous avons e n s u i t e  e n v i s a g é  deux p o s s i b i l i t é s  de p r o t e c t i o n  de l a  

f o n c t i o n  a-aminée de NANP: 

- l e  groupe Boc, 

- l e  groupe f luorénylméthyloxycarbonyle ,  Fmoc ( f i g .  3 . 2 1 ) .  

Nous avons  t e n t é  de p r o t é g e r  l e  t é t r a p e p t i d e  p a r  l e  groupement  

Boc. Nous avons  u t i l i s é  l e  di-tertio-butyldicarbonate ( B o c ) ~ ~ ,  

q u e  nous  avons  a j o u t é  à une s o l u t i o n  de NANP d a n s  un  mélange 

e a u / d i o x a n e  e n  p r é s e n c e  de soude (Bodanszky, 1 9 8 4 ) .  L e  pH a  é té  

c o n t r ô l é  t o u t  a u  l o n g  de l a  r é a c t i o n  e t  nous  avons  v é r i f i é  p a r  

CCM l a  d i s p a r i t i o n  de l a  t a c h e  c o r r e s p o n d a n t  a u  t é t r a p e p t i d e  

l ib re ,  a i n s i  q u e  1 ' a p p a r i t i o n  d ' u n e  n o u v e l l e  t a c h e  a v e c  un R f  

d i f f & r e n z  ce ceux c e s  r S a z t i f s  de d é p a r t .  Zependant,  il n e  nous a  

p a s  é té  p o s s i b l e  d e  s é p a r e r  l e  Boc-NANP du NANP r é s i d u e l  p a r  

e x t r a c t i o n  du p r o d u i t  désiré p a r  un s o l v a n t  o r g a n i q u e  , que ce 

s o i t  l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  ou m ê m e  l e  b u t a n o l .  L e  Boc-NANP n ' é t a n t  

p a s  a s s e z  h y d r o p h o b e  p o u r  ê t r e  e n t r a î n é  p a r  les s o l v a n t s  

o r g a n i q u e s .  La g e l - f i l t r a t i o n  d u  p r o d u i t  b r u t ,  a p r è s  a v o i r  

é v a p o r é  sous  vide e t  s é c h é  l e  m i l i e u  r é a c t i o n n e l ,  n ' a  p a s  pe rmis  

non p l u s  d e  p u r i f i e r  l e  p e p t i d e  p r o t é g é  q u i  é t a i t  é l u é  avec  l e  

p e p t i d e  l i b r e .  

Nous avons  a l o r s  o p t é  p o u r  une p r o t e c t i o n  p a r  l e  groupement  

f l u o r é n y l m é t h y l o x y c a r b o n y l e  (Fmoc) ,  . i n t r o d u i t  s o u s  forme de 

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

p r é s e n c e  de c a r b o n a t e  de s o d i u m  (Chang, a ,  1 9 8 0 , ) .  A p r è s  
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e x t r a c t i o n  p a r  l e  b u t a n o l  e t  r e c r i s t a l l i s a t i o n  dans  1 'hexane,  

nous avons obtenu l e  p rodu i t  d é s i r é  avec un rendement de  49%. 

Af in  d e  f a c i l i t e r  l a  s y n t h è s e ,  nous  avons  p r é f é r é  c o u p l e r  l e  

premier  fragment p r o t é g é  s u r  un t é t r a p e p t i d e  NANP d é j à  a n c r é  s u r  

une r é s i n e  ch lorométhy lée .  L e s  coup lages  é t a i e n t  e f f e c t u é s  deux 

f o i s  (un p remier  couplage avec  1 , 5  é q u i v a l e n t  pendant  2 4  heures ,  

un deuxième coup lage  avec  un é q u i v a l e n t  pendan t  48 h e u r e s )  en  

p r é s e n c e  d e  DCC e t  H O B t ,  s u i v i s  s y s t é m a t i q u e m e n t  p a r  une 

a c é t y l a t i o n .  La f o n c t i o n  a - a m i n e  du  p e p t i d e  e n  c o u r s  

d ' é l o n g a t i o n  é t a i t  dép ro t égée  p a r  l a  p i p é r i d i n e  (50% dans l e  

DMF)(Chang, b, 1 9 8 0 ) .  Nous avons p o u r s u i v i  l a  s y n t h è s e  e t  couplé 

deux f r agmen t s  NANP s u p p l é m e n t a i r e s  s e l o n  l e  m ê m e  p r o t o c o l e  

Fmoc/pipéridine.  

L e s  tests de K a i s e r  é t a n t  peu f i a b l e s ,  nous s u i v i o n s  l ' é v o l u t i o n  

d e  l a  s y n t h è s e  p a r  dosage  s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e  (301 nm) d e s  

é l u a t s  d e  f i l t r a t i o n  a p r è s  d é p r o t e c t i o n .  Pour chaque couplage,  

les rendements estimés p a r  r a p p o r t  à l ' é t a p e  p r é c é d e n t e  v a r i e n t  

e n t r e  78 e t  95% ( f i g .  3.22) . 

En f i n  d e  s y n t h è s e ,  l e  p e p t i d e  f u t  s é p a r é  d e  l a  r é s i n e  p a r  

t r a i t e m e n t  au f l u o r u r e  d 'hydrogène e t  c o n t r ô l é  p a r  RP-HPLC. Nous 

avons pu v é r i f i e r  l a  p résence  du p e p t i d e  (NANP)4 dans l e  p r o d u i t  

b r u t ,  m a i s  a u s s i  l ' a p p a r i t i o n  d ' u n  p i c  c o r r e s p o n d a n t  à un 

fragment p l u s  c o u r t ,  (NANP) 3  ( f i g  . 3.23) . C e c i  p e u t  s ' e x p l i q u e r  

p a r  l a  d i f f i c u l t é  pou r  l e  t é t r a p e p t i d e  d ' a c c è d e r  à l a  charne  

p e p t i d i q u e  a n c r é e  s u r  l a  r é s i n e ,  l o r s  du d e r n i e r  couplage .  Nous 



avons remarqué, au cours des nombreuses synthèses effectuées en 

phase solide, que l'élongation de la chaîne peptidique devenait 

plus difficile lorsque 10-12 acides aminés étaient accrochés sur 

la résine. Ce phénomène est sans doute lié aux capacités de repli 

de la chaîne peptidique, masquant ainsi ses fonctions réactives. 
4 

Le peptide brut a été purifié par RP-HPLC semi-préparative sur 

Nucleosil C18, et nous l'avons contrôlé par HPLC analytique, CCM 

et analyse d'acides aminés. 

Les anticorps de souris obtenus après immunisation avec soit le 

sporozoïte de P. f a l c i p a r u m ,  soit plusieurs protéines 

recombinantes, ou soit les peptides (NANP)2 et (NZLNP)~ émulsifiés 

dans l'adjuvant complet de Freund, sont capables d-nhiber i n  

vitro la pénétration de sporozoïtes de P. f a l c i p a r u m  dans un 

système de culture dlhépatocytes humains (Mazier, 1986). 

Nous avons supposé que les séquences répétitives (NANP), 

pouvaient être impliquées dans la reconnaissance des sporozoïtes 

par les hépatocytes. Pour vérifier cette hypothèse nous avons 

préparé trois peptides, marqués la fluorescéine. Nous avons 

choisis trois peptides, de séquence relativement longue, (NANP) 3 1  

(NANP)6 et (NAPJP)~ de manière à déterminer la structure minimale 

qui pourrait servir de récepteur pour le sporozoïte. 



RP-HPLC sur p-~onaapack C l 8  - Waters 
débit = 2 ml/mn 
phase mobile: eau/acétonitrile/tampon phosphate à pH = 2,5 

RP-HPLC sur p-Bondapack Cl8 - 
débit = 2 ml/mn Waters 
phase mobile: eau/acétonitrile/ 
tampon phosphate à pH = 2,5 

F i a u r e  3 .25  : c a r a c t é r i s a t i o n  de FITC- INANP) fi 



Seule la fonction amine à l'extrêmité N-terminale de ces peptides 

était susceptible de réagir avec l'isothyocyanate d e  

fluorescéine. La réaction s'est effectuée dans un mélange 

pyridine/eau (3/1 : v/v) pendant vingt-quatre heures et a été 

suivie par CCM jusque disparition de la tache correspondant au 

peptide libre. Les peptides marqués, après purification par 

gel-filtration sur Sephadex LH2O dans le méthanol, ont été 

contrôlés par RP-HPLC et CCM (fig. 3.24, 3.25 et 3.26). 

Les tests in vitro de fixation des peptides fluorescents à la 

surface d'hépatocytes humains ont été réalisés avec le concours 

du Dr. D. Mazier, dans le Service de Parasitologie du Pr. 

Gentilini à l'hôpital la Pitié-Salpêtrière. 

Pour éviter le métabolisme des peptides par les cellules du foie, 

ces dernières ont été fixées par le méthanol. Nous n'avons jamais 

mis en évidence, au microscope à immersion, de fluorescence 

significative à la surface des hépatocytes humains, Nous 

observions au contraire une fluorescence non spécifique, à forte 

concentration de peptides (quel que soit le peptide testé). 

L'affinité des peptides à la surface des sporozoïtes de P. 

falciparum ne purent non plus être observés par ces contrôles. 

Nos études n'ont pu prouver l'implication des structures 

répétitives de NANP dans la reconnaissance des hépatocytes par 

les sporozoïtes. Ceci a été confirmé ultérieurement par Aley, qui 

a montré également qu'un peptide de 10 acides aminés 

(correspondant à la partie de la région fortement conservée 1, 



RP-HPLC sur p-Bondapack C l 8  - Waters 
débit = 2 ml/m 
phase mobile: eauiacétonitrile/tampn phosphate à pH = 2,s 



immédiatement a d j a c e n t e  à l a  zone de r é p é t i t i o n )  r e c o n n a i s s a i t  

s p é c i f i q u e m e n t  des r é c e p t e u r s  à l a  s u r f a c e  de  c u l t u r e s  

c e l l u l a i r e s  d'hépatômes humains (Aley, 1986) . 

3.4.  Etudes c o n f o r m a t i o n n e l l ~  

Selon les t r avaux  de Dane (1984) ,  les  p r o p r i é t é s  an t i gén iques  des  

p e p t i d e s  comprenan t  un nombre r e l a t i v e m e n t  r e s t r e i n t  d e  

t é t r a p e p t i d e s  n e  d o i v e n t  p a s  ê t r e  é l o i g n é e s  d e  ce l les  de  l a  

p r o t é i n e  C S .  C e s  r é s u l t a t s  suggè ren t  que  ces p e p t i d e s  p o u r r a i e n t  

adopte r  une conformation proche de celle t rouvée  dans l a  p r o t é i n e  

CS. 

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

t h é o r i q u e s  s u r  des p e p t i d e s  c o n t e n a n t  un grand nombre r é p é t i t i f  

NANP a s s o c i é e s  (Gibson, 1987 - Brooks, 1987) . 

Nous avons voulu  dé t e rmine r  l e  nombre de  t é t r a p e p t i d e s ,  NANP, à 

a s s o c i e r  pour  pe rme t t r e  l ' o r g a n i s a t i o n  d ' une  s t r u c t u r e  s econda i r e  

d é f i n i e ,  e t  a p p r é c i e r  1 ' i n f l u e n c e  de l a  c o n f o r m a t i o n  s u r  

l ' a n t i g é n i c i t é .  

Nous avons  d ' a b o r d  é t u d i é  p a r  d i c h r o ï s m e  c i r c u l a i r e  les  h u i t  

p e p t i d e s  (NANP), avec  n  v a r i a n t  de 1 à 8. Nous n ' avons  pu  mettre 

en  év idence  aucune o r g a n i s a t i o n  p a r t i c u l i è r e  d a n s  l ' e a u  n i  dans 

les  s o l v a n t s  o rgan iques  t e l s  que  l e  t r i f l u o r o é t h a n o l  (TFE), l e  

d i m é t h y l s u l f o x y d e  (DMSO), ou l e  d i o x a n e .  Mais ces r é s u l t a t s  



Fiaure 3.27: coude D t m e  1 



n'excluent pas la possibilité d'organisation de ces peptides sous 

d'autres structures que celles indiquées par dichroïsme 

circulaire. 

La résonance magnétique nucléaire (RMN) à deux dimensions a 

permis de définir la structure adoptée par ces peptides. Les 

études ont été réalisées par le Dr. B. Perly, spécialiste de la 

RMN au CEN de Saclay. Nous ne présenterons dans ce chapftre que 

les résultats des études de RMN qui nous ont permis de mesurer 

l'influence de la structure secondaire sur les études 

immunologiques. 

Les premières expériences réalisées dans l'eau furent décevantes. 

Par contre, les spectres effectués dans le DMSO témoignent d'une 

organisation des peptides. 

Au contraire du tétrapeptide NANP qui n'a pas de structure 

secondaire particulière, le peptide (NANPI2 est organisé. Plus 

précisément, c'est le tétrapeptide central NPNA qui adopte une 

conformation de coude B type 1, dans laquelle la proline est 

située en position 2 (fig 3.27). Cette conformation est 

stabilisée par une liaison hydrogène entre Asn en position 1 et 

Ala en position 4. Les résultats sont en accord avec ceux tirés 

de la littérature : Pro occupe souvent la seconde place d'un 

coude fi type 1, alors que Asn a tendance à prendre la première 

place (Ghelis, 1982). 

Dans ces conditions, 1' octapeptide (NANP) ou NA (NPNA) NP doit 



ê t r e  c o n s i d é r é  non p l u s  comme une  d o u b l e  séquence  de r é p é t i t i o n  

s u r  l a  b a s e  de s t r u c t u r e  p r i m a i r e  mais  comme une  s i m p l e  u n i t é  d e  

s t r u c t u r e  s u r  l a  base  de  s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e .  

Quand un t r o i s i è m e  t é t r a p e p t i d e  e s t  a j o u t é ,  p o u r  f o r m e r  l e  

p e p t i d e  (NANP)3, une seconde  séquence  NPNA o r g a n i s é e  e n  coude B 

t y p e  1 a p p a r a î t .  Un e f f e t  c o o p é r a t i f  q u i  s t a b i l i s e  l e  p e p t i d e  

(NANP)3 est  m i s  e n  é v i d e n c e .  Autrement  d i t ,  l e  d o d é c a p e p t i d e  

NA (NPNA) *NP p o s s è d e  u n e  o r g a n i s a t i o n  p l u s  s t a b l e  q u e  

1 ' o c t a p e p t i d e  NA (NPNA) NP. 

Aucune m o d i f i c a t i o n  i m p o r t a n t e  n ' a  pu être m i s e  e n  év idence  quand 

p l u s  de t r o i s  NANP s o n t  a s s o c i é s ,  m ê m e  p o u r  l e  p e p t i d e  (NANP) *. 
Chaque u n i t é  a j o u t é e  à (NANP)3 s ' o r g a n i s e  de l a  même manière .  

P a r  m o d é l i s a t i o n  m o l é c u l a i r e  e t  m i n i m i s a t i o n  d ' é n e r g i e ,  nous  

avons v é r i f i é  l a  p r é s e n c e  de l a  l i a i s o n  hydrogène du coude B t y p e  

1 e n t r e  lCOAsn e t  4NHAla,  au n i v e a u  d e  l a  séquence  NPNA. C e s  

é t u d e s  o n t  été r é a l i s é e s  p a r  D r .  G.  Vergoten au  CERIM à L i l l e .  

3 .5 .  I n f l u e n c e  de l a  s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  sur l ' a n t i g e n i c i t e  . , S . ,  

des p e p t i m  

Bien que ces é t u d e s  s o i e n t  r é a l i s é e s  dans  l e  DMSO, il nous  a  pa ru  

très i n t é r e s s a n t  de les c o r r é l e r  a v e c  les r é s u l t a t s  b i o l o g i q u e s .  

En e f f e t ,  l e  p o t e n t i e l  d ' o r g a n i s a t i o n  q u e  p o s s è d e  l e  p e p t i d e ,  

d a n s  un  s o l v a n t  t e l  que  l e  DMSO, p e u t  ê t r e  e x p r i m é  quand ce 

p e p t i d e  i n t e r a g i t  avec  une  s t r u c t u r e  macromolécu la i re  t e l l e  que 





la zone de liaison de l'anticorps, ou une membrane cellulaire. 

Nous devons tenir compte du fait que les anticorps sont dirigés 

contre la protéine native, qui est repliée à la surface du 

parasite. 

La capacité de différents peptides (NANP), d'inhiber la liaison 

entre un anticorps monoclonal anti-sporozoïte et une protéine 

recombinante R32tet32, a été testée en ELISA par le Dr. P. 

Druilhe et A. Londono dans le Service de Parasitologie du Dr. 

Gentilini à l'hôpital la Pitié-Salpêtrière. La protéine 

recombinante R32tet32 (Young, 1985) contient 30 (NANP) et 2 

peptides mutants (NVDP) . 

Bien que n'ayant pas réalisé personnellement l'inhibition 

d'ELISA, nous pouvons néanmoins en rappeler brièvement le 

principe. Le test consiste a faire réagir l'anticorps monoclonal, 

préalablement incubé avec les peptides (NANP) , (NANP) 3, (NANP) 
et (NANP) 8 sur la protéine recombinante fixée sur une plaque de 

polyéthylène. Le pourcentage d'inhibition des différents peptides 

est estimé en fonction de leur concentration. 

Cette expérience (fig. 3.28) montre que parmi les peptides 

testés, seul NANP est inactif. Les peptides (NANP) 3, (NANP)5 et 

(NANP) sont légérement plus inhibiteurs que (NANP) 2. La courbe 

d'inhibition ne met pas en évidence de différence majeure entre 

les trois plus longs peptides. Cependant cette observation est 

limitée à l'emploi d'un seul anticorps monoclonal. 



