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La maladie de Chagas ou trypanosomiase américaine, due à un 

protozoaire flagellé, le Trypanosoma cruzi, est une endémie qui 

sévit exclusivement en Amérique du sud. Malgré les efforts 

développés pour combattre cette parasitose, (éradication de 

l'hôte vecteur, la réduve, recherche de nouveaux médicaments), 

elle reste encore un problème majeur dans ces régions. 

Les substances actives contre le Trypanosoma cruzi ne 

peuvent être utilisées qu'en phase aiguë de la maladie et pour 

de courtes périodes en raison de leurs fortes toxicités. Par 

ailleurs, le caractère auto-immun de la maladie, surtout 

développé en phase chronique, ne permet pas l'obtention de 

vaccin "conventionnel" à partir d'extraits totaux de parasites. 

La phase d' adhésion du parasite sous forme trypomastigote 

aux cellules hôtes, indispensable avant l'invasion, constitue 

une étape cruciale du cycle parasitaire. 

Divers études ont permis de montrer que la fibronectine, une 

glycoprotéine dimère, était impliquée dans les phénomènes 

d'adhésion, en jouant le rôle d'un pont, entre les 

trypomastigotes et les cellules hôtes. En effet, la 

fibronectine, par son site minimum d'attachement cellulaire le 

tétrapeptide Arg-Gly-Asp-Ser, est capable de se fixer sur ces 

deux types de cellules. Cette fixation, spécifique, peut être 

déplacée par compétition avec des peptides contenant une telle 

séquence. 

Par ailleurs, la séquence primaire d'un fragment d'une 

protéine de surface de 85 kDa de la forme invasive du parasite 

(trypomastigote) impliquée dans les phénomènes d'adhésion et de 

pénétration a pu être déterminée. 



A partir de ces définitions, à l'échelle submoléculaire, des 

phénomènes impliqués dans l'adhésion, nous avons envisagé de 

nouvelles approches susceptibles d'interférer avec le cycle 

parasitaire: 

- par inhibition de la fixation du trypomastigote sur la 

cellule hôte à l'aide de peptides analogues d& Arg-Gly-Asp-Ser. 

La mise en évidence d'un tel peptide pourrait ensuite permettre 

d'envisager son utilisation comme porteur en vue du ciblage de 

drogue sur le trypomastigote afin d'augmenter l'efficacité de 

cette drogue et de diminuer sa toxicité. 

- par neutralisation de l'infectivité du parasite après 

vaccination au moyen d.'immunogène synthétique représentant un 

fragment de la structure parasitaire impliquée dans ces 

phénomènes d'adhésion. 

Après la description du parasite et des mécanismes 

d'adhésion mis en jeu au cours de l'infection, nous présenterons 

les nouvelles techniques que nous avons du introduire au 

laboratoire pour l'obtention des peptides: la synthèse multiple 

en phase solide, l'hydrolyse acide totale en phase gaz, le 

clivage au fluorure d'hydrogène en multiposte, l'utilisation de 

la spectrométrie de masse FAB comme outil pour la résolution de 

certains problèmes inhérents à la synthèse. 

Ensuite, nous traiterons les différents résultats obtenus en 

chimie et en biologie dans trois chapitres concernants la 

recherche d'analogues dtt Arg-Gly-Asp-Ser, le ciblage de drogue 

sur le trypomastigote et les immunogènes synthétiques. 





A- LA MALADIE DE CHAGAS 

1- INTRODUCTION. 

La maladie de Chagas ou trypanosomiase américaine est une 

parasitose due à un protozoaire flagellé Trypanosoma cruzi 

transmis à l'hôte par un insecte hématophage (réduve). Elle 

concerne de 10 à 20 millions de sujets et représente un risque 

pour environ 65 millions de personnes dans les zones d'endémies. 

Cette maladie sévit exclusivement sur le continent américain 

(OMS, 1985). Il existe des vecteurs et des réservoirs sauvages 

infectés dans le sud des Etats-Unis mais l'infection humaine y 

est absente à l'exception de rares cas autochtones. Elle se 

rencontre presque exclusivement du Mexique à l'Argentine et au 

Chili. Dans ces vastes régions, la majorité des cas se 

produisent dans les zones rurales et péri-urbaines où la maladie 

est endémique en raison des conditions socio-économiques de la 

population et de la nature domestique du porteur. 

2- LE CYCLE EVOLUTIF. 