L e s  r é s u l t a t s  d e  ces é t u d e s  s o n t  e n  a c c o r d  a v e c  l es  e x p é r i e n c e s  

d é c r i t e s  dans  l a  l i t t é r a t u r e :  

- Zava la  a  pu d é t e r m i n e r  q u e  (NANP) e t  (NANP) i n h i b a i e n t  

f o r t e m e n t ,  e t  a v e c  l a  m ê m e  e f f i c a c i t é  l a  l i a i s o n  de 

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

s p o r o z o ï t e s .  Au c o n t r a i r e  ( N A N P ) 2  se r é v é l a  u n  p a u v r e  

i n h i b i t e u r  (Zavala,  1985) . 
- l es  p e p t i d e s ,  d o n t  l a  s é q u e n c e  c o n t i e n t  a u  moins 2  NPNA, 

o n t  é té  c a p a b l e s  de s t i m u l e r  i n  v i t r o  l e s  c e l l u l e s  T a l o r s  

q u e  l e  p e p t i d e  (NANP)2 q u i  c o n t i e n t  un  NPNA, é t a i t  

b e a u c o u p  m o i n s  a c t i f .  N é a n m o i n s  l e s  e s s a i s  de 

p r o l i f é r a t i o n  de c e l l u l e s  T p a r  d i f f é r e n t s  p e p t i d e s  

(NANP) ,  o n t  montré cependan t  des r é s u l t a t s  h é t é r o g è n e s  s u r  

des s o u r i s  q u i  é t a i e n t  immunisées s o i t  a v e c  des p e p t i d e s  

(Togna, 1986)  s o i t  a v e c  une  p r o t é i n e  r e c o m b i n a n t e  (Good, 

1986) .  

- l e  p e p t i d e  (NANP) c o u p l é  l ' a n a t o x i n e  t é t a n i q u e  a  é té  

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

v o l o n t a i r e s  h u m a i n s .  La  p l u p a r t  des  s é r u m s ,  

c o n t e n a n t  d e s  a n t i c o r p s  anti-NANP d é t e c t é s  p a r  ELISA, 

r é a g i s s e n t  a v e c  l e s  s p o r o z o ï t e s  de P .  falciparum. 

( H e r r i n g t o n  1 9 8 7 ) .  Un r e t a r d  s i g n i f i c a t i f  de l a  

p a r a s i t é m i e  a  pu ê t re  observé .  

Nous avons  c o n s a c r é  une p a r t i e  de n o s  r e c h e r c h e s  a p r é p a r e r  d e s  



immunog&nes synthétiques caractérisés chimiquement, qui soient 

utilisables en vaccination chez l'homme. Nous avons cherché à 

potentialiser l'imrnunogénicité par : 

- construction d'un modèle de présentation de l'antigène, 

capable de retarder sa dispersion, 

- association des antigènes (NANP) et (NANP) par liaison 

covalente à un adjuvant : le muramyldipeptide (MDP). 

3.6.1 Construction d'un modèle de présentation au systPme 

L'utilisation de protéines porteuses pose un certain nombre de 

problèmes (réactions croisées avec les protéines de l'organisme, 

sensibilisation à la protéine porteuse. suppression épitopique). 

Les recherches actuelles s ' orientent vers 1 'emploi de porteurs 

synthétiques , dénués de toxicité. 

Hopp a mis au point un acide gras, le dipalmityl-lysine, sur 

lequel un antigène synthétique peut être greffé. Les conjugués 

obtenus sont chimiquement caractérisés, et possèdent une pureté 

supérieure à celle obtenue avec des protéines usuelles 

(Hoppl 1984) 

Dans notre laboratoire le Professeur C. Sergheraert a conçu et 

synthétisé un acide hydrophobe original, qui porte une fonction 

amine primaire protégée par un groupement Boc afin de permettre 

son utilisation en phase solide. 
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Fiaure 3.29: modèle de présentation de l'antiaène 
peptidi-e (NANPl-3  



NOUS avons mis au point un modèle au sein duquel l'antigène 

peptidique est encadré par deux acides hydrophobes (fig . 3.29) . 
Nous avons choisi l'antigène peptidique, (NANP)3 puisqu'il 

correspond à la structure minimale capable de s'organiser en 

coude B type 1 (dans le DMSO), et de provoquer une réaction 

immunitaire efficace. 

Notre but était d'améliorer la présentation au système 

immunitaire et de retarder la dispersion de l'antigène par un 

effet de dépot. Ce type de molécule pourra s'associer avec 

lui-même par liaison hydrophobes, et former des agrégats, voire 

des nicelles. 

Après avoir vérifié, sur un petit lot, que l'acide hydrophobe 

ancré sur une résine chlorométhylée, pouvait être libéré de la 

résine par traitement au fluorure d'hydrogène, nous avons 

entrepris la synthèse de la molécule. 

L'acide hydrophobe fut ancré classiquement sous forme de sel de 

césium sur la résine chlorométhylée de Merrifield (charge 

obtenue: 0,34 mEq./g). Les acides aminés ainsi que le deuxième 

acide hydrophobe furent couplés par synthèse récurrente totale, 

selon le protocole Boc/TFA. L'efficacité des couplages a été 

vérifiée par le test qualitatif de Kaiser. 

Après clivage par le fluorure d'hydrogène 1 heure à O°C en 

présence de p.crésol ("high HF"), le produit brut qui a été 

obtenu avec un rendement de 77% fut élué sur Sephadex LH20 dans 
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un mélange DME'/H20, et contrôlé par RP-HPLC sur Nucleosil C4. Le 

chromatogramme obtenu indiquait la présence de deux pics 

principaux que nous avons séparés par RP-HPLC semi-préparative 

sur Nucleosil C4 (fig. 3.30) . 
Les fractions correspondant à chaque pic d'HPLC furent 

collectées, lyophilisées et contrôlées par : 

- CCM: chaque fraction était révélée par le réactif de 

Reindel-Hoppe, ce qui signifie qu'ils comportent des 

liaisons peptidiques. 

- analyse d'acides aminés: les deux fractions présentent 

une analyse similaire en acide aspartique, alanine et 

proline. 

- spectroscopie de masse FABS: les spectres indiquent 

13 présence du produit désiré dans les deux fractions. 

Deux acides aminés hydrophobes étant introduits au cours de la 

synthèse sous la forme racémique, le produit de synthèse 

contient alors quatre diastéréoisomères. Ceci a été confirmé 

par l'ensemble des contrôles ci-dessus (fig. 3.31) . Les deux 
pics observés par RP-HPLC correspondent à des 

diastéréoisomères différents qui présentent la même composition 

en acides aminés et la même masse moléculaire. 

Les études immunologiques sont en cours de réalisation dans le 

Service d'Immunologie du Dr. Chedid à l'University of South 

Florida aux USA. Pour immuniser des animaux de laboratoire, le 

modèle synthétique a été introduit dans des liposomes. 



a n a l y s e  d ' a c i d e s  aminés 
q u a n t i t é  t h é o r i q u e  trouvée 

AsP 2 1 , 8 8  
A l a  1 1 , 0 2  
P r o  1 1 , l O  

I I l 

s p e c t r e  de masse  "FABw 

Fiaure 3.31: contrôle des diast&r&oisom&res 



3 . 6 . 7 .  Svnthèses des conjuaués - - MDP 

Bien que le MDP présente l'inconvénient d'être pyrogène, ce qui 

limite son utilisation en vaccination humaine, nous l'avons 

utilisé pour mettre au point les conditions de couplage. Le 

protocole de préparation dlimmunogènes pourra, par la suite, 

s ' appliquer à d' autres analogues du MDP dépourvus d' activité 

pyrogène, tel le murabutide (Lefrancier, 1982). 

Nous avons choisi parmi les peptides que nous avons synthétisés 

le peptide le plus long (NANP)8 ainsi qu'un peptide de séquence 

relativement courte (NANP) 4 .  Nous ne disposions pas à cette 

époque des renseignements conformationnels fournis par les études 

de RMN. 

3.6.7.1. Svnthèse de ITIP-(NANP)~ 

 obtention de ce produit a été réalisée par une stratégie douce 

de couplages de fragments en phase homogène. 

Nous avons alors activé, au moyen de différentes méthodes, la 

fonction carboxylique du MDP, avant de le coupler au (NANP) 4 par 

son unique fonction amine réactive . 

L'activation par le chloroformiate d'isobutyle ou 

llhexafluorophosphonate de benzotriazolyl N-oxytrisdiméthyl- 

amino-phosphonium (BOP) (Castro, 1975) s'est révélée 



analyse d'acides aminés 
quantité théorique trouvée 

RP-HPLC sur Nucléosil Cl8 Macherey-Nage1 
débit = lml/mn 
phase mobile: eau/acétonitrile/tampon phosphate à pH = 2,5 



infructueuse, en dépit des modifications des systèmes de solvants 

et des temps d'incubation. 

Nous avons alors activé, dans le DMF, la fonction carboxylique du 

MDP par un ester hydroxy-succimimidique (MDP-OSu), au moyen de 

dicyclohexylcarbodiimide, avant de coupler l'adjuvant 3 la 

fonction amine du peptide (NANP)* en présence de triéthylamine. 

Nous avons pris soin d'éliminer l'acide acétique, qui pourrait 

bloquer la réaction, par élution de (NANP)q et du MDP sur 

Sephadex G10 avec HC1 1/100. L'évolution de la réaction a été 

suivie par RP-HPLC analytique et CCM, jusque disparition du pic 

et de la tache correspondant au peptide libre. Le conjugué a été 

obtenu au bout de soixante-douze heures avec 3 équivalents de 

MDP-OSu. 

Après avoir repris dans l'eau et lyophilisé le milieu 

réactionnel, nous avons purifié le produit brut par 

gel-filtration sur Biogel P2 (ultrafine) dans AcOH 2% pour éviter 

les absorptions non spécifiques. Nous avons obtenu le produit pur 

avec un rendement de 39% et l'avons caractérisé par RP-HPLC, 

analyse d'acides aminés, et chromatographie sur couche mince 

(fig. 3.32). 

Le conjugué fut préparé également par couplage du MDP active par 

1'HOSu sur le (NANP)8 dans le DMF en présence de 

N-méthylmorpholine. 



analyse d'acides aminés 
quantité théorique trouvée 

AsP 16 16,34 
A l a  9 8,87 
Gln 1 O, 92 
Pro 8 8,16 

RP-HPLC sur Nucléosil Cl8 Macherey-Nagel 
débit = lml/mn 
phase mobile: eau/acétonitrile/tampon phosphate à pH=2,5 

Fiaure 3.33 : caractérisation de MDP- (NANP) '1 



La disparition du pic correspondant à (NANP) 8, en RP-HPLC fut 

observée après 72 heures avec un excès de 7 équivalents en 

MDP-OSU. 

Après élution sur Biogel P2 (ultrafine) avec AcOH 2%. le produit 

purifié obtenu avec une rendement de 32% fut contrôlé par 

RP-HPLC, analyse d'acides aminés et chromatographie sur couche 

mince (fig. 3.33). 

Les études immunologiques des conjugués obtenus furent réalisées 

dans le laboratoire d' Immunothérapie Expérimentale du Dr. L. 

Chedid à l'Institut Pasteur de Paris. 

Les résultats furent décevants: aucun anticorps anti-(NANP)4 ou 

anti- (NANP) 8 n ' a été détecté. 

Par contre. les peptides (NANP)4 et (NANP)8, couplés à 

l'anatoxine tétanique et administrés à des souris en présence 

d'hydroxyde d'aluminium, ont permis de stimuler la formation 

d'anticorps qui reconnaissent les sporozoïtes et inhibent in 

vitro leur pénétration dans une culture cellulaire humaine 

(Lise, 1988) . 

Pour tenter d'expliquer ces résultats, nous avons émis 

plusieurs hypothèses. 



Première hypothèse: les conjugués, en raison de leur 

hydrophilie, sont métabolisés et éliminés trop rapidement pour 

être pris en compte par le système immunitaire. Pourtant un 

modèle synthétique différent, correspondant au LHRH 

(Luteinizing Hormone Releasing Hormone) couplé au MDP a 

permis, en dépit de son hydrophilie, de stimuler l'élaboration 

dl anticorps anti-LHRH (H. Gras-Masse, thèse, 1985) . Le modèle 

hydrophobe précédent (~f.53.6.1)~ que nous avons mis au point, 

permettra d' éclaircir ce problème. 

Deuxième hypothèse: les conjugués n'ont pas été pris en 

compte par le système immunitaire, car il manquait des 

informations indispensables. De nombreux travaux que nous avons 

déjà cités ont montré que (NANP)3 correspondait à un épitope B; 

D'autre part, les lymphocytes T ne sont stimulés in vitro par 

différents peptides (NANP), que chez certaines races de souris 

(Togna, 1986 - Good, 1986). 

Il est apparu ultérieurement que la séquence répétitive de la 

protéine CS ne contenait pas d'épitope T pour l'homme. 

L'immunisation réalisée soit avec (NANP)3 couplé h l'anatoxine 

tétanique (Herrington, 1987), soit avec la protéine 

recombinante R32tet32 (Ballou, 1987) a permis de provoquer l1 

apparition d'anticorps anti-NANP et de retarder la parasitémie, 

voire de protéger. Au contraire les essais d'immunisation avec 

une autre protéine recombinante ~ 3 2 t e t ~ & ~ ~ ~  (qui contient la 

séquence (NANP) 15(NVDP) couplé à deux acides aminés Leu et 



Arg) se sont révélés inefficaces (Hoffman, 1987). Ceci signifie 

qu'un épitope T artificiel peut être amené soit par une 

protéine porteuse telle l'anatoxine tétanique, soit par la 

protéine recombinante R32tet32. 

Troisième hypothèse: la séquence répétitive, fortement 

conservée, a peut être une fonction immuno-suppressive qui 

permet au parasite d'échapper au système immunitaire. Les 

antigènes (NANP) et (NANP) ont un rôle immunomodulateur 

possible qui concurrencerait ou s'opposerait à celui du MDP. 

Afin de vérifier cette éventualité, le Dr. L. Chedid et son 

équipe ont étudié les propriétés immunopharmacologiques de ces 

modèles. Les essais préliminaires ont révélé que les 

conjugués-MDP étaient capables, aussi bien que le MDP seul, de 

stimüler une réponse immunitaire non spécifique. C'est donc à 

un autre niveau que celui du MDP, qu'il faut envisager, 

l'imrnunomodulation des antigènes. 

L'obtention d'un vaccin efficace anti-sporozoïte présentant des 

difficultés, il nous a semblé particulièrement intéressant 

d'étudier le stade hépatique , étape qui suit le développement 

du sporozoïte. 





4.ANTIGENE SPECIFIOUE DU STADE HEPATIOUE (LSA) 

Récemment un antigène spécifique du LSA a été identifié par 

criblage d'une banque d'expression génomique du parasite avec 

des sérums humains obtenus d'individus qui habitaient en zone 

d'endémie (Marchand, 1987) . Le fragment d' acide 

désoxyribonucléique (ADN) qui s ' exprime dans le clône 

sélectionné a été séquencé, il comporte une séquence répétitive 

de 51 nucléotides. La structure primaire, qui a été déduite, 

contient un motif de répétition de dix-sept acides aminés 

(tableau 3.2). Il existe une mutation dans une des séquences où 

une glycine remplace un acide glutamique. La forte conservation 

de la séquence en acides aminés, contrairement à la séquence en 

nucléotides, suggère un rôle fonctionnel ou structural pour ces 

motifs de répétition. 

Les prédictions conformationnelles selon Chou et Fasman 

indiquent que la séquence possède une forte probabilité de 

s'organiser en hélice a (fig 3.34) . 

Les hélices sont des structures qui peuvent être reproduites 

dans des solutions aqueuses par des peptides synthétiques de 

séquence relativement courte (13 acides aminés). L'organisation 

hélicoïdale sera favorisée par des phénomènes qui stabilisent 

l'hélice tels l'amphiphilie, respect des dipôles aux 

extrêmités, interactions électrostatiques (Shoemacker, 1987 - 

Creighton, 1987) . 



Nous avons synthétisé une série de peptides qui nous ont permis 

de: 

- évaluer leur éventuelle capacité de ciblage, 

- localiser un éventuel épitope B majeur, 

- apprécier 1 ' influence de sop organisation sur 

l'antigénicité, 

- mesurer 1 ' importance de 1 ' extrêmité carboxamide sur la 

capacité d'organisation du peptide, 

- déterminer le rôle de l'acide aminé mutant, Gly aussi 

bien au niveau de l'antigénicité que de l'organisation 

peptidique. 

4.1 Choix des QeQtides 

Nous avons choisi deux peptide de 34 et 41 acides aminés, qui 

contiennent deux fois l'unité de répétition, avec une glycine 

dans un des deux motifs LSA 1-34 et LSA(-7)-34 (tableau 3.3). 

Le peptide de 34 acides aminés nous a servi de référence pour 

la numérotation des acides aminés, l'acide aminé N-terminal, en 

l'occurrence Gly, correspond à l'acide aminé 1. 

Dans le but de repérer la structure minimale impliquée dans une 

réaction immunitaire, nous avons synthétisé trois peptides de 

17 acides aminés qui correspondent à la taille de la séquence 

répétitive. Deux peptides de 17 acides aminés ont été 

synthétisés de manière à ce que l'acide glutamique ou la 

glycine occupe la position N-terminale pour des commodités de 



préparation. Ce sont les peptides LSA 18-34 Glu N-term et LSA 

18-34 Gly N-term. La séquence du troisième peptide LSA 13-29 

est décalée du côté N-terminal de LSA 18-34 de 6 acides aminés. 

Ce déplacement correspond au nombre généralement admis d'acides 

aminés, impliqués dans un épitope séquentiel. 

De manière à couvrir tout épitope de ce type, nous avons 

sélectionné 4 séquences plus courtes : 

- LSA 23-34 et LSA 27-34 qui forment des sous-fragments 

spécifiques de LSA 18-34. 

- LSA 18-29 et LSA 23-29 qui sont contenus à la fois dans 

LSA (-7) -34NH2 

LSA 1-34NH2 

LSA 18-34NH2 

LSA 13-29NH2 

LSA 13-290H 

LSA 23-34NH2 

LSA 18-29NH2 

LSA 27-34NH2 

LSA 23-290H 

LAKEKLQGQQSDLEQERLAKEKLQEQQSDLEQERLAKEKLQ 

Tableau 3.3 : ~ewtides sélectionnés 

Nous avons également tenu compte du caractère amphiphile qui 

permet de stabiliser les structures hélicoïdales. 

Nous avons donc étudié la possibilité d'un caractère 

amphiphile en utilisant la méthode dtEisenberg qui représente 

1 'hélice selon une projection axiale (Eisenberg, 1982) . Chaque 





acide aminé est représenté par un vecteur dirigé depuis l'axe 
1 

de l'hélice vers la position de l'acide aminé. La longueur du 
l 

vecteur est fonction d'une mesure de l'hydrophobicité de 

l'acide aminé. Les acides aminés hydrophiles sont représentés 

par des vecteurs négatifs, dirigés à 180° de la position de I 1 
l'acide aminé considéré. Les valeurs d'hydrophobicité utilisées 1 1 

sont celles que proposent Chothia. Une hélice amphiphile est ; 
1 

caractérisée par le regroupement des résidus hydrophiles sur ~ 
une face et des résidus hydrophobes sur l'autre face. Elle l 

I 
possède alors la propriété d'adopter une orientation 

1 
l 

privilégiée entre une phase polaire et une phase apolaire. 1 
l 

Selon la représentation dlEisenberg, ce caractère se traduit 1 

par le rassemblement dans un même demi-plan de tous les 

l vecteurs représentant la contribution des acides aminés à 
1 

l'hydrophobicité de la ?,olécule. i 

l 
Si on considère le peptide LSA 18-34 Glu N-termNH2 les vecteurs I 

I 
sont répartis sur tout le plan. Par contre le peptide LSA 

27-34NH2 présente une structure nettement amphiphile : tous les 
l 
1 

vecteurs sont situés d'un même côté (fig 3.35) . Ce caractère I 

amphiphile permet de stabiliser la structure hélicoïdale 

adoptée par des peptides plus grands contenant la séquence 
I 

Nous nous sommes également intéressées au moment hydrophobe de 1 
la protéine LSA. Dans notre laboratoire a été informatisé un 1 

programme qui permet de déterminer un moment hydrophobe pour 

chaque segment de sept acides aminés consécutifs. Ces calculs 
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hydrophobe 

?- 

A c i d e  aminé 

Fioure 3 . 3 6 :  moment hvdro~hobe  de l a  ~ r o t é i n e  LSA 

r-' 



répétés le long de la chaîne peptidique permettent d'établir un 

profil d'hydrophobicité. Une séquence caractérisée par des 

valeurs nettement hydrophobes possède une forte probabilité de 

correspondre à une structure amphiphile. Ce programme 

complètera les études conformationnelles, à condition que la 

structure adoptée par le modèle étudié soit une hélice a,ou 

aussi un feuillet plisséa. 

La figure 3.36 indique le moment hydrophobe maximal de la 

protéine LSA correspondant à la séquence 27-34. Ceci accrédite 

le caractère amphiphile de ce peptide. 

4.7. Synthèses et Durifications des DeDtjdeq 
. a 

- 

4.2.1. Résines utilisées 0 .  

Pour éviter la présence d'une fonction C-terminale chargée 

négativement qui interférerait avec le dipôle hélicoïdal et 

déstabiliserait l'hélice, nous avons synthétisé les peptides 

LSA (-7)-34NH2, LSA 1-34NH2, LSA 18-34 Glu N-termNH2, LSA 18-34 

Gly N-termNH2, LSA 23-34NH2, LSA 27-34NH2, LSA 13-29NH2 et LSA 

23-29NH2 sur une résine benzhydrylamine (Pietta, 1970). Ce type 

de resine (fig 3.37) assure une liaison d'ancrage du peptide 

sur la résine, qui est plus stable aux acidolyses par le TFA, 

que la liaison ester obtenue avec une résine chlorométhylée. La 

fixation du premier acide aminé est réalisée selon le protocole 

utilisé pour le reste de la synthèse, en l'occurrence le schéma 

Boc/TFA. 







Le peptide LSA(-7)-34NH2 a été préparé sur une résine 

benzhydrylamine chargée 3. 0,81 mEq/g selon le protocole 

Boc/TFA. Les fragments LSA 1-34NH2 , LSA 18-34 Glu N-termNH2, 

LSA 23-34NH2 et LSA 27-34NH2 ont été obtenus par prélèvements 

successifs de peptidyl-résine au cours de la synthèse. Le 

peptide LSA 18-34 Gly N-termNH2 a été synthétisé en fixant une 

Boc-Gly sur la peptidyl-résine prélevé après couplage de Gln16. 

Le peptide LSA 13-29NH2 a été synthétisé selon le même 

protocole sur une résine benzhydrylamine chargée à 0,5 mEq/g. 

Le peptide LSA 18-29NH2 a été obtenu par prélèvement de 

peptidyl-résine en cours de synthèse. 

De manière à étudier un analogue inorganisé de LSA 13-29NH2, 

nous avons préparé le peptide avec une fonction carboxylique 

C-terminale LSA 13-290H sur une résine 

aminoacyl-4-phénylacétamidométhyl copolystyrène 1% 'divinyl 

benzène ou Pam (Mitchell, 1976) . Ce type de résine (fig. 3.38) ) 
est approprié pour la synthèse de longs peptides car la liaison 

peptidyl-OCH2-Pam-résine est 100 fois plus stable aux 

traitements acides que la liaison peptide-0CH2-résine (obtenue 

avec une résine chlorométhylée). Afin d'obtenir les peptides 

'i LSA 13-290H et LSA 23-290H nous avons utilisé une > 
BOC- la-OCH2-Pam-résine chargée à 1,2 mEq/g. 





4.3.2 synthèses 

Les synthèses ont toutes été réalisées selon le protocole 

classique Boc/TFA. Les chaînes latérales des acides aminés 

trifonctionnels ont été protégées de la manière suivante: 

Arg : tos 

Asp, Glu : O-Bzl 

Lys : Cl-z 

Ser : O-Bzl 

Les couplages ont été effectués au moyen des agents de couplage 

DCC et HOBt avec un excès de 2.5 équivalents. Les couplages ont 

été contrôlés par la réaction colorée de Kaiser, et suivis 

d'une acétylation systématique après un test négatif. 

Les peptides bruts ont été séparés de la résine par le fluorure 

d'hydrogène, en présence de p. crésol et de diméthyl sulfure a 

O°C pendant une heure. 

Les rendements de synthèse obtenus ne sont pas très élevés, 

notamment pour la série de peptides issue de la synthèse du LSA 

(-7)-34. L'analyse d'acides aminés sur les produits bruts a 

permis de suivre llévolution de la synthèse (fig. 3 . 3 9 ) .  

Ces peptides contiennent un nombre relativement important de 

glutamine dont la principale réaction secondaire est la 

formation d'acide pyroglutamique (fig. 3.40)  catalysée par des 

acides faibles (Dimarchi, 1 9 8 2 )  . Par conséquent, la chaîne 



p e p t i d i q u e  e n  c o u r s  d ' é l o n g a t i o n  es t  b loquée ,  e t  l a  cha rge  

r e l a t i v e  de l a  r é s i n e  diminue. 

Nous avons pu c o n s t a t e r  que l a  séquence Gln-Glu-Gln-Gln é t a i t  

p a r t i c u l i è r e m e n t  s e n s i b l e .  Nous a v o n s  o b s e r v é  u n e  c h u t e  

dramatique de l a  charge  (0,4 mEq/résidu) ap rè s  Gln17. 

L e  rendement d e v i e n t  c a t a s t r o p h i q u e  a p r è s  c o u p l a g e  de l a  

deuxième séquence  d e  17 a c i d e s  aminés ,  c ' e s t  à d i r e  a p r è s  

couplage  de  G1yl. La charge  de  l a  r é s i n e  a t t e i n t  l a  v a l e u r  de  

O , 1 1  mEq/g d e  r é s i d u .  C e  q u i  s i g n i f i e  que l e  p e p t i d e  b r u t  

c o n t i e n t  seu lement  11% du p r o d u i t  a t t e n d u ,  les  89% r e s t a n t  

c o r r e s p o n d e n t  à une  l a r g e  f a m i l l e  de f r agmen t s  de t a i l l e  

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

4.2.3 P u r i f i c a t i o n s  . . 

S i  une g e l - f i l t r a t i o n  de  LSA(-7)-34NH2 e t  LSA 1-34NH2 s u r  TSK 

HW ( 4 0 ) s  a  permis  d ' é l i m i n e r  les  f ragments  de  c o u r t e  séquence,  

les p e p t i d e s  de  p o i d s  m o l é c u l a i r e  p r o c h e  de  c e l u i  des deux 

l o n g s  p e p t i d e s  o n t  é té  é l u é s  a v e c  ces p r o d u i t s .  Dans ces 

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

p u r i f i c a t i o n  pour  é t u d i e r  l e u r  conformat ion ,  les con taminan ts  

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

P a r  c o n t r e  les a u t r e s  pep t i de s ,  d e  séquence i n f é r i e u r e  ou é g a l e  



à 17 acides aminés, ont été purifiés par gel-filtration sur 

Biogel P2, TSK HW (40) S ou tris-acryl GE05 suivi d'une HPLC 

semi-préparative sur Nucleosil C18. Les peptides ont été 

obtenus avec un degré de pureté (94% à 99%) qui autorise la 

réalisation d'études conformationnelles. Les différents 

peptides ont été caractérisés par RP-HPLC, CCM et analyse 

d'acides aminés (fig. 3.41 à 3.49). 

4 -3 Etudes de cibla- 

Pour étudier le développement des schizontes intra-hépatiques, 

nous avons marqué à la fluorescéine les peptides correspondant 

au motif de répétition LSA 18-34 Glu N-termNH2 ainsi que deux 

sous-fragments LSA 23-34NH2 et LSA 27-34NH2 selon le protocole 

décrit précédemment § 2.3) . Les peptides marqués ont été 
purifiés par chromatographie sur couche épaisse de silice. 

Les tests de ciblage réalisés par le Dr. P. Druilhe et son 

équipe n'ont pas mis en évidence de fixation spécifique des 

peptides à la surface des érythrocytes sains ou parasités. 

4.4 Etudes confor~tionnelles 
\ 

Nous avons effectué ces études chez le Dr.A. Bracq au Centre de 

Biophysique Moléculaire au CNRS d'Orléans. Nous avons apprécié 

la conformation de tous les peptides synthétisés à l'exception 



analyse d'acides aminés 
quantité théorique trouvée 
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EL-HP1,C sur Nucléosil Cl8 Macherey-Nage1 
débit = lml/mn 
phase mobile: eau/acétonitrile/tampon phosphate à pH = 2 , 5  

F i ~ u r e  3.41: caractérisation de LSA(-7)-34 

analyse d'acides aminés 
q i i  i~titkthéorique trou- ho 

I:;p 1 O, 96 
~ ( i  L 1 O, 66 
Glu 8 8,OO 
Ala 1 1,18 

RP-k!PLC z11r ~ucléosil Cl8 Macherey-Nagel 
del-:b- = :::1! /ml1 
phase mobile: eau/acétonitrile/tampon phosphate à pi1 = 2 , s  

Fiuure 3.42: caractérisation de LSA 18-34 Glu N-term 
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analyse d'acides aminés 
quantitéthéorique trouvée 

Glu 2 2, 02 e4--------- - -  
C '- 

Ala 1 
# 

O, 87 /- - 1,85 Leu 2 , 
0 

U, LYS 2 2,06 , 
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1,23 # 
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RP-HPLC sur Nucléosil Cl8 Macherey-Nagel 

&bh4,_si'mJlim~; 1 

phase niabile: aau/ac&tonitrile/tamp30n phosphate & pH = 2,s 



analyse d'acides aminés 
quantité théorique trouvée 

Asp 1 
Ser 1 -, - -  
Glu 8 7,52 

l 
\ 
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Ala 1 1, 13 1 ,,'""- ! 
3  eu 3 3,21 0 % u 

Lys 2 
0 

1,88 I 1 l 

RP-HPLC sur Nucléosil Cl8 Macherey-Nage1 
débit = lml/mn 
phase mobile: eau/acétonitrile/tampon phosphate à pH = 2 , 5  

Figure 3.47: caract6risation de LSA 13-29NH2 - 

analyse d'acides aminés 

RP-HPLC sur Nucléosil Cl8 Macherey-Nage1 
débit = lml/rnn 
phase mobile: eau/acétonitrile/tampon phosphate à pH = 2,5 

F i u u r e  3.48: caracterisation de LSA 18-29NH2 - 





de LSA (-7) -34NH2 et LSA 1-34NH2, insuffisamment purifiés 

Les peptides ont été convertis en sels d'hydrochlorides par 

gel-filtration ou lyophilisations successives dans HC1 0,lN. 

Les concentrations, qui ont été calculées par analyse d'acides 

aminés quantitatives, varient entre 0,2 et 0,5 mg/ml. Les 

études ont été réalisées dans l'eau, NaCl 100mM ou le 

trifluoroéthanol (TFE 30%, 60%; 90%) dans des cuves de 0,l ou 

0,01 cm. Les résultats sont exprimés en terme d'ellipticité 

moléculaire [ O ]  : 

h.s 
[ O ]  =3300 .A& avec A& = 

c.1 
- [ O ]  est exprimé en deg.drn~l-~.crn~ 
- h représente la hauteur du pic exprimée en mm 

- s représente la sensibilité de l'appareil exprimée en mm-' 
- c représente la concentration des liaisons peptidiques 

exprimée en moles/l 
- 1 représente la hauteur de la cuve exprimée en cm 

- A& représente la différence d'absorption entre les 

composants de la lumière polarisée circulaire droite et 

gauche transmise par le produit dichroïque. 

Nous avons estimé le pourcentage d'hélicité des peptides en 

comparant leurs valeurs d'ellipticité moléculaire mesurée à 222 

nm avec celles de polymères standards hélicoïdaux. Nous avons 

pris la valeur de [ O ]  égal à -35700 deg.dmol-'.cm2. Ces valeurs 

sont certainement sous-estimées, car A notre connaissance, 

aucune étude ne permet d'affirmer qu'un peptide hélicoïdal à 



h a w e  de LSA 23-2908 

' <  . 
1 . . -  

+- .LSA 18-34 Glu N-Cern dans l'eau 

- LSA 18-34 Gly N - t e ~ m  dans l'eau 

.. LSA 18-34 Gly N - t e r m  dans le TFE 



100% présente les mêmes valeurs dlellipticité moléculaire que 

celles de polymères hélicoïdaux standards. 

Nous avons réalisé les études de dichroïsme circulaire dans 

l'eau. Nous avons tenté, sans résultat, de favoriser la 

structure hélicoïdale des peptides dans une solution de NaCl 

100 mM, proche du milieu physiologique. Par contre , les 

spectres obtenus dans le TFE, inducteur de nucléation d'hélice, 

mettent en évidence une potentialisation de llorganisation qui 

ne dépend pas de la dilution de TFE. 

Les plus petits fragments LSA 27-34NH2 et LSA 23-2908 ne 

s13rganisent ni dans les solutions aqueuses,ni dans le TFE 

- (fig.3.50, 3.51). 

Par contre les spectres des peptides LSA 23-34NH2 et LSA 

18-29NH2 témoignent d'une organisaiton hélicoïdale 

significative dans le trifluoroéthanol (fig. 3.52, 3.53) . Ce 
résultat doit être sans doute attribué a la présence de la 

chalne latérale chargée négativement de Glu près de llextrêmité 

N-terminale. 

D'autre part, deux peptides de 17 acides aminés qui possèdent 

une fonction carboxamide C-terminale LSA 18-34 Gly N-termNH2. 

LSA et 18-34 Glu N-termNH2 adoptent dans les solutions aqueuses 

une organisation qui est potentialisée dans le TFE. Nous avons 

détaillé leurs spectres, qui présentent une organisation 

hélicoïdale caractéristique, bien que partielle. 



température (OC) 

Figure 3 . 5 5 :  influence de la température 

- H20 
TFE 90% 



Les études dichroïques dans l'eau, de LSA Glu N-term et Gly 

N-term présentent des spectres analogues (fig. 3.54): 

- un minimun autour de 216 nm (transition n-n* d'hélice a) 

- un minimun autour de 202 nm (transition x-n* d'hélice a et 

de "random coil") 

- un cross-over près de 194 nm 

- un pourcentage d'hélicité estimé à 23% pour le peptide 

18-34 Glu N-term. et 20% pour le peptide LSA 18-34 Gly 

N-term. 

Afin d'étudier les effets de stabilisation d'hélicité, nous 

avons estimé l'influence de la température et du pH sur 

l'organisation du peptide LSA 18-34 Gly N-term. La 

déstabilisation de la structure hélicoïdale est proportionnelle 

à l'élévation de température (fig.3.55). Par contre, la 

stabilisation de l'hélice a est maximale à pH égal à 3 

(fig.3.56) . 

Enfin, nous avons apprécié le comportement dichroïque des 

peptides LSA 13-290H et LSA 13-29NH2. Si le peptide LSA 13-290H 

apparaît totalement inorganisé dans l'eau (fig.3.57), le 

peptide LSA 13-29NH2 semble présenter une amorce de structure 

hélicoïdale (fig.3.58). La moins bonne organisation de LSA 

13-39NH2 peut être imputée à la présence de deux lysines (en 

treizième et quinzième position) qui déstabilisent 

l'organisation hélicoïdale en interférant avec l'extrêmité 

positive du dipôle hélicoïdal. 



D'autre part, la perte totale de conformation du peptide LSA 

13-290H est certainement liée à l'interférence de la charge 

négative de la fonction carboxylique C-terminale avec le 

dipole de l'hélice. 

L'élucidation de la structure secondaire des peptides nous a 

permis de mieux éclairer les études biologiques, et d'estimer 

l'influence de la conformation des peptides sur leur 

antigénicité. 

4.5 Etudes irnmunoloai~ 

Les études ont été réalisées par le Dr.P. Druilhe et son équipe 

dans le Service de Parasitologie du Pr. Gentilini à l'hopital 

La Pitié-Salpêtriere. Nous rapportons leurs résultats qui 

permettent d'éclairer notre étude. 

LI antigénicité des différents peptides a été déterminée par 

ELISA indirect à l'aide de sérums d'individus habitant en zones 

endémiques. Ces sérums humains sont capables de reconnaître la 

protéine recombinante. 

Les plus petits peptides fixés sur la plaque d'ELISA (LSA 



23-29NH2 et LSA 27-34NH2) ne sont pas reconnus par les sérums 

humains. Alors que les peptides de 12 acides aminés, LSA 18-29 

NH2 et 23-34 NH2 sont reconnus par deux sérums sur 10. Les 

peptides plus longs sont reconnus par la plupart des sérums. 

Pour améliorer la fixation des peptides sur les plaques de 

polystyrène nous avons couplé les peptides LSA 27-34NH2, LSA 

23-34NH2 et LSA 18-34EN-termNH2 la sérumalbumine bovine 

(BSA). En raison de l'importance relative du nombre de résidus 

acides de LSA 18-34 Glu N-termNH2 (5 résidus acides contre 3 

résidus basiques), nous avons préféré coupler la BSA sur les 

fonctions amines du peptide par le glutaraldéhyde. Nous avons 

utilisé la même méthode de couplage de la BSA pour les deux 

peptides plus petits. Malheureusement le couplage à la BSA n'a 

pas permis d'améliorer la fixation des conjugués sur la plaque 

d'ELISA. 