La transmission est habituellement assurée par des 

arthropodes vecteurs, les réduves. Ce sont de gros hémiptères 

proches des punaises dont ils ont les moeurs. Ils sont 

hématophages à tous les stades de leur développement (larve, 

nymphe, adulte) et dans les deux sexes. La piqûre, indolore, ne 

réveille pas le dormeur. Les réduves se contaminent en prenant 

leur repas sanguin sur un homme ou un animal parasité. Deux à 

trois semaines plus tard, ils deviennent infestants et rejettent 



figure 1: cycle évolutif de la maladie de Chagas due a T. cruzi. 
A et C = 6volution chez l'home et le "r6servoir de virus" (chien. chat. 
rongeur. . . .) : 1) trypomastigotes m6tacycliques transmis avec les dejections 
de la punaise sur la peau ou les muqueuses. 2) phase de multiplication des 
amastigotes dans les fibres musculaires. 3) 6pimastigotes. 4) trypomastigotes 
dans le sang pkriph6rique. B = 6volution dans le tube digestif d'une punaise 
( Triatoma, Rhodnius) 5) trypomastigotes apres ingestion. 6) phase de 
multiplication des amastigotes et des kpimastigotes. 7) trypomastigotes 
metacycliques dans les dejections de l'insecte vecteur. 



de nombreux trypanosomes dans leurs déjections. L'éxonération 

étant contemporaine de la piqûre, les déjections virulentes sont 

déposées sur les téguments. Les parasites pénètrent dans 

l'organisme à la faveur d'une excoriation cutanée ou en 

traversant les muqueuses (figure 1: cycle évolutif) 

La forme trypomastigote (ou Trypanosoma) se rencontre dans 

le sang des malades: elle est extracellulaire et mesure environ 

20 microns. Son blépharoplaste postérieur est volumineux. Sa 

membrane ondulante, peu plissée, se prolonge en avant par un 

flagelle. 

La forme amastigote (ou Leishmania), phase intracellulaire 

obligatoire, vit dans les cellules réticule-histiocytaires et 

musculaires striées des malades. Elle n'a qu'un appareil 

flagellaire rudimentaire. Elle est de forme arrondie, de 10 

microns de diamètre, et peut être reconnue par son kinétoplaste, 

volumineux batonnet intracytoplasmique franchement coloré par 

l'hématoxyline. 

Chez les invertébrés, T.cruzi habite le tube digestif de 

1 ' insecte vecteur. On le trouve sous différentes formes: 

épimastigotes et trypomastigotes métacycliques. 

3- LA PATHOLOGIE. 

La maladie évolue en deux phases: aiguë et chronique. Entre 

ces deux phases, une longue période d'une à plusieurs années 

peut s'établir. Le diagnostic est évoqué le plus souvent au 

cours de la phase chronique de la maladie. 



3. 1- Phase aia-uë 

Elle apparait dans 90% des cas chez des sujets jeunes, agés 

de moins de 15 ans, principalement chez des enfants de moins de 

4 ans. 

Le début de la phase aiguë est marqué par l'apparition d'une 

fièvre élevée et par un accident primaire variable avec la porte 

d'entrée du parasite. 

Le taux de mortalité en phase aiguë de la maladie de Chagas 

est bas chez les humains. Probablement moins de 10% des malades 

en meurent, et ceux-la sont généralement des enfants qui 

developpent des insuffisances cardiaques ou bronchopneumonies 

non spécifiques. Dans la majorité des cas, tout semble rentrer 

dans l'ordre en quelques semaines, bien qu'ils continuent d'être 

infectés (Andrade, 1983) . 

3. 2- Phase chronique 

Quelques mois ou années après la phase aiguë, peuvent 

prendre place des manifestations pathologiques comme des 

troubles cardiaques, atteintes du système nerveux autonome. 

Cette phase est caractérisée par une parasitémie très 

faible. Les parasites intracellulaires étant rares, non 

décelables morphologiquement, il semble peu probable qu'ils 

soient responsables des lésions observées. Des mécanismes auto- 

immuns sont certainement impliqués dans le développement de ces 

lésions tardives, sans que l'on puisse à l'heure actuelle, 

attribuer un rôle prépondérant aux cellules cytotoxiques ou aux 

auto-anticorps. 



figure 2: formules du Nifurtimox et Benznidazole. 