4.5.2. Rôle des mutants Glu et Glv - 

Afin de compléter notre étude, nous avons voulu éclaircir le 

rôle des acides aminés mutants Glu ou Gly au niveau du système 

immunitaire, et définir leurs fonctions exactes. 

Le Dr.P.Druilhe et A. Londono ont d'abord étudié la 

reconnaissance de LSA 18-34 Glu N-termNH2 et LSA 18-34 Gly 

N-termNH2 par les sérums humains. Les études n'ont mis en 

évidence aucune différence majeure au niveau de l'antigénicité 



de ces peptides. 

Pour approfondir la question, l'inhibition de la liaison des 

sérums humains au LSA 18-34 Glu N-termNH2 par les peptides LSA 

Glu N-termNH2 et LSA Gly N-termNH2 a été testée. Les résultats 

sont similaires, quel que soit le sérum testé et quelle que 

soit la dilution de peptide utilisé. Ceci signifie que Glyl ou 

Glul8 n'ont pas de signification particulière au niveau de la 

reconnaissance par les anticorps. 

1 'orabation au niveau de 1 'antlaenicité . , . .  

des pe~tides 

Afin de mieux préciser l'épitope de la protéine LSA, 

différents peptides ont été testés par inhibition d'ELISA. Ce 

test a permis de mesurer l'inhibition de la liaison de sérums 

humains au peptide LSA(-7) -34 par ces peptides (fig. 3.59 et 

3.60). Ces etudes ont montré que: 

- LSA 23-290H et LSA 27-34NH2 ne sont pas inhibiteurs, 

- LSA 23-34NH2 et LSA 18-29NH2 sont de faibles inhibiteurs 

- LSA 13-29NH2 inhibe avec une moins bonne efficacité la 

liaison des anticorps de sérums humains au peptide 

LSA(-7)-34NH2. Néanmoins le peptide carboxamide est 

meilleur inhibiteur que son analogue carboxylique, . 
- LSA 18-34 Glu N-termNH2 est un bon inhibiteur des séra 

testés, A l'exception du sérum SHI3, dont la liaison au 

n 'est inhibé que par le peptide LSA (-7) -34. 
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Ficrure 3.60 : inhibition d'ELISA 



Ces résultats suggèrent que le peptide LSA 18-34 Glu N-termNH2 

contient un épitope dominant, reconnu partiellement par LSA 

13-29NH2 . La capacité d'inhibition de ces peptides semble être 
corrélée à leur organisation hélicoïdale dans l'eau, réelle ou 

potentielle. Ceci est confirmé par le fait que les 

sous-fragments LSA 23-34NH2 et LSA 18-29NH2 inorganisés sont 

dénués de toute propriété d'inhibition significative. Un 

argument supplémentaire, étayant cette hypothèse, est fourni 

par les résultats obtenus avec le peptide LSA 13-290H. En 

effet, 1 'altération de 1 'extrêmité C-terminale du peptide, 

entrainant une perte d'organisation, se traduit par une moins 

bonne réactivité que celle obtenue avec le peptide LSA 

13-2 9NH2. 

Cependant, nous ne pouvons écarter l'hypothèse d'un épitope 

conformationnel insuffisamment organisé dans le peptide LSA 

13-29, qui pourrait expliquer les résultats du SHI6. Car il est 

toujours difficile d'attribuer la diminution de l'antigénicité 

d'un peptide de petite taille, soit à la perte d'une 

organisation hélicoïdale, soit à la délétion d'acides aminés 

qui forment une partie importante de l'épitope. Des 

éclaircissements pourraientt être apportés par l'association du 

peptide LSA 13-29 à une séquence lui permettant de mieux 

s'organiser. Ce fragment, inducteur conformationnel, devrait 

possèder une structure et un rôle très éloignés de ceux de la 

protéine LSA. 

Les anticorps humains développés naturellement semblent en fait 



dirigés contre un épitope conformationnel, qui peut être 

reproduit par des peptides synthétiques. Il n'est pas 

indispensable que les peptides adoptent effectivement une 

structure hélicoïdale dans les solutions aqueuses proches des 

conditions physiologiques. Il suffit que les peptides possèdent 

un potentiel d'organisation qui pourra être exprimé lors de 

leurs inter-actions avec les anticorps. 

Nos travaux nous ont permis d'appréhender la nature de la 

protéine du stade hépatique, ainsi que les réactions 

immunologiques où elle est impliquée. Nous avons pu tirer un 

certain nombre d'enseignements à partir de nos résultats: 

- la capacité de ciblage que nous avions suspectée pour les 

fragments de la protéine LSA n'a pas été observée, 

- l'acide aminé mutant, Glu ou Gly, ne semble pas jouer de 

rôle primordial au niveau de la reconnaissance par le 

système immunitaire, 

- l'importance de l'organisation carboxamide C-terminale des 

peptides sur l'organisation a été confirmée, 

- les études de dichroïsme circulaire ont permis d'apprécier 

l'organisation hélicoïdale des peptides, 

- bien que ne disposant pas de renseignement direct sur la 

structure protéique, nos études conformationnelles 
, 

confirment les prédictions de Chou et Fasman et suggèrent 

l'existence d'une structure protéique probablement 



hélicoïdale et fibrillaire, à la surface du parasite. 

- un épitope conformationnel, correspondant au peptide LSA 

18-34 Glu N-termNH2, et reconnu par les anticorps de 

sérums humains a été mis en évidence. Plus précisémment, 

un épitope majeur est probablement localisé dans la partie 

C-terminale du peptide. En effet, c'est une zone 

amphiphile qui pourrait stabiliser la structure 

hélicoïdale des peptides de taille suffisamment longue 

pour être organisés. Pour compléter ces études, il serait 

intéressant de vérifier la corrélation entre 

immunogénicité et conformation. 

La réalisation d'un vaccin efficace contre un stade spécifique 

présente de nombreuses difficultés. Un vaccin anti-malaria aura 

avantage à cibler plusieurs stades de développement du 

parasite. 

5 .  ELABORATION D'UN VACCIN HYBRIDE 

Nous avons conçu un modèle qui associe le sporozoïte et la forme 

hépatique pour diriger la défense immunitaire contre les premiers 

stades de développement du parasite chez l'homme. L'objectif est 

de bloquer le développement du parasite, en le piègeant au stade 

de sporozoïte des son entrée chez l'hôte, ou s'il echappe aux 

réactions de défense, bloquer le Plasmodium au stade hépatique 

avant la pénétration dans les érythrocytes. L'association dans 



une structure hybride des épitopes B et T de stade différent 

permettra d'assurer une protection efficace et plus étendue. 

Récemment Good a découvert à partir de calculs théoriques un 

épitope T sur la protéine CS: Th2R (Good, 1987; 1988). La 

séquence, capable de stimuler les lymphocytes T, correspond à un 

peptide de 17 acides aminés qui est localisé près de la zone 

répétitive de la protéine CS vers 1 'extrémité C-terminale. Ce 

peptide possède une probabilité non négligeable d'être organisé 

en hélice a, selon les paramètres de Chou et Fasman, et de 

correspondre à une stucture amphiphile caractéristique des 

épitopes T (De Lisi, 1985). 

Nous avons conçu un vaccin hybride dans lequel cet épitope T est 

encadré par les épitopes B du sporozoïte et du stade hépatique. 

NOUS espérions que la présence de l'épitope T naturel du 

sporozoïte pourrait induire une mémoire immunitaire. Notre 

objectif etait de créer une réponse immunitaire dirigée non 

seulement contre les sporozoïtes mais aussi contre les stades 

hépatiques, et de restimuler les cellules immunocompétentes par 

le parasite dans les conditions naturelles d'immunisation. Nous 

ne savions pas au moment où nous avions élaboré le modèle si les 

peptides pouvaient correspondre à des épitopes T. 

Parallèlement à nos études, Pattaroyo (1987) a réalisé des essais 

cliniques avec plusieurs antigènes peptidiques issus de protéines 

du stade érythrocytaire associés au tetrapeptide NANP dans un 

vaccin hybride. 



NANPNANPNANP-SDKHIEQYLKKIKNSIS-EKLQEQQSDLEQERLMEKLQEQQSDL 



5.1 Choix des séquences 

La construction d'un vaccin hybride a répondu à plusieurs 

impératifs (fig. 3.61) . Le peptide issu du LSA a été choisi de 
manière à encadrer la séquence LSA 18-34 qui correspond à un 

épitope conformationnel. Nous l'avons associé par liaison 

covalente à l'extrémité C-terminale de l'épitope Th2R de manière 

A potentialiser la structure hélicoïdale par effet coopératif. 

Nous avons accordé une importance particulière aux effets de 

stabilisation de l'hélice a telle que l'amphiphilie et les 

interactions ioniques. 

L'antigène synthétique issu de la protéine CS que nous avons 

choisi correspond à l'unité structurale répétée 4 fois (NPNA)4. 

Nous l'avons associée A l'extrémité N-terminale de l'épitope Th2R 

au moyen d'un lien NP qui sépare les 2 séquences, la proline 

étant commune aux deux peptides. Dans ces conditions, nous avons 

évité la répétition de la proline, qui rompt la structure 

hélicoïdale. Nous avons également préparé un vaccin hybride, 

18-62, contenant l'épitope T et le fragment de la protéine LSA. 

5.2 Svnthèse et purlficatm . . 

Le peptide 1-62 a été préparé sur une résine Pam ( 0 , 5  mM) au 

moyen du synthétiseur Applied Biosystem (430) selon le protocole 

Boc/TFA. Les chaînes latérales des acides aminés trifonctionnels 



s e n s  de l a  s y n t h è s e  
C-- 

NANPNANPNANPSDKHIEQYLKKIKNSISEKLQEQQSDLEQERLAKEKLQEQQSDL 

F i a u r e  3 . 6 2 :  évolution de la svnthhse 



étaient protégées par les groupements ci-dessous 

Arg, His : Z 

ASP, Glu : O-Bzl 

LYS : Cl-z 

Tyr : Br-Z 

Le peptide a été obtenu par double couplage selon la méthode des 

anhydrides symétriques, à l'exception de Arg, Asn et Gln qui ont 

été préincubés en présence de DCC et HOBt avant leur 

introduction. 

L'efficacité de chaque couplage a été contrôlé par le test 

quantitatif à la ninhydrine. Les rendements varient entre 98 et 

99%. 

Au cours de la synthèse, un échantillon de la peptidyl-résine 

(300 mg) a été prélevé après la fixation de Prol8. Après coupure 

HF en présence de p.crésol et de diméthylsulfure nous avons 

obtenu le peptide brut 18-62 rendement de 44%) qui correspond à 

l'association de l'épitope T du sporozoïte et de l'épitope B du 

LSA. 

Le peptide 1-62 brut a été obtenu (avec un rendement de 27%) 

également par le traitement au fluorure d'hydrogène 1 heure à O°C 

en présence de p.crésol et de diméthylsulfure. 

L'analyse d'acides aminés sur le produit brut à permis de suivre 

l'évolution de la synthèse (fig. 3.62) . Nous avons observé une 





c h u t e  de rendement  e n  q u a t r e  z o n e s  q u i  c o r r e s p o n d e n t  à des 

enchaînements  de g lu tamines .  Comme pour  l e  p e p t i d e  LSA 1-34, nous 

avons o b s e r v é  un b l o c a g e  de l a  c h a î n e  p e p t i d i q u e  p a r  fo rmat ion  dl  

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

a c é t y l a t i o n  s y s t é m a t i q u e ,  nous avons ob tenu  les p e p t i d e s  désirés 

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

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

RP-HPLC des p r o d u i t s  b r u t s  ( f i g  3.63, 3.64)  . 

L e  p e p t i d e  1-62 a  é té  p u r i f i é  p a r  g e l - f i l t r a t i o n  s u r  TSK HW ( 4 0 )  

S a v e c  un rendement de 22%. La p r o p o r t i o n  i m p o r t a n t e  de r é s i d u s  

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

échange  i o n i q u e  s u r  r é s i n e  DEAE (IBF) d a n s  un tampon p h o s p h a t e  

0 , 0 5  m o l a i r e  a v e c  un rendement  de 4 5 % .  L e s  c o n d i t i o n s  de 

p u r i f i c a t i o n  o n t  é t é  mises au  p o i n t  de m a n i è r e  A f i x e r  l e s  

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

Une g e l - f i l t r a t i o n  s u r  B i o g e l  P4 a  s u f f i  p o u r  e l i m i n e r  l a  

m a j o r i t é  des c o n t a m i n a n t s  du p e p t i d e  18-62 a v e c  un rendement  de  

34%. 

L e s  p e p t i d e s  p u r i f i é s  o n t  é t é  c o n t r ô l é s  p a r  CCM, a n a l y s e s  

d l  a c i d e s  aminés, microséquence e t  RP-HPLC ( f i g .  3.65, 3.66) . 

5 . 3  Etudes  c o n f o r w t i o n n e l l e g  

L ' o r g a n i s a t i o n  d e s  p e p t i d e s  a é t é  a p p r é c i é e  p a r  d i c h r o ï s m e  



w-HPLC sur Nucléosil C l 8  Macheroy-Nage1 
c5bit = lml/nn 
phase mobile: eau/acétonitrile/tampon phosphate à pH = 2 , 5  

analyse d'acides aminés 
quantitéthéorique trouvée 
AsP 1 3  12,7 
Ser 5 3 f 8  
Glu 1 5  15,2 
Ala 5 4,92 
Ile 3 2,33 - 50 

F i g u r e  3 . 6 5 :  c a r a c t é r i s a t i o n  du p e p t i d e  1-62 ~ u r i f i é  - 
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RP-HPLC sur Nucléosil C l 8  Macherey-Nagel 
débit = lml/mn 
phase mobile: eau/acétonitrile/tampon phosphate à pH = 2,5 

analyse d' acides aminés 
quantité théorique trouvée 
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F i a u r e  3 . 6 6 :  c a r a c t é r i s a t i o n  du  p e p t i d e  - - 18-62  p u r i f i é  

Q 

Leu 6 6, 07 - - - - - - - -  
1 O, 90 

I 
Tyr I 

, \ 

His 1 O, 84 / 
\ 

Lys 
/ \ 

7 6,54 
I 

\ 

I I I '\\, $ 
I 
I 
I 
I 
I 

/ 

Arg 1 O, 94 ,,' 
Pro 3 5, O O,,) 

I 
I 

8 I , 
0 

#' 

/ 
I 
I 

50 

7 
U 
M 
II: 
U 

-ci 3 3 ,  9 1  

-3 

0,3- - 
& 
3 
Q - 

E 
c 

T- 
N 

Q 

O& 

, 
\ 

h 

\ 
t 

\ 
\ 
1 

\ 
\ 
l 
\ 

Glu 15  14,85 ,---------- 1 

Pro 1 - 
Ala 1 1 , l O  / 

Ile 3 2,46 , 
Leu c; 6 / 0 4  8 I 

I 

I , t 
\ 

\ 
\ 
\ 
\ 
\ 
\ 

Tyr 1 l f 0 1  8 

His 1 1 / 0 1  ;' 
LYS 7 7,23 ,' 
Arg 1 O, 90 8' 

8 , 
, , 
I 

, 
8 

\ 
\ 

\ 
\ 
\ 
1 

t 8 
b 

', 
t 

I 

I - .e- 



circulaire dans le Service du Dr A. Bracq à Orléans. Les études 

ont été réalisées dans des solutions de NaCl 100 mM et TFE. Les 

peptides avaient été préalablement transformés en chlorhydrates 

par élution sur une colonne de Sephadex G10 dans HC1 1/1000. 

Les spectres des peptides 18-62 et 1-62 sont caractéristiques 

d'une organisation hélicoïdale dans les solutions aqueuses. La 

structure secondaire est amplifiée dans le TFE (fig. 3.67, 3.68) . 

Nous avons également estimé le pourcentage d'hélicité en prenant 

[O] 222nm = -35700 deg.dmole-'.cm2 (tableau 3.4) . 

Or seule la séquence 18-62 adopte une structure d'hélice a dans 

le peptide 1-62. Nous en avons tenu compte dans nos calculs et 

avcns  ovalué 0222nm sur 45 au lieu de 62 acides aminés. Dans ces 

cor.iitions nous obtenons une estimation d'hélicité de 33% (contre 

26%). 

La taille des peptides hybrides (45 et 62 acides amines) était 

suffisante pour s'affranchir de la molécule porteuse dans les 

protocoles d'immunisation. Néanmoins, nous avons voulu comparer 

les résultats imrnunologiques du peptide 1-62 libre ou associé par 

liaison covalente à une molécule porteuse. 

Pour obtenir un conjugué chimiquement caractérisé et utilisable 





en essais cliniques, nous avons couplé le peptide à l'anatoxine 

tétanique au moyen d'un réactif hétérobifonctionnel: l'ester de 

N-hydroxysuccinimide de l'acide maléimido-caproïque (MCS) . 

A l'extrêmité N-terminale du peptide 1-62, encore ancré sur la 

résine, nous avions ajouté une tertio-butyloxycarbonyle-cystéine 

dont la chaîne latérale était protégée par un groupement 

para-méthoxybenzyle. Après clivage par le fluorore d'hydrogène et 

purification sur TSK HW (40) S, le peptide a été réduit par le 

dithiothréitol pour obtenir les fonctions thiols libres, puis 

dessalé sur Sephadex G10. 

Le peptide réduit a été ensuite couplé à l'anatoxine tétanique 

selon le protocole de Lee (1980). Nous avions préalablement 

activé la protéine par les groupements maléimido-caproïque. Nous 

avons veillé à maintenir le pH de la réation à 6,6 pour éviter i 

l'ouverture du cycle maléimidique. Le nombre de fonctions thiols 

fixées sur la protéine déterminé par la technique dlEllman , le 

dosage de la protéine par la méthode de Lowry, ainsi que 

l'analyse d'acides aminés quantitative réalisée sur l'éluat de 

dialyse ont permis de quantifier le conjugué: 1,8 mg de peptide 

couplé par mg d'anatoxine tétanique. 

Les essais d'immunisation, réalisés par le Dr. P. Druilhe et son 

équipe à l'Institut Pasteur de Paris, sont en cours de 

réalisation. 



La grande diversité antigénique, liée aux spécificités de stade 

et d'espèce du parasite P. falciparum entrave considérablement la 

mise au point d'un vaccin efficace. 

Dans un premier temps, nous avons exploré le motif répétitif de 

la protéine de surface CS. Bien que n'ayant pas élucidé le rôle 

de cette structure répétitive, nous avons contribué à son étude. 

Nous avons vérifié que les séquences (NANP), (avec n=4 ou n=8) 

n'étaient pas capables de cibler les récepteurs à la surface des 

hépatocytes. Les études conformationnelles ont permis d'apprécier 

la structure de coude p type 1 adoptée par la séquence NPNA. Ces 

résultats concordent avec llantigéniclté et l'immunogénicité des 

peptides qui contiennent au moins la séquence (NPNA)2. 

Pour améliorer la présentation de l'antigène peptidique, nous 

avons élaboré un modèle hydrophobe, chimiquement défini qui 

retarde la dispersion du peptide. Nous avons également associé un 

adjuvant selon une méthode qui permet de caractériser le 

conjugué. L'association du muramyldipeptide (MDP) à (NANP)4 et 

(NANPl8 n'a pas permis de stimuler la réponse immunitaire contre 

les peptides, ni contre la protéine. Des études 

immunopharmacologiques, entreprises sur ces conjugués et le MDP 

seul, n'ont pas mis en évidence de différence significative au 

niveau de la stimulation de l'immunité non spécifique. Ces 

résultats peuvent s'expliquer par l'absence dl épitope T sur le 



motif répétitif qui est incapable d' induire une mémoire 

immunitaire, pourtant nécessaire dans l'optique d'un vaccin. 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressées à un 

antigène spécifique du stade hépatique, LSA. Dès que la séquence 

fut connue, grâce aux travaux de Marchand et al., nous avons 

recherché la structure minimale reconnue par le système 

immunitaire. L'estimation par dichroïsme circulaire de la 

structure d'hélice a adoptée par les peptides suggère que la 

protéine possède probablement une organisation hélicoïdale et 

f ibrillaire. Nous avons également apprécié 1 ' influence de la 

structure secondaire sur l'antigénicité des peptides et avons mis 

en évidence l'existence d'un épitope conformationnel. 

Enfin notre recherche d'un vaccin anti-malaria, s<lr et efficace, 

s'est orienté vers l'association d'antigènes correspondant à des 

stades différents du parasite. Dans un vaccin hybride, nous avons 

couplé par liaison covalente des épitopes B du sporozoïte et du 

stade hépatique, ainsi que l'épitope Th2R du sporozoïte afin 

d'induire une mémoire immunitaire. Ceci permettra de sélectionner 

différentes populations cellulaires (impliquées dans la réponse 

immunitaire) qui pourront être rappelées dans les conditions 

naturelles d'infection. 



CONCLUSIONS GENERALES 



L'élaboration de vaccins conventionnels est confrontée à des 

problèmes de production, d'éventuel retour à la virulence de 

l'organisme pathogène atténué ... Afin de surmonter ces difficultés, 

la recherche actuelle s'oriente vers les vaccins synthétiques. 

S'inscrivant dans ce contexte, nos recherches se sont focalisées 

sur les principales étapes d'élaboration d'immunogènes 

synthétiques. 

La sélection de peptides capables de susciter une réaction 

immunitaire, spécifique de la protéine native, est une étape 

cruciale. Des paramètres physico-chimiques et biologiques 

permettent d'orienter le choix. Au travers de la protéine VP2 du 

poliovirus, nous avons étudié différents critères 

physico-chimiques, qui prédisent les séquences peptidiques 

exposées à la surface de la protéine considérée. A l'aide d'un 

jeu de paramètres structuraux, nous avons repéré les zones 

hydrophiles, acrophiles, accessibles et mobiles, ainsi que les 
i 

régions possèdant une forte probabilité d'adopter une structure Î 

1 

de coude p, généralement exposée. L'élucidation de la structure 

tridimensionnelle de la capside du poliovirus nous a permis , 

d'apprécier la bonne exposition à la surface de la protéine ainsi 

que l'étroite concordance des programmes prédictionnels, à 

l'exception de celui de Fraga. Néanmoins, l'efficacité de ces 

méthodes est limité par l'absence de prise en considération de 

l'environnement protéique. Des séquences qui apparaissent bien 

exposées à la surface de la protéine VP2 isolée, se retrouvent en 

réalité enfouies au sein de la capside, car la protéine VP2 est 

associée à d'autres protéines ainsi qu'à l'acide ribonucléique 



messager. 

Après la sélection des peptides, leurs synthèses ont été 

réalisées au moyen de différentes stratégies (phase solide ou 

homogène) selon la nature des acides aminés à introduire et la 

quantité A fournir. Au cours de l'étude du Plasmodium falciparum, 

nous avons mis en uvre plusieurs protocoles de synthèse 

(Boc/TFA, fmoc/pipéridine) et avons également synthétisé des 

peptides par couplage de fragments. 

Les peptides purs obtenus ne sont que des réactifs de laboratoire 

qu'il faut transformer et caractériser en produits 

pharmaceutiques à usage clinique. Nous avons élaboré plusieurs 

immunogènes synthétiques destinés à la vaccination anti-malaria, 

afin d'induire la production d'anticorps pouvant neutraliser le 

sporozoïte au début de l'infection, avant que ce dernier ne 

pénètre dans les hématies. Ce vaccin interromprait ainsi le lien 

entre le moustique, hôte intermédiaire, et 1 'homme, hôte 

définitif. Nous nous sommes intéressées aux deux premiers stades 

de développement du parasite, à savoir le sporozoïte et le stade 

hépatique récemment découvert. Différents modèles ont été 

préparés afin de potentialiser l'immunogénicité et améliorer la 

présentation de l'antigène par association à une molécule 

porteuse (sérum albumine bovine, anatoxine tétanique), un 

adjuvant (muramyldipeptide), ou un acide hydrophobe. ! 

Au cours de notre travail, nous avons accordé une importance 

particulière à la structure secondaire des immunogènes étudiés. 



Des études conformationnelles ont montré que le tétrapeptide 

répétitif Asn-Pro-Asn-Ala de la protéine CS du sporozoïte adopte 

une structure de coude B type 1, tandis que les fragments de la 

protéine LSA du stade hépatique sont partiellement organisés en 

hélice a dans l'eau. Lors de la reconnaissance des antigènes 

peptidiques par le système immunitaire, nos études ont souligné 

l'importance de leur conformation, réelle ou potentielle, qui 

peut être exprimée au cours de la liaison avec les anticorps. 

Cependant, le motif répétitif de la protéine CS du sporozoïte 

s'est révélé être un pauvre immunogène. Ces résultats sont sans 

doute liés à l'absence d'épitope T. Pour conférer une mémoire 

immunitaire, nous avons alors préparé .in vaccin hybride qui 

associe des épitopes T et B du sporozoïte, correspondant à des 

séquences différentes de la protéine. Nous y avons également 

couplé par liaison covalente un peptide issu de la protéine LSA 

afin d'assurer une protection plus large et tenter de surmonter 

le problème du polymorphisme antigénique. Ce type d'approche 

offre une nouvelle stratégie de vaccination qui tend à se 

développer actuellement. 

- 
1 % 

Ces travaux témoignent du succès grandissant de l'utilisation des 

peptides en vaccination synthétique. La synthèse peptidique est 

un outil efficace qui nous a permis de déterminer les épitopes 

ou les structures minimales actives reconnus par les différentes 

populations cellulaires impliquées dans la réaction immune. Par 

ailleurs, la dissection sub-moléculaire permet d'approfondir les 



mécanismes des réactions immunologiques et faciliter la 

conception de futurs vaccins. 



MATERIELS ET METHODES 



1. Mbthodes aénéralea 

tion du premier acide amine sur une r e ç m  . , , . 

oromeLhvlee (méthode de Gisin) . . 

Le tertio-butyloxycarbonyl-amino-acide est mis en solution dans 

un mélange éthanol/eau 4 1  , auquel est a joutée une solution 

aqueuse d'hydroxyde de césium IO%, jusqu'à l'obtention d'un pH 

égal à 7. 

Le sel de césium du tertio-butyloxycarbonyl-amino-acide, séché 

par distillation azéotropique au moyen d'un mélange benzène et 

éthanol (EtOH), est repris dans le DMF (Gold Label). Après avoir 

ajouté la résine chlorométhylée, le mélange est maintenu sous 

agitation à 50°C pendant 24 heures. 

La résine est alors filtrée et lavée par les solvants suivants: 

DMF' 3 x 2' 

DMF/H20 (1/1) 3 x 2' 

DMF/EtOH (1/1) 3 x 2' 

EtOH 3 x 2' 

méthanol (MeOH) 3 x 2' 

1.7. Déteaination de la c m g e  des pe~tidvl - r e s i n ~  , . 
par le dosage des chlorures libérés dans les filtrats de 

lavage (méthode de Charpentier-Vohlard) 

A un volume des filtrats mesuré précisément, nous avons ajouté: 



- 25 ml d1AgN03 0,05N 
- 10 ml d1HN03 6N 

- 5 ml de nitrobenzène 

- 1 ml d'une solution d'alun de fer ammoniacal 

Ensuite, nous avons effectué un dosage retour par une solution de 

KSCN 0,05N. 

p a r  d o s a g e  d e s  c h l o r u r e s  f i x é s  s u r  l a  r é s i n e  

c h l o r o m é t h y l é e  

100 à 200 mg de résine pesée avec précision sont mises en 

solution dans 5 ml de pyridine, et chauffées à reflux pendant 

deux heures. Après addition de 30 ml d'AcOH 50%, on dose les 

chlorures libérés par la méthode de Charpentier-Vohlard. 

par  l a  technique de  G i s i n  à - 1 ' a c i d e  p i c r i q u e  

Après déprotection et neutralisation, 100 à 200 mg de résines 

pesées avec précision subissent le traitement suivant: 

CH2C12 2 x 2' 

DIEA 5% 3 x 2' 

CH2C12 2 x 2' 

IPrOH 2 x 2' 

CH2C12 3 x 2' 

acide picrique 0,lM 3 x 2' 

dans CH2C12 

CH2C12 - 2 x 2' 

DIEA 5% 3 x 2' * 
CH2C12 2 x 2' * 
IPrOH 2 x 2' 

CH2C12 3 x 2' 

Les filtrats, marqués du symbole *, sont recueillis et dosés 



spectrophotométriquement. La densité optique mesurée à 362 nm 

(picrate de DIEA: Emax = 15000 ~-lcm) permet de calculer la 

charge par gramme de peptidyl-résine. 

Les solutions d'agents de couplage DCC et HOBt ont été préparées 

à l'avance pour 10 couplages. LIHOBt, recristallisé dans le 

méthanol, est dissous dans le DMF Gold Label et conservé à l'abri 

de la lumière. La DCC a simplement été dissoute dans l'éther 

éthylique, filtrée sur coton, puis séchée. 

tbcrie BOC/TFB: le greffage des acides aminés est réalisé 

selon le protocole suivant: 

déprotec t ion CH2CL2 2 x 2' 

TFA 50% dans CH2CL2 1 x 2 '  

1 x 30' 

CH2CL2 

t e s t  de Kaiser  ou Christensen 
n e u t r a l i s a t i o n  DIEA 5% dans CH2CL2 3 x 2' 

CH2CL2 3 x 2' 
couplage 
lavages après  couplage DMF 

CH2CL2 

t e s t  de Kaiser  ou Christensen 

Si le test est toujours positif apres plusieurs couplages, les 

fonctions amines libres sont bloquées par acétylation selon le 

protocole suivant : 



- CH2C12 2 x 2' 

- AcOAc 5% dans CH2C12 1 x 10' 
contenant 2,5% DIEA 

- CH2C12 3 x 2' 

(couplage de fragments 

F~oc-NANP) 

déprotection 

couplage 

acétylation 

D m  

H20/dioxane (1/2) 

DMF 

CH2CL2 

Fmoc-NANP+ DCC + HOBt dans DMF 

AcOAc 5% 'dans DMF + 1% DIEA 
DM?? 

CHsCL2 

î.4.Couplaae de l'acide a~n,ne . , 

par esters préactivés d 'HOBt : une solution de 2,5 Eq. de DCC 

dans CH2C12 préalablement refroidie à O°C est ajoutée à une 

solution, refroidie également à O°C, de 2,5 Eq. de 

BOC-amino-acide et 2,5 Eq. d'HOBt dans CH2C12 et DMF. Après 

agitation 10 rnn à O°C, la dicyclohexyle-urée (DCU) formée est 

éliminée par filtration, et l'ester dlHOBt est ajouté à 1 Eq. de 

peptidyl-résine. 



par anhydride symétrique: une solution de 2,5 Eq. de DCC dans 

CH2C12, refroidie à O°Cl est ajoutée à une solution préalablement 

refroidie à O°C de 5 Eq. de BOC-amino-acide dans CH2C12. Après 

incubation 10 mn à O°C, la DCU est éliminée par filtration, le 

filtrat est évaporé sous vide et repris dans le DMJ? avant d'être 

introduit dans le réacteur contenant 1 Eq. de peptidyl-résine. 

1.5 Contrôles après déprotections et cou~laaeg 

Dosage q u a l i t a t i f  d e s  fonct ions amines primaires  

A quelques milligrammes de peptidyl-résine (5 à 10 mg), sont 

ajoutés 3 gouttes des réactifs suivants: 

- A: 80 g de phénol dans 20 ml d'éthanol 

- B: 2 ml d' une solution de KCN 0,001M dans 100 ml de 
, 

pyridine distillée 

- C: 500 mg de ninhydrine dans 10 ml d'éthanol 

Après incubation à llOOc pendant 5 minutes, l'observation de la 

couleur bleue des grains de résine et de la solution indique la 

présence de fonctions amines primaires libres (le test est 

positif). Par contre , une solution restée jaune ainsi que les 

grains incolores témoignent de l'absence de fonctions amines 

réactives (test négatif). Le test doit être positif après 

déprotection, et négatif après couplages qui peuvent être répétés 

si la réaction se révèle incomplète. 

Dosage q u a n t i t a t i f  à l a  n inhydr ine  d e s  f o n c t i o n s  amines 

p r i m a i r e s  

Ce test nécessite la préparation des solutions A , B  et C décrites 



précédemment. Le protocole varie suivant les concentrations 

d'amines à doser. 

Concentration d'amine comprise entre O et O,1 moles: 

2 à 5 mg de peptidyl-résine, pesés précisément, sont introduits 

dans un tube de verre. 0,l ml de la solution A et 0,025 ml de la 

solution B sont ajoutés. L'ensemble est chauffé à 100°C pendant 

10 minutes puis refroidit sous courant d'eau froide. 

Après addition de 1 ml d'éthanol à 60% dans l'eau, le mélange est 

filtré au travers de laine de verre et lavé deux fois par 0,2 ml 

d'une solution 0,5M de chlorure de tétraéthylammonium. 

Les filtrats recueillis sont portés à 2 ml par de l'éthanol à 60% 

dans l'eau. L'absorbance de l'échantillon est mesurée à 570 nm. 
1 

Concentration d'amine comprise entre 0,l et 2 pnoles: I 1 
Une même quantité de résine est traitée de façon similaire par 1 

les solutions A et B avant d'être diluée par 2 ml d'éthanol à 

60%.Le mode opératoire est ensuite identique à celui indiqué 1 
! 
I ci-dessus jusqu'à l'étape de filtration où la résine est lavée 1 

I 
deux fois 0,5 ml de la solution 0,5 M de chlorure de I 

tétraéthylamrnonium. Les filtrats recueillis sont portés & 25 ml 

1 
de l'éthanol à 60%. , 

1 

La charge de la résine se déduit de la mesure photométrique au 1 
1 

moyen de la formule: DO= E 1 C 

DO= absorbance 

E = coefficient d'extinction à 570 nm soit 1,5 104 ~-lcm, 

1 = longueur de la cellule (= lcm), 

C = concentration (mole/L) 



Dosage q u a l i t a t i f  d e s  f o n c t i o n s  amines seconda i res  par l e  

t e s t  de  C h r i s t e n s e n  ( a p r è s  d é p r o t e c t i o n  ou couplage  s u r  

une p r o l i n e )  

A quelques grains de peptidyl-résine, sont ajoutés: 

- 200 pl d'acétone 
- 50 pl d'une solution saturée de 2,3,5,6-tétrachloro- 

-1,4-benzoquinone (chloranil) dans le toluène. 

Après agitation à température ambiante pendant 5 minutes, on 

observe la coloration grains de peptidyl-résine. Les grains ont 

une couleur bleu-verte dans une solution restée jaune si des 

fonctions amines secondaires sont présentes (test positif). Par 

contre, 1 ' absence de coloration révèle la disparition de 

fonctions amines secondaires libres (test négatif). 

d ' hydroaène 

f o r t e  c o n c e n t r a t i o n  d e  f luorure  d'hydrogène ou "high HF" 

La coupure est réalisée dans une installation en téflon, située 

sous une hotte ventilée. Le fluorure d'hydrogène gazeux est 

congelé dans un premier réacteur au moyen d'azote liquide . Après 
liquéfaction par réchauffement à la température ambiante, l'HF 

est distillé dans un deuxième réacteur où se trouvent la 

peptidyl-résine, le para-crésol et éventuellement le 

diméthylsulfure (10 ml dlHF/lg de peptidyl-résine/l ml d'anisole 

ou para-crésol/l ml de diméthyl-sulfure). Après agitation 1 h à 

O°C, le fluorure d'hydrogène est chassé sous vide. La résine est 



ensuite lavée à l'éther éthylique, puis par des solutions 

aqueuses d'acide acétique (5 à 50%) afin de solubiliser le 

peptide qui est séparé de la résine par filtration. Les filtrats 

recueillis sont lyophilisés. 

faible concentration de fluorure d 'hydrogène ou "low HF" 

La déprotection et le clivage du peptide sont réalisés avec une 

faible concentration de fluorure d'hydrogène: 2,5 ml dVHF/lg de 

peptidyl-résine/l ml de para-crésol/6,5 ml de diméthyl-sulfure. 

Après agitation sous vide deux heures à O°C, le fluorure 

d'hydrogène est évaporé. Le peptide est soumis éventuellement à 

un deuxième traitement par 90% d'HF s'il contient des acides 

aminés protégés par des groupements résistants: Arg(tos), 

Arg (NO2) , Asp (c-hex) , Cys (4-MeBzl) , ou encore Tyr (2,6-Cl-Bzl) qui 

est partiellement déprotégé par "low HF". 