Les moyens à notre disposition à l'heure actuelle pour 

lutter contre cette maladie sont très limités. En effet, seuls 

deux médicaments peuvent être utilisés pour l'enrayer. Il s'agit 

du Benznidazole et du Nifurtimox (figure 2). Ils appartiennent 

respectivement aux familles des nitro-2 imidazoles et nitro 

furannes. Il est à noter que ces deux produits ne peuvent être 

prescrits qu'en phase aiguë de la maladie, pour une courte 

durée, en raison de leurs fortes toxicités. En phase chronique, 

seuls les traitements symptomatiques pourront être appliqués 

pour attenuer les troubles engendrés 

En raison du caractère auto-immun de cette pathologie, 

1 ' immunisation avec des parasites tués ou provenant de souches 

non virulantes est alors impossible. 

Compte tenu du tableau dressé quant aux possibilités 

offertes afin de lutter contre cette maladie, ainsi qu'à 

l'urgence qu'il y a de traiter rapidement après infection avant 

que ne s'établisse la phase chronique, il convient donc de 

dèvelopper pour cette maladie de nouvelles approches 

thérapeutiques. 

Nous nous sommes alors focalisés sur le stade du cycle nous 

paraissant le plus important pour la prolifération du 

trypomastigote. Il s 'agit de 1 'adhésion du trypomastigote à la 

surface des cellules dans lesquelles il pourra se multiplier 

après transformation en forme amastigote. 

En étudiant de façon plus approfondie ce mécanisme, nous 

verrons quelles nouvelles stratégies de lutte nous pourrons 

alors développer. 



4- ETUDES DES MECANISMES D'ADHESION 

4. 1- Généralités 

Pour de nombreux parasites, l'un des tous premiers 

évènements dans le processus d'infection est sa fixation à la 

surface des cellules hôtes. Cette phase d'adhésion implique 

habituellement des interactions ligand-récepteur. La 

compréhension de ces interactions permettra d'envisager de 

nouveaux moyens de lutte contre cette endémie. 

Parmi les différentes formes de Trypanosoma cruzi, seule la 

forme trypomastigote est capable de pénétrer dans des 

fibroblastes en culture. Le processus d'entrée varie en fonction 

de la souche de X. cruzi ainsi que du type de la cellule 

utilisée. Ceci montre qu'une certaine spécificité est impliquée 

dans ce phénomène. 

Ces dernières années, de nombreuses études ont montré que 

ces interactions spécifiques étaient dues à des composants de 

surface membranaire des cellules hôtes et des parasites. 

Par exemple, quand les fibroblastes sont soumis à une 

oxydation periodique, une digestion trypsique, ou exposés à 

différentes substances chimiques destabilisant le cytosquelette 

cellulaire, ainsi qu'à des traitements avec des lectines, 

l'attachement et la pénétration des trypomastigotes sont 

fortement affectés (Henriquez, 1981). Il a été aussi montré que 

le mannose ou la N acétylglucosamine altéraient les interactions 

hôte-parasite. (phénomènes observés aussi chez plasmodium). 

Toutes ces observations suggèrent la présence, à la surface 

des parasites matures, de protéines spécifiques apparentées aux 



figure 3 :  schéma de l a  f i b r o n e c t i n e .  



l e c t i n e s ,  q u i  f a v o r i s e n t  l ' a d h é s i o n  aux f i b r o b l a s t e s ,  

probablement par l e  b i a i s  d ' i n t e r a c t i o n s  avec l e s  glycoprotéines 

des c e l l u l e s  hôtes (Boschetti ,  1987).  

4 .  2- La f ibronect ine  

Des recherches s e  sont développées dans l ' é t u d e  du r ô l e  que 

pouvai t  jouer l a  f i b r o n e c t i n e  dans ces  i n t e r a c t i o n s  hôte- 

p a r a s i t e .  

La f i b r o n e c t i n e  e s t  une g l y c o p r o t é i n e  de haut  poids 

moléculaire  composée de 2 sous u n i t é s  de 2 2 0  kDa. E l l e s  sont 

r e l i é e s  en t re  e l l e s  par 2 ponts d i s u l f u r e s  s i t u é s  à l ' ex t rémi té  

C-terminale de ces  chaînes (Figure 3 ) .  E l l e  e s t  présente dans l e  

sang, dans l a  ma t r i ce  e x t r a - c e l l u l a i r e  e t  à l a  s u r f a c e  de 

nombreuses c e l l u l e s  (macrophages, f i b r o b l a s t e s ,  . . . ) . La 

f ib ronec t ine  ou s e s  fragments de c l ivage  jouent un r ô l e  dans 

l ' express ion  de p l u s i e u r s  fonct ions  c e l l u l a i r e s .  Parmi tou tes  

ces  fonc t ions  mettant  en jeu l a  f i b r o n e c t i n e ,  nous trouvons 

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

d i f f é renc ia t ion  c e l l u l a i r e ,  l 'hémostase, e t c .  