~ r è s  hvdrolvs~ - acide totale 

hydrolyse en phase liquide 

A 1 mg de peptide, on ajoute dans un tube à hydrolyse 1 ml d'eau 

distillée et 1 ml d'HC1 concentré. Puis l'hydrolyse est effectuée 

à llO°C sous vide pendant 24 ou 72 heures si le peptide contient 

un enchainement d'acides aminés hydrophobes. 

. . 
hydrolyse phase gaz 

Une solution de 10 nmoles de peptide est déposée dans un tube de 

verre et placé dans un dessicateur. Sous la plaque de céramique, 

un bécher contient 2 ml d'HC1 5,6N et 0,14 ml d'acide 



thioglycolique. Le dessicateur est ensuite mis sous vide et placé 

dans une étuve à llOOc pendant 24h. 

hydrolyse sur résine 

On ajoute 1 ml dlHC1 12 N et 1 ml d'acide propionique à 1 mg de 

peptidyl-résine et on chauffe sous vide 2h. à 130°C ou lh. à 

1 60°C. 

Analyse d 'acides aminés 

après hydrolyse acide totale, l'échantillon est analysé sur un 

appareil Beckman system 7300. Les acides aminés sont quantifiés 

après séparation sur une colonne échangeuse d'ions et détection 

post-colonne par coloration à la ninhydrine. 

Les solutions peptidiques sont déposées sur: 

- silice sur plaque d'aluminium 

- cellulose sur plaque de verre. 

Après migration dans un systéme de solvants appropriés, les 

plaques sont révélées par un réactif à la ninhydrine (spécifique 

des fonctions amines), puis par la technique de Reindel-Hoppe 

(révélateur des liaisons peptidiques) . Les peptides contenant 
l'arginine sont révélés spécifiquement par le réactif de 

Sakaguchi. Le réactif d'Ehrlich permet de révéler les peptides 



possèdant du tryptophane. 

Révélation à la ninhydrine: 

les plaques sont révélées par une solution de: 
- ninhydrine : l g  

- éthanol :375 ml 

- acide acétique : 75 ml 

- collidine : 15 ml 

puis chauffées 3 '  dans l'étuve à llO°C. 

Révélation par le réactif de Reindel-Hoppe 

Après décoloration par hypochlorite de sodium à 8% et 

acieification par l'acide acétique 20%, les plaques sont séchées 

75" à llO°C puis révélées par un mélange à volume égal des 

solutions suivantes: 

- 25g de tétraméthyldiaminodiphenylméthane dans 500 ml 

d'acide acétique 20% 

- 5% iodure de potassium dans l'eau distillée. 

Réactif de Sakaguchi 

- a-naphtol 0,1% dans l'éthanol absolu 

- NaOCl 0,53% dans l'eau 

La plaque est aspergée par la solution d'a-naphtol, puis séchée à 

l'air avant d'être révélée par la solution de NaOC1. Les peptides 

contenant de l'arginine prennent une couleur orangée. 

Réactif d'Ehrlich 

(1) p.diméthylaminobenza1déhyde 10% dans l'acide chlorhydrique 



c o n c e n t r é  

( 2 )  acé tone  

La p l a u e s  est  i n t r o d u i t e  dans une cuve  s a t u r é e  p a r  l e  mélange des 

s o l u t i o n s  (1) e t  ( 2 )  ( 1 4  v / v )  . Une t a c h e  p o u r p r e  i n d i q u e  l a  

p r é s e n c e  de t ryp tophane  . 

1 . 9  Couplaae s u r  une molécule p o r t e u s e  

L e s  p r o t é i n e s  p o r t e u s e s  que nous  avons  u t i l i s é e s  au l a b o r a t o i r e  

s o n t  l a  sérum a lbumine  b o v i n e  (BSA) e t  l ' a n a t o x i n e  t é t a n i q u e  

( A T ) .  La BSA e t  l ' A T  d o n t  les  séquences  s o n t  connues c o n t i e n n e n t  

r e s p e c t i v e m e n t  5 7  e t  1 0 3  r é s i d u s  l y s i n e ,  ce q u i  f a i t  a v e c  l a  

f o n c t i o n  amine N-terminale  un t o t a l  d e  850 e t  660 nEq NH2 p a r  mg 

de p r o t é i n e .  C e s  c h i f f r e s  purement  t h é o r i q u e s  n e  t i e n n e n t  p a s  

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

n ' i n t e r v i e n d r o n t  p a s  d a n s  l a  r é a c t i o n  de c o u p l a g e .  Du f a i t  que  

l ' A T  est p a r t i e l l e m e n t  formylée  b l o q u a n t  a i n s i  un c e r t a i n  nombre 

de f o n c t i o n s  NH2. 

La BSA s o u s  forme d e  poudre  es t  s o l u b i l i s é e  dans  un tampon au  pH 

a p p r o p r i é  p o u r  l a  r é a c t i o n  d e  c o u p l a g e .  L'AT e t  l e  KLH d é j à  e n  

s o l u t i o n ,  s o n t  t o u t  d ' a b o r d  d i a l y s é s  s u r  membrane PM 1 0  c o n t r e  l e  

tampon de c o u p l a g e ,  p u i s  l e  d i a l y s a t  r é c u p é r é  e s t  d o s é  e n  

p r o t é i n e  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  de Lowry. 



Cette réaction qui met en jeu les fonctions N H 2  du peptide à 

coupler et de la protéine porteuse est réalisée avec un excès de 

3 mEq NH2 du peptide pour lmEq NH2 de la protéine porteuse. 

Le peptide et la protéine porteuse en solution sont mis en 

contact avant d'ajouter le glutaraldéhyde en solution aqueuse a 

2,5%. La quantité totale de glutaraldéhyde additionnée sur une 

période de 8 jours correspond à 2 fois le nombre de mEq NH2 mis 

en jeu par la protéine porteuse. La réaction est stoppée par 

dialyse sur membrane YM5 contre du sérum physiologique. 

L'ultrafiltration permet l'élimination des sels et réactifs 

(glutaraldéhyde ou peptide) n'ayant pas réagi. Afin de calculer 

le rendement de couplage, l'éluat récupéré est soumis à une 

hydrolyse acide totale suivie d'une analyse d'acides aminés. 

- , -  

.l.9.7.2.Cou~laue - avec l'ester - 

Activation de 1 'acide maleimidocaproique par 

1 'hydroxysuccinimide 

Les réactifs sont ajoutés mole à mole soit : 

17,5 mg d'acide maleimidocaproique et 10 mg d'hydroxysuccinimide 

dissous dans du DMF d'une part et 

18 mg de dicyclohexylcarbodiimide dissous dans du DMF d'autre 

part sont placés à O°C pendant 10 minutes. 



Les deux solutions sont ensuite réunies et laissées sous 

incubation pendant 1 à 2 heures à O°C et une nuit à température ' 

ambiante. 

Fonctionnalisation de l'anatoxine tétanique (AT) 
1 

Après élimination du précipité de dicyclohexylurée par l I 
i centrifugation, 1 'ester est additionné avec un excès de 20 à la 1 
l 

protéine porteuse préalablement dialysée contre un tampon ~ 

phosphate 0,lM pH 6,6 (soit 17 mg d'AT) . 
Aprés 24h d'incubation le mélange est repris par le même tampon ; 

1 

phosphate et dialysé sur membrane YM 10 contre ce tampon jusqu'à 
1 

élimination de l'ester n'ayant pas réagi. I 
l 

La quantité de protéine récupérée est évaluée par un dosage de 

Lowry. La capacité de fixation des cystéines par la protéine est 
I 

évaluée par un dosage dlEllman. \ 

Réduction des résidus cystéine du peptide 

Le peptide sous forme disulfure est réduit par 10 excès de 

dithiothréitol dans un tampon phosphate 0,lM pH 8-9. La réduction 

peut être contrôlée par HPLC analytique. Le peptide sous forme SH 

reste stable en milieu réducteur ou en milieu acide. 

Le peptide réduit est séparé de l'excès de dithiothréitol par 

filtration sur gel Séphadex G25 dans l'acide acétique à 5%. Des 1 
l 

précautions telles que la lyophilisation sous azote doivent être i 

prises pour éviter l'oxydation du peptide. 



Réaction de couplage 

L e  p e p t i d e  sous  forme r é d u i t e  es t  a j o u t é ,  avec  un excés  de 3  mEq 

S H I  à l a  p r o t é i n e  p o r t e u s e  a c t i v é e .  La r é a c t i o n  de  couplage  se 

d é r o u l e  à pH 7, une n u i t  à t empéra tu re  ambiante.  E l l e  est s toppée 

p a r  d i a l y s e  s u r  membrane YM5. 

L ' é t a l o n  est c o n s t i t u é  d 'une  s o l u t i o n  de  BSA à lmg/ml. L e s  p o i n t s  

de l a  gamme é t a l o n  s o n t  10 - 25 - 50 - 75 - 100 pg. 

Chaque p o i n t  de  l a  gamme é t a l o n ,  chacun des é c h a n t i l l o n s  e t  l e  

"blanc"  s o n t  contenus dans un volume de 100 p l .  

Dans chaque t ube  l m 1  du mélange s u i v a n t  est a j o u t é :  
- 1 volume d ' u n e  s o l u t i o n  de  c a r b o n a t e  20% (200 g  Na2C03 

p a r  l i t r e )  
- 1 volume de l a  s o l u t i o n  CuS04, 5H20 29 

T a r t r a t e  Na e t  K 4 9  

eau q s p  11 I 
l - 2  volumes de  NaOH 0,8N (329 p a r  l i t r e )  

- 2  volumes d1H20 ! 
1 - 2  volumes de  sérum physiologique.  I 
I 

Après  i n c u b a t i o n  d e  10 minu t e s  à l ' o b s c u r i t é ,  on a j o u t e  dans  1 
chaque t u b e  0,5 m l  de r é a c t i f  de ~ o l i n @  d i l u é  au 1/6ème . i 

i Après  i n c u b a t i o n  d e  30 minu tes  à 1 ' o b s c u r i t é ,  1 ' absorbance est 

l u e  au spect rophotomètre  à 750 nm. 



Cette méthode permet de vérifier la réduction du peptide, ou le 

dosage de la consommation de cystéine par la protéine activée. 

L'étalon est constitué d'une solution de chlorhydrate de 

cystéine-SH 2 . 1 0 - ~ ~  préparée extemporanément avec de l'eau 

dégazée et saturée en azote (35,04 mg/100 ml). 

Les points de la gamme se situent entre O et 200 nM de Cys-SH 

sous un volume de 100~1. 

Pour évaluer la consommation de cystéine par la protéine activée, 

200 nM de Cys-SH sont ajoutées à 250 nM de protéine activée. A 

chaque échantillon à doser et aux points de la gamme sont 

a joutés: 

- 300 pl de tampon Tris 0,2M pH 8,2 [24,2 g/l de Tris 

(hydroxyméthy1)-aminométhane ajusté au ph 8,2 par HC1 IN]. 

- 20 pl d'une solution de 5-5' dithiobis (2 nitrobenzoic 

acid) (79, 2 mg/20ml d'éthanol) . 
- méthanol qsp 2 ml 

Après trente minutes, l'absorbante est lue au spectrophotomètre à 

412 nm. La différence de DO entre le point à 200 nM de la gamme 

étalon et l'échantillon de la protéine activée permet de calculer 

la consommation de cystéine et donc le nombre de résidus lysine / 

Mole de protéine activée. 



2.Svnthèse des wewtides - 

Le Pr. P. Marcincal et le Dr. J-C Gesquière ont élaboré un ~ 
1 

programme informatique d'aide à la synthèse (SAS ou synthesis aid 1 
l 

system) . Il permet d'attirer 1 'attention de l'opérateur sur les 1 
l 
l éventuelles difficultés qu'il rencontrera. Nos présentons , 

ci-dessous des extaits de ce cahier de laboratoire: 
1 



". A -  S.. 

SrntResis Aid Systern 

REFERENCE DE L A  SEQUENCE A SYbiTUETSStR: POL I O Y PZ T V  P 3. 1 4 
ILz5e 

> > 
, --li . . .  

NOMBRE U 'Aiqii4O-AC i DES: 14 IKDXCE FICHIER: I û 9  

1 L A  S'INiHGSE S'EFFECTUE SELON L'ORDRE: 

NON CE L'ÛPEHATEUR L CHi?IÇTINE 

l.i~j5 UT? L Z SBu: C;iiiC:R?HETnYiE LOT : 
4 r ,  .~d..;'m., $4 ..>y ,, . . ' \ 3 -* . ... I'. . ' . $ 1 -  , :  3 ; 2 ,  ' *" , > 7 . "  

I ÏHR est aeja sur ia resine-son poids est inclus dana ceSui figurant ri-apre 
Poids do pesine ut~lise: 3igrame); charsa: ,5ï<n.rnl excei; utilise: 2.9 

POIÜS DE PEPTIEE BRUT AÏTENDUr .85 par g de resine 
soit 2.53 s pour cette synthese 
Poids de DCC pour chaque couplage avec excesr1  : Z52.26 mQ 
Pax ds rie DCC pour chaque coup1 age avec -exces=2.5 : 8SQ. 65 mg 
P o i  dss de WBT hydrate pour chaque cauplage avec excessl : 261 63 
Poids de HOBT hydrate pour chaque couplage avec exceçr2.5 : &94.075 ms 

TYPE D'AGITATION r PAR S)iMEi? 

Acide amine a in~orp~rer numer0 14 : ti-fR*119.1 DATES 
De,ja f ncorporr saus Sarme Bue <&-Bar l I'FHR 
A c i d e  amine a incorporer nuerisrci 13 : PHE=l&9.2 DATE: 
Unus travaillet avec Ii? : 
3BUC PHE 
Tes* ds KBXSER appes deprotect ion r msi t if / negatlf 
PoIM D'AA PROTE6E k PESER: 1132.87 ng A dissaudre dans CHLCIS LC 
AGENTS DE couru;GEz DCC, HOBT 
PREMIER CWSLAGE temps choisi 8 LOT : KAISER t 
RECOUPLAGE WT,fPICrN temps c h o i s i  : LOT : KAISER : 
ACETYLAT XUN Wi iOTQf4 KAISER : 

Poîriç de M C  wptidyl resine attenuu: 3-252 9 
C h a r s c  Theoriqus ae c e r t e  peptidyl-resine indt  lOOXZ :.52b m / g  
REMARQUES ; 

-. 
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i cvilpure Si: duiL ç'eiiecLiler- eri p r e s e r i c e  de: 
i e s u i :  iqiiûiui de BPiiy G e  r e s i r i e  
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l n  : G 
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J r :  6 

AS?: 2 
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2.1 Svnthèse des ~eptides issus de la  rotp pue vp7 du ~olio v i r ~  , u 

2.1.1 Peptide 38 - 6L 

Le peptide 38-61 a été synthétisé manuellement sur une résine 

chlorométhylée, que nous avons estérifiée par le sel de césium de 

Boc-Cys (acm) -résine (O, 35 mEq. /g) . L'élongation du peptide a été 

réalisée selon la stratégie Boc/TFA. Nous avons débuté la 

synthèse sur 2g de Na-Boc-acm-Cys-résine 

AA protection méthodes couplages acétylation 
des chaînes de 
latérales couplage ............................................................... 

24 Cys Acm DCC/HOBt 
23 Ala DCC/HOBt 600 ' 
22 Ala DCC/HOBt 120' 
21 Val DCC/HOBt 600' 
20 Asp O-Bzl DCC/HOBt 120 ' 
19 Pro DCC/HOBt 600 ' 
18 Glu O-Bzl DCC/HOBt 120' 60' 
17 Thr O-Bzl DCC/HOBt 180' 
16 Pro DCC/HOBt 120 ' 
15 Gln DCC/HOBt 30' 30' 
14 Asp O-Bzl DCC/HOBt 120 ' 
13 Val DCC/HOBt 120' 60' 
12 Pro DCC/HOBt 120' 60' 
11 Asn DCC/HOBt 60' 60' 
10 Ala DCC/HOB~* 120' 120' 
9 Glu O-Bzl DCC/HOBt 120' 60' 
8 Ser O-Bzl DCC/HOBt 620' 60' 
7 Asp O-Bzl DCC/HOBt 620 ' 
6 Arg tos DCC/HOBt 180' 120' 
5 Leu DCC/HOBt 620 ' 
4 Tyr diC1-Bzl DCC/HOBt 240 ' 
3 Glu O-Bzl DCC/HOBt 620 ' 
2 Pro DCC/HOBt 120' 60' 120' 
1 T r P  DCC/HOBt 620'120' 120' 

DCC/HOBt* : préincubation 10' à O°C 

NOUS avons obtenu en fin de synthèse 2,979 de peptidyl-résine 



Fiaure 4.1:chromatoarame d'enreaistrement de 
ael-filtration sur GF 05 du peptide 38-61 

Fiaure 4.2:chromatoarame d'enreaistrement d e  
r Bioael P4 du vevtide 38 ael-filtrat ion su -61 



(rendement=35%). Après la coupure "high HF" (90%) de lg de 

peptidyl-résine à O°C en présence de 10% dlanisole et 5% d'éthyle 

méthyle sulfure, 403 mg de peptide brut ont été libérés. 

Après lyophilisation, le peptide brut a été alors purifié par 

gel-filtration sur une résine de tris acryl GF05 (IBF), éluée 

avec AcOH 5%. La détection du peptide à la sortie de la colonne 

est réalisé par lecture de llabsorbance à 230 nm (fig.4.1). Les 

tubes collectés ont été contrôlés par RP-HPLC et chromatographie 

sur couche mince. Les tubes 12 à 14 sont rassemblés et 

lyophilisés pour donner 23 mg de peptide pur à 73% avec un 

rendement de 21%. 

Nous avons également déposé 57 mg de peptide brut sur une colonne 

de Biogel P4 fine, éluée avec AcOH 5% (fig.4.2) . Nous avons 
obtenu 13 mg de peptide pur à 84% avec un rendemùent de 22%. 

poids r é s i n e  dimensions h é l u a n t  d é b i t  rendement f r a c t i o n s  p u r e t é  

............................................................... 
152 mg GF 05 2,5xlOOcrn 230 nm AcOH 5% 12ml/h 21% 42-44 73% 

57 mg P 4  1,5xlOOcm 240 nm AcOH 5% 8ml/h 22% 41-43 84% 1 
1 

CCM dans chloroforme/méthanol/ammoniaque (5/5/1) : Rf = 0,77 1 



7.1.7 Pewtide 72-88 

Le peptide a été synthétisé manuellement sur une Boc- 

Asp (O-Bzl) -résine (0, 55 mEq. /g) , selon le protocole BOC/TFA. 
Après couplage du tryptophane, nous avons déprotégé les acides 

aminés suivants en présence d'un scavenger:l1éthane dithiol. 

29 de résine fonctionnalisée par l'acide aspartique nous ont 

permis d'obtenir en fin de synthèse 2,539 de peptidyl-résine 

(rendement : 39%). 

AA protection 
des chaînes 
latérales 

A s P  O - B z l  
A r 9  t o s  
L e u  
A l a  

A s P  O - B z l  
P r o  
L e u  

LYS C l - z  
T r P  
T r P  
T r P  
G ~ Y  
A r 9  t o s  
Ser O - B z l  
G l u  O - B z l  

LYS z 
T h r  O - B z l  

méthodes 
de 
couplage 

couplages acétylat ion 

La coupure de lg de peptidyl-résine, au fluorure d'hydrogène 

(go%), en présence d'anisole et éthyle méthyle sulfure, a permis 

de libérer 333 mg de peptide brut. 

Nous avons purifié ce peptide par gel-filtration. Nous avons 

déposé 107 mg au sommet d'une colonne de Biogel P2 fine, éluée 





avec AcOH 5%. Le chromatogramme (fig.4.3) obtenu a mis en 

évidence deux pics principaux, correspondant aux tubes 44-48 et 

79-80 qui, de manière surprenante, présentaient après 

lyophilisation le même temps de rétention par RP-HPLC sur 

Nucléosil Cl8 et également la même composition en acides aminés 

après hydrolyse acide totale. Nous avons attribué ce phénomène à 

l'association du peptide sur lui-même par liaisons hydrophobes. 

Par conséquent, il était élué le premier sur la colonne de Biogel 

P2 (fractions 44-48). Ensuite était élué le peptide attendu 

correspondant à la fraction 79-80. 

poids gel dimensions h éluant débit rendement fractions 
.......................................................................... 
107mg P2 2,5xlOOcrn 235nm AcOH 5% llml/h 9% 44-48 

6,5% 79-80 

CCM dans: 

butanol/acide acétique/acétate dléthyle/eau l/l/l/l Rf=0,13 

pyridine/acide acétique/eau (10/6/3) Rf=0, 83 

2.1.3. Peptide 145-158 

Le peptide 145-158 a été synthétisé semi-automatiquement sur 3g 

de résine fonctionnalisée par la Boc-tyrosine(2,6-diC1-Bzl) et 

chargée à 0,57 mEq./g, selon le protocole Boc/TFA utilisé pour 

les peptides précédents. 



AA protection méthodes couplages acétylation 
des chaînes de 
latérales couplage 

................................................................ 
14 Thr O-Bzl 
13 Phe DCC/HOBt 60' 600' 
12 Thr O-Bzl DCC/HOBt 90' 600' 
11 Gly anh. sym. 20' 20' 
10 Gly anh. sym. 20' 
9 LYS Cl-Z DCC/HOBt 120' 
8 Glu O-Bzl DCC/HOBt 60' 30' 
7 Gly anh. sym. 15' 20' 
6 Pro anh. sym. 60' 
5 Asn DCC/HOBt* 30' 30' 600' 90' 
4 Ala DCC/HOBt 60' 
3 Asn DCC/HOBt* 30' 60' 
2 Gln DCC/HOBt* 30 ' 
1 Tyr diC1-Bzl DCC/HOBt 60' 60' 60' 

DCC/HOBt* : préincubation 10' à O°C 

A la fin de la synthèse, nous avons obtenu 59 de peptidyl-résine 

(rendement=62%) . La coupure "high HF" effectuée sur 2,5g de 
peptidyl-résine en présence d'anisole nous a permis d'obtenir 

1,589 de peptide brut. 

Nous avons alors débuté la purification par une gel-filtration 

sur tris-acryl GF05 (fig. 4.4). Le produit a été contrôlé par 

HPLC en phase inverse, chromatographie sur couche mince et 

analyse d'acides aminés après hydrolyse acide totale. Nous avons 

poursuivi la purification du peptide par une chromatographie 

d'échange ionique sur résine CM tris-acryl, éhangeuse de 

cations. En fait, nous avons mis au point les conditions pour 

retenir les contaminants sur la résine, tandis que le produit 

attendu était élué sans être accroché. Le protocole le plus 

satisfaisant a 6té une élution sous des conditions isocratiques, 
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l'éluant étant l'acétate d'ammonium 0,OlM sous un pH de 3,9 

(fig. 4.5) Il n'a pas été nécessaire d'éluer sous un gradient de 

pH ou de force ionique. Le peptide pur à 85% a été identifié par 

analyse d'acides aminés, et son homogénéité a été vérifiée par 

chromatographie sur couche mince et HPLC en phase inverse. 
poids gel dimensions éluant h débit rdt fractions pureté 
.......................................................................... 
350mg GF05 2,5xlOOcm AcOH 5 % 23711x11 12,5ml/h 30% 28-36 78% 
75mg CM 1,5xl8cm C H ~ C O O N H ~ +  240nm 15ml/h 24% 3-4 85% 

trisacryl 0,OIM pH=3,9 

CCM dans : 
acétate dléthyle/pyridine/acide acétique/eau (6,5/4,5/1,8/2) Rf=0,53 
chloroforme/méthanol/ammoniaque (5/5/1) Rf=O, 18 
pyridine/acide acétique/eau (10/6/3) Rf=0,71 

Le peptide 162-174 a été synthétisr' manuellement. Après 

estérification de la résine chlorométhylée avec la Boc-Ser(0-Bzl) 

(0,7 mEq/g), nous avons formé le peptide selon le protocole 

classique Boc/TFA. 
AA protection méthodes couplages acétylation 

des chaînes de 
latérales couplage ................................................................ 

13 Ser O-Bzl 
12 Ser O-Bzl DCC/HOBt 150 ' 
11 Arg tos DCC/HOBt 270 ' 
10 Ala DCC/HOBt 600 ' 
9 Pro DCC/HOBt 300 ' 
8 Ser O-Bzl DCC/HOBt 120' 60' 
7 Thr O-Bzl DCC/HOBt 600 ' 
6 Gln DCC/HOBt* 105 ' 
5 Asn DCC/HOBt * 60 ' 
4 Asn DCC/HCBt * 75' 120' 
3 Asp O-Bzl DCC/HOBt 150' 120' 
2 Pro DCC/HOBt 600' 90' 400' 
1 Thr O-Bzl DCC/HOBt 120' 120' 90' 

DCC/HOBt* : préincubation 10' à O°C 





Nous avons démarré la synthèse peptidique sur 3g de résine 

fonctionnalisée, et avons obtenu 5,19g de peptidyl-résine en fin 

de synthèse (rendement=57%) . Nous avons clivé 2,5g de 

peptidyl-résine par le fluorure d'hydrogène en présence 

d'anisole, et avons libéré 873 mg de peptide brut. 

La gel-filtration sur Biogel P2 fine fut la première 

purification. Le chromatogramme obtenu (fig. 4.6) met en 

évidence une fuite en avant du peptide, attribuée sans doute à 

l'existence d'un équilibre d'associations intermoléculaires. Les 

tubes 21-27 correspondant à cette fuite en avant ont été 

rassemblés et lyophilisés pour donner 70 mg de peptide pur. Les 

tubes 28-30 qui correspondaient au pic principal ont été 

collectés et lyophilisés. Nous avons obtenu 120- mg de peptide 

pur ainsi que l'analyse d'acides aminés après hydrolyse acide 

totale le confirme. 

poids gel dimensions éluant débit rendement fractions 
.......................................................................... 
300mg P2 2,5x80cm AcOH 5% 222nm llml/h 23% 21-27 

40% 28-30 

Nous avons poursuivi la purification de la fraction 21-27 par 

échange ionique (fig. 4.7) sur carboxyméthylcellulose CM 52 

(Whatman) et celle de la fraction 28-30 par chromatographie de 

partition en phase inverse (fig. 4.8) sur une colonne de silice 

greffée par une phase apolaire en Cl8 (Partisil, ODS Mg, 

Whatman) . 



poids  g e l  dimensions é l u a n t  d é b i t  h rendement p u r e t é  f r a c t i o n s  

70mg ODS M9 2,5~20cm TFA 1/1000 34ml/h 223nm 33% 83% 8-17 
0,5 à 12,5% 

Cette dernière technique de purification sur ODS M9 est une 

méthode de purification beaucoup plus rapide que les 

chromatographies de gel-filtration ou d'échange ionique. 

CCM dans : 
pyridine/acide acétique/eau (1/1/1) : Rf=O, 6 
butanol/acide acétique/eau (16/6/3) : Rf=O, 22 

7.1.5. Peptide 233-347 

La synthèse du peptide 232-247 a été effectuée 

semi-automatiquement. Nous avons utilisé 2,3g de résine 

fonctionnalisée une Boc-proline (0,49 mEq./g). La chaîne 

peptidique s'est allongée selon le protocole Boc/TFA suivant: 

AA protection méthodes couplages acétylat ion 
des chaînes de 
latérales couplage ................................................................ 

16 Pro 
15 Ile O-Bzl DCC/HOBt 600' 30' 
14 Glu O-Bzl DCC/HOBt 90 ' 
13 Pro DCC/HOBt 600 ' 
12 Ser O-Bzl DCC/HOBt 120' 30' 
11 Ser O-Bzl DCC/HOBt 600 ' 
10 Glu O-Bzl DCC/HOBt 105' 
9 Ser O-Bzl DCC/HOBt 600 ' 
8 Val DCC/HOBt 120 ' 
7 Phe DCC/HOBt 120' 
6 Asn DCC/HOBt * 30' 30' 30' 
5 Leu DCC/HOBt 120 ' 



Fiaure 4.9: oel-filtration sur Biouel P4 du oeotidg 
232-247 



4 Pro 
3 Ala 
2 Leu 
1 Pro 

DCC/HOBt* : préincubation 10' à O°C 

En fin de synthèse, nous avons obtenu 3,5 g de peptidyl-résine 

(rendement=50%). Après la coupure "high HF" sur 2 g de 

peptidyl-résine, en présence de para-crésol, nous avons récupéré 

456 mg dans l'acide acétique 5% et 51 mg dans l'acide acétique 

50%. 

Une purification par gel-filtration (Biogel P4 fine) du peptide 

brut a suffi pour obtenir une pureté supérieure à 80% (fig. 4.9). 

poids gel dimensions éluant h débit rendement fractions pureté 
.......................................................................... 
200mg P4 2,5xlOOcrn AcOH 5% 232nm 17ml/h 47% 36-41 84% 

CCM dans acétate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5/5/1/3) : Rf=0,89 

2.2 De~tides issus de la ~rotéine du circums~orozoï~~ 

7.7.1. Préz>aration - de (NANp) 8 et ses fracTments Dar svnthèse 
- 

recurrente totale en   hase solide 

l 
Nous avons réalisé manuellement, selon la stratégie BOC/TFA, la 

synthèse de (NANP)8 sur log de résine chlorométhylée 

fonctionnalisée par la Boc-proline (0,49 mEq. /g) . Les 

sous-fragments ont été obtenus par prélèvements successifs de la 

peptidyl-résine au cours de la synthèse. 



AA méthodes 
de 
couplage 

------------------ 
32 Pro 
31 Asn DCC/HOBtk 
30 Ala DCC/HOBt 
29 Asn DCC/HOBt* 
28 Pro DCC/HOBt 
27 Asn DCC/HOBt* 
26 Ala DCC/HOBt 
25 Asn DCC/HOBt* 
24 Pro DCC/HOBt 
23 Asn DCC/HOBtk 
22 Ala DCC/HOBt 
21 Asn DCC/HOBt* 
20 Pro DCC/HOBt 
19 Asn DCC/HOBt* 
18 Ala DCC/HOBt 
17 Asn DCC/HOBt* 
16 Pro DCC/HOBt 
15 Asn DCC/HOBt* 
14 Ala DCC/HOBt 
13 Asn DCC/HOBt* 
12 Pro DCC/HOBt 
11 Asn DCC/HOBt* 
10 Ala DCC/HOBt 
9 Asn DCC/HOBt* 
8 Pro DCC/HOBt 
7 Asn DCC/HOBt* 
6 Ala DCC/HOBt 
5 Asn DCC/HOBtk 
4 Pro DCC/HOBt 
3 Asn DCC/HOBt* 
2 Ala DCC/HOBt 
1 Asn DCC/HOBt* 

couplages acétylation prélèvements 

DCC/HOBt* : préincubation 10' à O°C 

Ensuite les peptides sont purifiés par gel-filtration: 

peptide 
-------- 
(NMP 
(NANP ) 2 
(NANP) 3 
(NANP) 4 
(NwP) 5 
(NMp) 6 

poids 
.------ 

lOOmg 
8 0mg 
150mg 
380mg 
1 O lmg 
6 0mg 

gel dimensions 
.---------------- 
G15 2,5x35cm 
G15 2,5x35cm 
GF05 2,5x80cm 
P4 2,5x80cm 
P4 1,5x80cm 
P4 1,5x80cm 

éluant h débit rendement pureté 
............................................ 
AcOH 5% 234nm 10ml/h 67% 93% 
AcOH 5% 237nm 10ml/h 46% 9 9 % 
AcOH 5% 237nm 12ml/h 35% 9 8 % 
AcOH5% 243nm 6ml/h 47% 97 % 
AcOH5% 232x1111 8ml/h 32% 89% 
AcOH5% 242nm 10ml/h 25% 8 1 % 



(NANP) 53mg P4 lt5x80cm AcOH5% 235nm 5ml/h 21% 75% 
(NANP) 76mg P6 1,5xlOOcm AcOH5% 242nm 4ml/h 40% 95% 

Contrôles par CCM 

peptide solvant 1 solvant 2 solvant 3 ............................................................ 
(NANP ) Rf=0 , 22 
(NANE' 1 2 Rf=0, 15 Rf=O, 64 Rf=0, 48 
(NANP 3 Rf=O, 3 
(NANP 1 4 Rf= 0,5 Rf=O, 2 
(NANP) 5 Rf=0,46 
(NANp) 6 Rf=O, 35 Rf=O, 6 
(NANP 7 Rf=O, 12 Rf=0, 91 
(NANP) 8 Rf=O, 25 Rf=O, 75 

solvant 1 : acétate dléthyle/pyridine/acide acétique/eau ( 5/5/1/3) 
solvant 2 : chloroforme/méthanol/ammoniaque (5/5/1) 
solvant 3 : butanol/acétate dléthyle/acide acétique/eau (1/1/1/1) 

7 . 7 . 2  Svnthèse de NANP en phase homoaène 

1, 2-Asn(Mbh) : Z-Asn (20g; 75, llmmoles) a été dissous dans 220 

ml dlAcOH glacial au bain-marie. Le 4,41-diméthoxybenzhydro1 

(18,35g, 5, llmmoles) a été ajouté ainsi que 0 , 3 7  ml d'acide 

sulfurique concentré (Konigt197O). Après avoir laissé sous 

agitation une nuit, nous avons versé le milieu réactionnel dans 

550 ml d'eau, une suspension blanche se forme. Après filtration 

et séchage sous vide sur anhydride phosphorique, le produit est 

dissous dans l'acétate d'éthyle au bain-marie (40°c). Ensuite, la 

phase organique est lavée par l'eau dans une ampoule à décanter, 

puis évaporée sous vide. Le résidu blanc , collé sur les parois 

du ballon, est trituré dans l'éther éthylique et recristallisé 

dans le tétrahydrofurane. Nous avons obtenu 23,56g 

(rendement=63,7%) de produit pur 



litt: F0=176-180°C, [a]=2,43°;c=2,DMF 

obs : F0=171-1720C, [a]=2, 3g0;c=2, DMF; 

CCM dans butanol/aci.de acétique/eau (3/1/1) : Rf = 0,137 

butanol/pyridine/acide acétique/eau (30/10/3/12) : Rf = 0,75 

II, H-Asn (Mbh) : 1 (23g; 46,7mmoles) est mis en suspension dans 

270 ml d'acide acétique et 50 ml d'eau. Puis on fait passer un 

courant d'hydrogène pendant 3h. en présence de Pd/C 5%. Après 

élimination du catalyseur par filtration, la solution est 

évaporée sous trompe à eau puis sous vide poussé. Le résidu 

huileux est trituré dans l'acétate de sodium 0,5M. Après 

recristallisation dans l'éther éthylique, des cristaux blancs 

sont obtenus (16, 23g, 97%) et caractérisés 

litt: ~~=215-217~C, [a] =9, 75°;c=2,AcOH 

obs: F0=219-220°C, [a] =8,86O; c=2,AcOH 

CCM dans butanol/acide acétique/eau (3/1/1) : Rf = 0,58 

butanol/pyridine/acide acétique/eau (30/10/3/12): Rf = 0,54 

III, Nps-Asn (Mbh) , CHA: II (log; 27,9mmoles) est dissous dans 

38 ml de dioxane et 15 ml de soude ZN. Nps-Cl (5,27g, 27,91t~noles) 

est ajouté par petites portions en maintenant le pH égal à 8 

(Konig, 1970). Après agitation lh, sont ajoutées 300 ml d'eau 

ainsi que l'acide citrique QS pH=3. Des précipités jaunes 

apparaissent qui sont repris dans l'acétate d'éthyle (3xl50ml). 

Les phases organiques réunies sont lavées par l'eau, séchées sur 

le sulfate de magnésium. La cyclohexylamine (CHA, 27,9mmoles) est 

alors ajoutée jusqu'à l'obtention de précipités jaunes qui sont 



filtrés et lavés par l'acétate d'éthyle. Nous avons obtenu 10,73g 

(rendement=62%) de produit pur 

litt: F0=182-1840C, [a] =-29, 80;c=lrD~F 

obs: F0=182-184OC, [a]=-27, 6°;c=l,D~ 

CCM dans: acétate dléthyle/méthanol (2/1) : Rf = O,Z8 

butanol/méthanol(30/10/3/12) : Rf = 0,45 

IV Nps-Asn (Mbh) -Pro-OB21 

III (log; 16,11 mrnoles) est traité dans l'acétate d'éthyle par 

une solution de KHS04 5% pour obtenir l'acide libre correspondant 

(Spangenberg, 1971) . Les phases organiques, lavées par l'eau sont 
séchées sur le sulfate de magnésium, évaporées sous vide, et 

séchées sous vide sur anhydride phosphorique. 