Des études ont montré q u ' i l  e x i s t a i t  des i n t é r a c t i o n s  en t re  

l a  f ibronect ine  e t  c e r t a i n e s  formes de p a r a s i t e s  t e l l e s  que l e  

trypomastigote de Trypanosoma cruzi  (Ouaissi ,  1984) e t  ce r t a ines  

e spèces  de le i shmanies  (Wyler, 1 9 8 5 ) ,  a i n s i  qu ' avec  des 

b a c t é r i e s  s u s c e p t i b l e s  de co lon i se r  l a  sphère oro-pharyngée 

t e l l e s  que: S t r e p t o c o c c u s  pyogenes, S taphylococcus  au reus  

(Stanislawski,  1985) . 



Il a d'abord été mis en évidence que la fibronectine 

s'attachait à la forme trypomastigote (Ouaissi, 1984). Cette 

fixation est spécifique comme l'indique les tests d'inhibition 

utilisant plusieurs protéines analogues telles que 

thyroglobuline, ferritine, catalase, aldolase et serum albumine 

animale. 

De plus, cette fixation est un processus saturable. Une 

étude de Scatchard a évalué le nombre de recepteurs à 

fibronectine par trypomastigote à 6 ,104. 

D 'autres investigations ont montré que la f ibronectine 

favorisait le passage du trypomastigote dans les macrophages 

péritonéaux de rat et dans les fibroblastes (Ouaissi, 1985). 

Lorsque ces cellules sont traitées avec de la fibronectine 

humaine, lavées et exposées aux parasites à 37OC, une 

augmentation du nombre de trypomastigotes attachés ou 

internalisés est observée. Cette même expérience, effectuée à 

 OC, a montré une infestation 2 à 3 fois plus forte qu'à 37OC. 

Simultanément, d'autres équipes s'intéressaient à la 

détermination de la structure directement impliquée dans la 

fixation de la fibronectine aux cellules. 

L'utilisation d'anticorps monoclonaux qui inhibent 

l'adhérence des cellules à un support solide recouvert de 

fibronectine a permis d'isoler un fragment peptidique de 11,s 

kDa (Pierschbacher, 1984) contenant le site de fixation de la 

molécule de fibronectine aux recepteurs cellulaires. La séquence 

de ce domaine a été entièrement déterminée. Elle se situe dans 

la partie N-terminale de la molécule. 



figure 4 :  Prédict ion de l a  s t r u c t u r e  secondaire du 
fragment de 11,s kDa contenant l e  s i t e  
d'attachement c e l l u l a i r e  de l a  f ibronect ine .  
(Schéma d' apr8s Pierschbacher, 1984) 



A partir de peptides synthétiques dérivés de ce fragment, 

l'activité en relation avec l'attachement cellulaire a été 

localisée dans un segment de 30 acide aminés. 

De par son hydrophilie, et la formation possible d'un 

coude-P, la zone encadrée sur la figure 4 posséde une forte 

probabilité de former une boucle hydrophile à la surface de la 

molécule, donc capable d'interagir avec les surfaces 

cellulaires. 

De petits fragments ont été synthétisés et immobilisés sur 

une bille de Sepharose à l'extrémité d'une chaîne en C-6. Il est 

alors apparu que tous. les peptides contenant la séquence Arg- 

Gly-Asp-Ser permettaient l'adhérence des fibroblastes aux billes 

de sépharose qui portent ces mêmes séquences (Pierschbacher, 

1984) . 

Dans le système Trypanosoma cruzi, il a aussi été montré que 

la fixation de la fibronectine au trypomastigote était assurée 

par ce tétrapeptide représentant le site minimun d'attachement 

cellulaire. 

Trois peptides contenant la séquence Arg-Gly-Asp (RGD) sont 

capables d'interférer dans les phénomènes d'invasion des 

fibroblastes 3T3 par les formes trypomastigotes. L'inhibition de 

l'invasion de ces cellules est fonction de la dose de peptide 

utilisée. 

Cet effet inhibiteur, dû aux peptides, pouvait indiquer que 

la séquence RGD se fixait sur les recepteurs parasitaires à 

fibronectine, ainsi empêchant le trypomastigote de se fixer à la 



Peptides 
contenant RGD u 

Anticorps I 1 Anti-peptide RGD 1 

figure 5 : Représentation des i n t é r a c t i o n s  hôte-paras i te  
médiées par l a  f ibronect ine .  



surface cellulaire. Pour examiner cette possibilité, des études 

de compétitions ont été réalisées. 

Quand les trypomastigotes sont incubés avec des peptides 

contenant la séquence RGD, une inhibition de la fixation de 

fibronectine marquée à l'iode sur les parasites est observée. Ce 

phénomène est en relation avec la concentration de peptide 

utilisée. Des peptides différents d'un acide aminé par rapport à 

la séquence Arg-Gly-Asp-Ser ainsi que des peptides sans relation 

ne montrent aucun effet sur la fixation de la fibronectine 

marquée sur les parasites. 

De toute cette série d'expériences, il ressort que la 

fibronectine joue le rôle d'un pont entre le parasite et la 

cellule hôte. 

Nous pouvons donc représenter les interactions hôte-parasite 

par la figure 5. 

4. 3- Les protéines de surface du trv~omastiuote 

Les trypomastigotes étant les seuls à parvenir à pénétrer 

dans les cellules hôtes, des études comparatives sur la 

composition des protéines majeures de surface des différentes 

formes (épimastigote, amastigote, trypomastigote ) ont été 

réalisées afin de déterminer celles qui étaient spécifiques de 

la forme invasive et analyser le rôle qu'elles pouvaient jouer 

dans l'infestation. 

Les antigènes étudiés sont les antigènes de surface, c'est à 

dire ceux qui seront en contact avec les cellules hôtes. 



L'étude de ces protéines a pu être réalisée par différentes 

méthodes reposant sur leurs propriétés propres (masse 

moléculaire, point isoélectrique), ou mettant à profit des 

phénomènes d'affinité après marquage à la biotine ou des 

techniques immunologiques. 

L'électrophorèse unidimensionnelle, bien qu'elle soit une 

méthode très utile, ne permet pas de faire la discrimination 

entre plusieurs protéines de poids moléculaires identiques. Pour 

cette raison, M. W. Andrews et col1 (Andrews, 1984). ont eu 

recours à l'électrophorèse en deux dimensions. Cette technique 

permet de séparer les protéines en fonction de leur masse 

moléculaire et leur point isoélectrique. La technique 

d'électrophorèse, lorsqu'elle est couplée à des méthodes 

d'immunoprécipitation a permis d'identifier les protéines de 

surface spécifiques de la forme trypomastigote de T. cruzi. 

La forme trypomastigote présente plusieurs protéines de 

surface pouvant être marquées à l'iode 131: protéine 1 (90 kDa, 

pI 5,5-6,5), 2 (80 kDa, pI 5,3-6,3), 3 ( 85 kDa, pI 5,5), 4 (85 

kDa, pI 5), 5 (85 kDa, pI 6,3-7,5), 6 (100 kDa, pI 6,5), 7 (120 

kDa, pI 6 , 3 ) ,  8 (68 kDa, pI 6,7) . 
Grâce à ces techniques, il a été montré que les protéines 1 

et 2 étaient communes aux formes infectieuses (trypomastigotes) 

et non-infectieuses (épimastigotes), les autres étant 

spécifiques de la forme infectieuse. 

De plus, la plupart de ces protéines, exception faite des 

protéines 3, 4, et 8, sont détruites par traitement à la 

trypsine. Il est à noter qu'un tel traitement réduit la capacité 

d'infecter des cellules en culture par le parasite à 90%. 
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f igure 6 : séquence  p a r t i e l l e  de l a  85  kDa. 
(Schéma d i  a p r è s  P e t e r s o n ,  1986) 



Peterson e t  c o l l  (Peterson, 1986) ont i s o l é  en u t i l i s a n t  l e s  

i n t é r a c t i o n s  avidine-biot ine des p ro té ines  majeures de surface 

du trypomastigote.  Après marquage de l a  surface du p a r a s i t e  avec 

de l a  b i o t i n e ,  l e s  p r o t é i n e s  b i o t i n y l é e s  sont  i s o l é e s  par  

passage sur  une colonne d ' a f f i n i t é  à avidine.  

Ainsi deux pro té ines  majeures ont é t é  mises en évidence. I l  

s ' a g i t  de g lycoproté ines  de 85 e t  90  kDa. Des expériences 

u t i l i s a n t  des an t i co rps  n e u t r a l i s a n t  indiquent que c e l l e  de 85 

kDa semble ê t r e  impliquée dans l e s  mécanismes de pénét ra t ion  du 

p a r a s i t e  dans l a  c e l l u l e .  