IV(a) par la méthode des anhydridesmixtes:Nps-Asn(Mbh)-OH 

(6,2g; 11,88 mmoles) est dissous dans 60 ml de DMF Gold Label, 

neutralisé par la N-méthyl-morpholine (1,3ml; 11,7 mmoles) et 

refroidi à -15OC. Le chloroformiate d'isobutyle (1,5 ml; 

11,5mmoles) est ajouté à la solution. Après agitation à -15OC 

pendant 15', une solution de Pro-OBzl (2,87g, 11,88 mmoles) 

préalablement dissoute dans 23 ml de DMF Gold Label, neutralisée 

par la N-méthyl-morpholine (1,3 ml; 11, 6mmoles) et refroidie a 
-lO°C est ajoutée à la solution d'anhydride mixte. On a laissé 

sous agitation 30' à -lO°C, puis une nuit A température ambiante. 

Après évaporation du solvant, le résidu est lavé 3 fois avec 

NaHC03 MI trois fois à l'eau, trois fois avec KHS04 Mt et trois 

fois à l'eau. Après trituration dans l'éther de pétrole, le 

produit brut est séché, puis purifié par chromatographie sur 

colonne de silice 60 (0,2-0,5mm ; 35-70 mesh Merck) dans un 

mélange de solvants benzène/acétonitrile/eau (100/300/4). On 

obtient une pâte (3,61g, rendement=43,5%) 

[al =-14O; c=l, acétonitrile 



CCM dans benzène/acétonitrile/eau (400/100/1): Rf = 0,44 

acétate dléthyle/méthanol (2/1) : Rf = 0,58 

IV(b) par la méthode des esters N-hydroxysuccinimidiques 

Nps-Asn (Mbh) -0Su est préparé à partir de Nps-Asn (Mbh) -OH (2g; 3,8 

mmoles) et HOSu (437mg; 3,8mmoles) qui sont dissous dans 30 ml de 

DMF Gold Label et refroidi A 4OC. La DCC (782mg; 3,8mrnoles) est 

ajoutée. Après agitation une nuit à 4OC, la DCU est filtrée et le 

solvant est évaporé sous vide. La DCU résiduelle est éliminée par 

triturations successives dans l'acétonitrile. Le produit pur est 

obtenu par recristallisation dans 1 ' isopropanol chaud (1,57g; 

rendement=65%) 

Ensuite Pro-OBzl (605mg; 2,5mmoles) est dissous dans 20 ml de DMF' 

Gold Label et neutralisé par la N-méthyl-morpholine (0,358ml; 

3,25mmoles). La solution de Pro-OBzl est ajoutée au 

Nps-Asn(Mbh)-Osu. Le milieu réactionnel est laissé sous agitation 

à température ambiante. Les opérations suivantes sont effectuées 

selon le protocole IV(a) . 822mg (rendement=47%) de produit pur 
est obtenu 

[~~1=-13,3~; c=l,acétonitrile 

CCM dans: butanol/arnmoniaque (85/15) : Rf = 0,87 

acétate d'éthyle (2/1) : Rf = 0,52 

V HBr, H-Asn (Mbh) Pro-OBz1: IV (a) (3,61g; 5,15mmoles) est i 
1 

dissous dans 35 ml de DMF Gold Label. L'indole (464mg; ! 
3,97mmoles) est d'abord ajouté, puis le bromhydrate de pyridine 

I 

l (636mg; 3,97mmoles) (Sakarellos, 1976) . Après agitation pendant , 
go', le DMF est évaporé sous vide pous'sé. Le résidu est trituré i 



dans l'éther isopropylique, une pâte jaune est obtenue (2,48mg; 

rendement=77%) 

CCM dans: butanol/ammoniaque (85/15) : Rf = 0,31 

acétate dléthyle/méthanol (5/1) : Rf = 0,11 

VI Nps-Ala-Asn (Mbh) -Pro-OBzl 

VI (a) par la méthode des anhydrides mixtes: Nps-Ala-OH (668mg; 

2,76mmoles), obtenue à partir de ~ps- la-OH, DCHA (Zervas, 1963) 

par la méthode de Spangenberg (1971), est dissous dans 12 ml de 

DMF Gold Label, neutralisé par la (0,3ml; 2,76mmoles) et refroidi 

à -15OC. L'anhydride mixte au chloroformiate d'isobutyle, préparé 

dans le DMF Gold Label, est couplé avec V (1,739; 2,761nmoles) en 

présence de N-méthyl-morpholine. le produit est obtenu en opérant 

comme il est décrit pour la préparation de IV(a). Nous avons 

trituré dans l'éther isopropylique (871mg, rendement=41%, 

[a] =-48,8O; c=l, acétonitrile 

CCM dans: butanol/ammoniaque (85/15) : Ri = 0,51 

acétate dléthyle/méthanol (5/1) : R f  = Of 63 

benzène/acétonitrile/eau (100/100/1) : R f  = 0,65 

VI(b) par la méthode des estersN-hydroxysuccinimidiques: 

Nps-Ala-Osu (44mg; 0,13mmoles) est couplé avec V (75mg; 1 

Of12mmo1es) dans le DMF comme il est décrit dans I V ( b )  en , 
présence de N-méthyl-morpholine. Après trituration dans l'eau, 1 
nous avons obtenu un produit jaune (92mg, rendement=84,1%, 

F0=156, 5-160°C, [al =-47, go; c=l, acétonitrile) . 
CCM dans: butanol/amrnoniaque (85/125): 



acétate d' éthyle/méthanol (5/1) : Rf = 0, 66 

benzène/acétonitrile/eau (100/100/1) : Rf = 0,59 

VI1 H B r ,  H-Ala-Asn (Mbh) -Pro-0bzl:à partir de VI (725mg; 

0,94mmoles) , on procède comme pour V (rendement=lll%) 

CCM dans: benzène/acétonitrile/eau (100/100/1): Rf = 0,65 

butanol/ammoniaque (85/15) : Rf = 0,6 

VI11 Boc-Asn(Mbh) : II (69; 16,74mmoles) est dissous au 

bain-marie dans 50 ml de dioxane, 17ml de NaOH N et 17ml d'eau. 

On refroidit à O°C et on ajoute le pyrocarbonate de tertiobutyle 

(3,7g; 16,96mmoles) (Moroder, 1976) . Le pH est maintenu à 8-9>. 

Après 3 heures de réaction, nous avons dilué le milieu 

réactionnel dans l'eau et ajouté KHS04 5% QS pH=2-3. Le produit a 

été extrait par l'acétate d'éthyle. Les phases organiques ont été 

lavées par l'eau, puis évaporées sous vide et séchées. 

Recristallisation dans tétrahydrofurane/éther de pétrole 

(obt : 4,6g, rendement=60%) 

F0=144-1470C, [a] =3,92O; c=2, DMF 

CCM dans : butanol/acide acétique/eau (3/ 1/1) : Rf = 0,89 

butanol/pyridine/acide acétique/eau(30/10/3/12) : Rf = 0,70 

IX Boc-Asn (Mbh) -Ala-Asn (Mbh) -Pro-OBzl 

par la méthode des anhydrides mixtes: à partir de VI1 

(190mg; 0,27mmoles) et VI11 (150mg; 0,33mmoles) , on procéde selon 

le protocole de IV(a), précipitation dans méthanol/éther 

éthylique (rendement=20%) 



F0=156-1580C, [a] =-35,6O; c=l, acétonitrile 

CCM dans: butanol/ammoniaque (85/15) : Rf = 0,78 

acétate dléthyle/méthanol (5/1): Rf = 0,83 

X TFA, Asn-Ala-Asn-Pro-OBzl: IX (348mg; 0,33mmoles) est 

dissous dans 24 ml de TFA/anisole lO/l) , puis laissé sous 

agitation à température ambiante pendant 3h. Le solvant est 

ensuite évaporé etle résidu est repris par l'eau. La phase 

aqueuse a été abondamment lavée à l'acétate d'éthyle et l'éther 

éthylique avant d'être lyophilisée. Le tétrapeptide a été purifié 

par gel-filtration sur Séphadex G10. 

CCM dans : butanol/acide acétique/eau (3/1/1) : Rf = 0, 13 

butanol/pyridine/acide acétique/eau (30/10/3/12): Rf = 0,29 

analyse d'acides aminés théorique: Asp:2 A1a:l Pro:l 

observée : Asp:2, 29Ala:O193 Pro:O,85 

Au cours de l'hydrolyse, les chaînes latérales carboxamides de 

Asn et Gln sont converties en fonction carboxyliques 

correspondant respectivement à Asp et Glu, 

I 

2.2.3 Svnthèse de Fmoc-NANP I I 

1 

4,5ml d'une solution de NANP (1,08g; 2,29mmoles) dans Na2C03 M , 
est ajoutée goutte à goutte au chloroformiate de 1 

1 

9-fluorénylméthyloxycarbonyle, Fmoc-Cl (1,18g; 4,58 mmoles), 
l 
l 

dissous dans 3 ml de dioxane. Le milieu réactionnel est laissé j 

sous agitation une heure à O°C et 10 heures à température 
l 

ambiante. Nous 1' avons dilué dans 70 ml d'eau glacée et lavé par 1 



l'éther éthylique. L'acide chlorhydrique concentré est ajouté QS 

pH=2; se forment un précipité blanc qui est extrait par le 

butanol . 
recristallisation dans 1 ' hexane: obtenu 1,04g (rendement=72%) 

[a]=-40,6° (c=2,06; Dm). 

CCM dans chloroforme/méthanol/amrnoniaque (5/5/1) Rf = 0,62 

butanol/pyridine/acide acétique/eau (1/1/1/1) Rf = 0,88 

acétate dléthule/pyridine/acide acétique/eau(8/5/1/3) Rf = 0,55 

2.3 Pe~tides issus de la ~ r o t e ~ n e  du stade héx>atiae ~,sq  , . 

7 -3.1 Pe~tide LSA (-7) -34NR2 et ses sous - frament - - 

Le peptide (-7) -34 NH2 a été synthétisé sur le Beckman 990b , 
sur 4g de résine benzhydrylamine chargée a 0,81 mEq./g, selon le 

protocole Boc/TFA. Les sous-fragments 1-34 NH2, 17-34E N-term et 

G N-termNH2, 23-34 NH2 ainsi que 27-34 NH2 ont été prélevés au 

cours de la synthèse. 

AA protection méthodes couplages acét . prélèv. l 
des chafnes de 1 
latérales couplage l _______________-__---------------------------------------------- 

1 

34 Gln DCC/HOBTk 15' 30' + l l 

33 Leu anh. sym. 30' 30' + 
32 Lys Cl-Z DCC/HOBt 620 ' + l 

31 Glu O-Bzl DCC/HOBt 120' + l 
30 Lys Cl-Z DCC/HOBt 620 ' + 
29 Ala DCC/HOB~ 120' + , 

28 Leu DCC/HOBt 240' 60' + 
27 Arg tos DCC/HOBt 240' 60' 120'120'620'120' + 0,67g ~ 
26 Glu O-Bzl DCC/HOB~ 120'120'620'120' + 

1 + .s 25 Gln DCC/HOBt* 45' 45' I 
24 Glu O-Bzl anh. sym. 30' 45' 
23 Leu DCC/HOBt 620' 620'120' 120 ' + 0133g , 
22 Asp O-Bzl DCC/HOBt 120'120'620' + 
21 Ser O-Bzl DCC/HOBt 120' + l 



20 Gln 
19 Gln 
18 Glu 
18'Glv 
17 Gln 
16 Leu 
15 Lys 
14 Glu 
13 Lys 
12 Ala 
11 Leu 
10 Arg 
9 Glu 
8 Gln 
7 Glu 
6 Leu 
5 Asp 
4 Ser 
3 Gln 
2 Gln 
1 Gly 

-1 Gln 
-2 Leu 
-3 Lys 
-4 Glu 
-5 Lys 
-6 Ala 
-7 Leu 

tos 
O-Bzl 

DCC/HOBt* 30' 30' 
DCC/HOBtk 30' 30' 15' 30' 
anh. sym. 30' 30' 30' 
DCC/HOBt 15' 15' 20' 15' 15' 
DCC/HOBt* 30' 60' 30' 
anh. sym. 60' 
DCC/HOBt 620 ' 
DCC/HOBt 120 ' 
DCC/HOBt 620 ' 
DCC/HOBt 120' 
DCC/HOBt 620 ' 
DCC/HOBt 120'620' 
DCC/HOBt 120 ' 
DCC/HOBt* 60' 60' 
anh. sym. 60' 60' 
DCC/HOBt 120 ' 120 ' 
DCC/HOBt 620 ' 120 ' 
DCC/HOBt 120 ' 120 ' 
DCC/HOBt* 60' 60' 60' 
DCC/HOB~* 60' 120' 
anh. sym. 30' 60' 
DCC/HOBt 30 ' 
anh. sym. 120' 120' 120' 
DCC/HOBt 120 ' 620 ' 
DCC/HOBt 620' 620' 620' 
DCC/HOBt 120' 120' 
DCC/HOBt 120' 60' 
DCC/HOBt 620 ' 120 ' 

Après coupure "high HF", les peptides ont été purifiés par 1 
l 

gel-filtration suivie d'une HPLC semi-préparative: I 
1 

peptide poids gel dimensions éluant h débit rendement pureté i ............................................................................. ~ 
LSA 27-34 108mg TSK HW(4O)S 2,5x70cm AcOH 5% 240nm 7,2ml/h 47% 98% 

LSA 23-34 105mg GF 05 2,5x80cm AcOH 5% 236nm 10,5ml/h 70% 97% 
47mg Cl8 2,6x40cm TFA1/1000 220nm 3ml/mn 22% 97% 

CH3CN 
LSA 18-34 65mg TSK HW(40)S Z15x70cm AcOH 5% 238nm 9,6ml/h 76% 57 % 
G N-term 30mg Cl8 2,6x40cm TFA1/1000 220nm 3ml/mn 2 O % 9 8 % 

CH3CN 
LSA 18-34 208mg GF 05 2,5x80cm AcOH 5% 236nm 12ml/h 2 8 % 69% 
E N-term 45mg Cl8 2,6x40cm TFA1/1000 215nm 3ml/mn 11% 9 4 % 

CH3CN 
LSA 1-34 70mg TSK HW(40) S 2,5~100crnAcOH 5% 240nm 15ml/h 

LSA(-7) -34 80mg TSK HW(40) S 2,5~100crnAcOH 5% 238nm 14,2ml/h 



2.3.2. Synthèse de LSA 13 - 29 OH et JSA 23 - 29 OH 

Les peptides ont été synthétisés semi-automatiquement sur une 

Boc-OCH2-pam-Ala-résine (1,2 mEq./g)selon le protocole classique 

Boc/TFA: 

AA pro tec t ion  méthodes couplages acé t  . pré lèv .  
des c h a h e s  de 
l a t é r a l e s  couplage ................................................................ 

17 Ala 
16 Leu 
15 Arg 
14 Glu 
13 Gln 
12 Glu 
11 Leu 
10 Asp 
9 Ser 
8 Gln 
7 Gln 
6 Glu 
5 Gln 
4 Leu 
3 Lys 
2 Glu 
1 Lys 

tos 
O-Bzl 

Après coupure "high HF", les peptides ont été purifiés par 

gel-filtration, suivie d'une HPLC semi-préparative: 

pept ide  poids g e l  dimensions é luan t  d é b i t  rendement 
pure té  

............................................................................. 
LSA13-290H 250mg TSKHW ( 4 0 )  S 2, Sx100cm AcOh 5% 236 nrn 12ml/h 1 6 %  96% 

LSA23-290H 70mg P2 l15x70cm AcOH 5% 226nrn 6ml/h 37% 33% 
50mg Cl8 2,6x40cm TFA1/1000 220nm 3ml/mn 10% 97% 



Les peptides, ancrés sur une résine benzhydrylamine ( 0 , 5  mmoles), 

ont été élaborés sur le synthétiseur automatique, Applied 

Biosystem 430, selon la stratégie Boc/TFA. A la fin de la 

synthèse, les peptides ont été libérés et déprotégés par "high 

HF", puis purifiés par gel-filtration et HPLC semi-automatique: 

peptide poids gel dimensions éluant débit rendement 
pureté 
............................................................................. 
LSA13-29NH2 145mg TSK HW(40)S 2,5xlOOcm AcOH 5% 225nm 8ml/h 14% 98% 

42% 80% 

LSA18-2 9NH2 250mg P2 2,5xlOOcrn AcOH 5% 230nm 9ml/h 46% 75% 
30mg Cl8 2,6x40cm TFA1/1000 220nm lml/mn 27% 99% 

CH3CN 

7.3.4. élaboration des pe~tides hvb- - 

Le peptide 1-62  a été formé sur le synthétiseur automatique 

Applied Biosystem 430. La synthèse a démarré sur une 

Boc-Leu-OCH2-Pam-résine (O, 5mmoles) . Le peptide 1 8 - 6 2  a été 

obtenu par prélèvement de la peptidyl-résine au cours de la 

synthèse. 

Après coupure "high HF", les peptides ont été purifiés par 

gel-filtration, suivi d'une chromatographie d'échange ionique: 



peptide poids gel d i m e n s i o n s  é l u a n t  h débi t  
r e n d e m e n t  
............................................................................. 
1 - 6 2  8 2 m g  TSK HW ( 4 0 )  S  1 , 5 x 4 0 c m  H C 1 1 / 1 0 0 0  2 3 5 n m  1 3 , 5 m l / h  2 3 %  

l O m g  DEAE 1 , 5 x l 2 c m  T a m p o n  PO4 2 4 0 n m 1 2 m l / h  4 4 , 4 %  
0 , 0 1 m ,  N a C l  

1 8 - 6 2  7 9 m g  TSK H W ( 4 0 ) S  1 , 5 x 4 0 c m  AcOH 5% 2 4 2 n m  l l m l / h  3 4 %  
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Christine DUBEAUX 

ELABORAT~ON D' IMMUNOGZ$~ES SYNTHETPQ~S POUR r ~ l  VACCINATION: 

étude des modèles du poliovirus et PXamodium falciparum 

1 

Nos recherches se .sont focalisées sur les principales étapes 
d'élaboration d~immunogénes synthétiques. 

Cruciale, la premiére étape consiste à sélectionner des peptides à 

l'aide de critéres physico-chimiques qui sont basés sur la 

détection de zones exposées et la prhdiction de conformations. Le 

modèle du poliovirus nous a permis d'évaluer la fiabilité des 

méthodes prédictives informatisées de notre laboratoire. 

Puis , nous avons reproduit les peptides sélectionnés par synthése 
au moyen de différentes stratégies. 