Une p a r t i e  de l a  séquence de c e t t e  g lycoproté ine  a  é t é  

dédu i t e  du fragment de DNA codant pour sa  synthèse.  I l  e s t  

apparu qu'un nonapeptide y  é t a i t  répété  5 f o i s  ( f igure  6 ) .  

Après avoir  montré l e  rô le  que l a  f ibronect ine  pouvait jouer 

dans l e s  phénomènes d ' invasion du p a r a s i t e  sur  des c e l l u l e s  en 

c u l t u r e ,  A .  Ouaissi  e t  c o l l  (Ouaissi ,  1986) ont i d e n t i f i é  e t  

i s o l é  une pro té ine  de surface supposée ê t r e  l e  recepteur pour l a  

f ibronect ine . 
Cette  pro té ine  de sur face  a  é t é  i d e n t i f i é e  en u t i l i s a n t  l a  

technique  d ' immunopréc ip i ta t ion .  Les p r o t é i n e s  de s u r f a c e  

marquées son t  incubées avec de l a  f i b r o n e c t i n e  p u i s  des 

ant icorps  ant i - f ibronect ine  e t  protéine A-Sepharose. 

Le p r é c i p i t é  ana lysé  en é lec t rophorèse  montre une bande 

majeure s i t u é e  à 85 kDa. Cette pro té ine  correspond au recepteur 

pour l a  f ibronect ine .  

Le recepteur  pour l a  f ib ronec t ine  a i n s i  que l e s  an t i co rps  

d i r i g é s  cont re  ce recepteur  excercent un e f f e t  i n h i b i t e u r  sur  

l ' i n f e c t i o n  des f ib rob las te s  par l e  p a r a s i t e  i n  v i t r o .  
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parasite Anti-peptide RGD 

figure 7 : Représentation des intéractions hôte- 
parasite. Nouvelles stratégies envisageables. 



A partir de la définition submoléculaire du phénomène 

d'adhésion, il est possible de concevoir l'utilisation de 

peptides synthétiques dans le cadre de nouvelles stratégies de 

lutte contre le parasite (figure 7). 

En effet, nous connaissons maintenant par quels biais le 

parasite adhère aux cellules hôtes (la fibronectine via son site 

minimum d'attachement cellulaire qui se fixe sur une protéine de 

surface de la forme trypomastigote) . De plus, nous connaissons 
cette protéine parasitaire impliquée dans les phénomènes 

d'attachement et de pénétration du parasite dans les cellules. 

- La recherche d'analogue du tétrapeptide Arg-Gly-Asp-Ser 

pourrait permettre la détermination d'une ou plusieurs 

structures spécifiques du recepteur parasitaire à fibronectine 

n'interférant pas avec les fonctions normales de la fibronectine 

ou avec ses recepteurs cellulaires. 

- Ces séquences pourraient ensuite être utilisées comme 

porteur dans le cadre d'un ciblage spécifique du parasite par 

une drogue. 

- Enfin, des peptides représentant des fragments de protéine 

de surface du trypomastigote pourraient être utilisés comme 

immunogènes dans le cadre d'une stratégie vaccinale. 



Résine 1 ;/-Cr -NH -Bot 

1 D é p r o t e c t i o n  
N e u t r a l i s a t i o n  

Rés ine 

O R I  

1 Couplage 

Rés ine  C-CH-NH -C -CH -NH -Boc 
II I 

figure 8 : P r i n c i p e  d e  l a  s y n t h è s e  p e p t i d i q u e  e n  phase 
s o l i d e .  



B- LA SYNTHESE PEPTIDIQUE EN PHASE SOLIDE 

1- INTRODUCTION 

Les différents peptides ont été synthétisés par la méthode 

en phase solide développée par Merrifield (Merrifield, 1963). 

Le principe de la synthèse peptidique en phase solide est 

d'ancrer l'acide aminé C-terminal par sa fonction carboxylique 

sur un support insoluble et d'ajouter un acide aminé à la fois, 

de manière récurrente, en progressant de l'extrémité C-terminale 

vers l'extrémité N-terminale.(figure 8). 

Cette technique présente les avantages de limiter les 

méthodes de purification intermédiaires à quelques opérations de 

lavage et de filtration, suffisantes pour éliminer les excès de 

réactifs et les sous-produits de réaction. De plus, la synthèse 

présente des rendements élevés puisqu'elle se déroule dans un 

seul réacteur. Se présentant comme une répétition de cycles, 

elle peut être aisément automatisée. 

Nous avons utilisé la stratégie de synthèse peptidique en 

phase solide selon le schéma Boc/TFA. Les acides aminés étant 

des molécules plurifonctionnelles, il faut donc protéger les 

fonctions que nous voulons non réactives à certains moments de 

la synthèse. 

Les chaînes latérales seront protégées de façon permanente 

et libérées en fin de synthèse (le choix de ces groupements 

protecteurs sera discuté lors de la description des synthèses). 

La fonction a carboxylique sera toujours libre afin de 

pouvoir être activée et couplée sur la fonction a aminée de 

l'acide aminé précédent déjà fixé sur la résine. 



1 Ancrage du premier ac ide -  

4 amin' par une l i a i s o n  e s t e r  

Boc-NH &HR--CO -0 - Polymbre 
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Ancraqe du premier ac ide -  
amine par  une l i a i s o n  amide 

figure 9 : D i f f é r e n t e s  r é s i n e s  u t i l i s é e s  e n  s y n t h è s e  
p e p t i d i q u e  e n  phase  s o l i d e .  



S e u l e  l a  f o n c t i o n  a amine  d e  l ' a c i d e  aminé  sera p r o t é g é e  

t e m p o r a i r e m e n t .  En e f f e t ,  l o r s  d e  l ' a c t i v a t i o n  d ' u n  a c i d e  aminé 

e n  vue d e  son  coup lage ,  il f a u t  que  s a  f o n c t i o n  a amine s o i t  non 

r é a c t i v e .  Une f o i s  l e  c o u p l a g e  r é a l i s é ,  il f a u d r a  l a  d é p r o t é g e r  

p o u r  p o u v o i r  p o u r s u i v r e  l ' é l o n g a t i o n  de l a  c h a î n e  p e p t i d i q u e .  La 

p r o t e c t i o n  t e m p o r a i r e  que  nous  avons  u t i l i s é e  es t  un groupement 

de t y p e  u r é t h a n e ,  l e  t e r t i o b u t y l o x y c a r b o n y l e  (Boc)  ( C a r p i n o ,  

1 9 5 7 )  q u i  e s t  c l i v é  de f a ç o n  s é l e c t i v e  p a r  l ' a c i d e  

t r i f l u o r o a c é t i q u e .  Après  n e u t r a l i s a t i o n  p a r  une  amine t e r t i a i r e  

comme l a  d i i s o p r o p y l é t h y l a m i n e  ( D I E A ) ,  c e t t e  f o n c t i o n  se t r o u v e  

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

c a r b o x y l i q u e  de l ' a c i d e  aminé s u i v a n t .  

2- LES SUPPORTS SOLIDES ( f i g u r e  9) 

L e s  p e p t i d e s  o n t  é t é  a n c r é s  s u r  une r é s i n e  de p o l y s t y r è n e  

r é t i c u l é e  p a r  1% d e  d i v i n y l b e n z è n e .  C e  d e g r é  de r é t i c u l a t i o n  

p e r m e t  d ' a s s u r e r  un  bon g o n f l e m e n t  d e  l a  r é s i n e  t o u t  en  l u i  

c o n f é r a n t  une  r é s i s t a n c e  mécanique s u f f i s a n t e .  Ces copolymères  

e t  l e s  p o l y a c r y l a m i d e s  s o n t  les  s u p p o r t s  i n s o l u b l e s  l es  p l u s  

f réquement  employés .  

La f o n c t i o n n a l i s a t i o n  d e  l a  r é s i n e ,  p e r m e t t a n t  l ' a n c r a g e  du  

p r e m i e r  a c i d e  aminé s u r  ce l le-c i ,  d o i t  ê t r e  r é a l i s é e  p a r  une 

l i a i s o n  s t a b l e  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  u s u e l l e s  d e  c l i v a g e  d e s  

g r o u p e s  p r o t e c t e u r s  t e m p o r a i r e s  e n  c o u r s  d e  s y n t h è s e  e t  c l i v a b l e  

e n  f i n  de s y n t h è s e  p o u r  l ibérer  l e  p e p t i d e  de son  s u p p o r t .  

L e s  r é s i n e s  c h l o r o m é t h y l é e s  p e r m e t t e n t  l a  f i x a t i o n  de 

l ' a c i d e  aminé  p a r  une  l i a i s o n  es ter  b e n z y l i q u e ,  r é a l i s é e  p a r  



s u b s t i t u t i o n  nucléophi le  b imolécu la i re  (SN2) du ch lo re  par 

l ' a c i d e  carboxylique amené sous forme de son s e l  de césium 

(Gisin,  1973) . 
Cependant, ce type de r é s i n e  ne convient  que pour l a  

synthèse de p e t i t s  pep t ides  ( j u s q u ' à  une v ing ta ine  d ' ac ides  

aminés).  En e f f e t ,  un c l ivage de 1 % de l a  l i a i s o n  d'ancrage e s t  

observé à chaque acidolyse (par  l ' a c i d e  t r i f luoroacé t ique  à 50 % 

d a n s  l e  c h l o r u r e  d e  m é t h y l è n e )  du g roupement  

tert iobutyloxycarbonyle protégeant l a  fonction aaminée. La perte  

devient dès l o r s  un fac teur  l imi tant  pour de longues synthèses. 

Une augmentation de l a  s t a b i l i t é  à l ' a c i d o l y s e  des e s t e r s  

benzyl iques s u b s t i t u é s  peut  ê t r e  obtenue pa r  i n s e r t i o n  d'un 

groupe phénylacétamidométhyle ( "PAM") en t re  l e  méthylène e t  l e  

noyau phényle de l ' e s t e r  benzylique (Mitchell ,  1978) . De t e l l e s  

r é s i n e s  peuvent ê t r e  u t i l i s é e s  sans problème pour de longues 

syn thèses  e t  son t  d ' a i l l e u r s  d 'usage  couran t  en synthèse 

automatique. 

Les r é s i n e s  benzhydrylamines ( P i e t t a  e t  a l . ,  1 9 7 4 )  ont é t é  

également u t i l i s é e s  l o r s  de ce t r a v a i l .  Le premier acide aminé, 

dont l a  fonc t ion  carboxyle a  é t é  a c t i v é e ,  y  e s t  ancré par 

acy la t ion .  Cet te  l i a i s o n  amide, bien s t a b l e  dans l e s  conditions 

de dépro tec t ion  du te r t iobuty loxycarbonyle  (Boc) par  l ' a c i d e  

t r i f l u o r o a c é t i q u e ,  e s t  c l i v é e  en f i n  de synthèse par t ra i tement  

au f luoru re  d'hydrogène ( H F )  e t  l e  peptide e s t  l i b é r é  sous forme 

d'amide. Cependant, dans c e  cas ,  de f a i b l e s  rendements de 

coupure peuvent ê t r e  observés dans des condi t ions  normales de 

coupure (1 heure à o0C)  . 



3- LA SYNTHESE E N  SACHETS 

Dans l e  cadre de ces études,  nous avons dû i n t r o d u i r e  de 

nouvel les~techniques  dans l e  l abora to i re .  

Pour l ' o b t e n t i o n  de pep t ides ,  l a  méthode de synthèse en 

phase s o l i d e  comparativement à l a  synthèse en phase homogène 

permet un ga in  de temps cons idérable .  Ce procédé u t i l i s e  un 

r é s e r v o i r  unique contenant un support  s o l i d e  i n s o l u b l e  s u r  

l e q u e l  e s t  g r e f f é  de façon c o v a l e n t e ,  p a r  s a  f o n c t i o n  

carboxylique, l ' a c i d e  aminé C-terminal du peptide d é s i r é .  Toutes 

l e s  é t apes  de couplage, dépro tec t ion  e t  n e u t r a l i s a t i o n  sont 

r é a l i s é e s  dans ce r éac teur .  Bien que t o u t e s  l e s  é t apes  so ient  

ident iques,  exception f a i t e  de l a  réac t ion  de couplage, seul  un 

peptide à l a  f o i s  peut ê t r e  produi t .  

Devant 1 'augmentation de l a  demande en pept ides  e t  sur tout  

en analogues peptidiques,  de nombreux auteurs  se  sont in té ressés  

à de nouvelles techniques a f i n  de l e s  obteni r  facilement e t  plus 

rapidement. 

Dans l e  cadre  de l ' é t u d e  des  i n t e r a c t i o n s  an t igène-  

an t icorps ,  dans un e s s a i  de type E L I S A ,  Geysen (Geysen, 1 9 8 4 )  a  

mis au point  une technique de synthèse permettant d ' o b t e n i r  l e  

pept ide  ( an t igène)  directement f i x é  s u r  l e  support s o l i d e  e t  

p r ê t  à c a p t e r  l ' a n t i c o r p s .  Bien que c e t t e  méthode s e  s o i t  

montrée u t i l e ,  e l l e  r e s t e  néanmoins s u j e t t e  à p l u s i e u r s  

r e s t r i c t i o n s  : 

- l a  q u a n t i t é  de p e p t i d e  r e s t e  l i m i t é e  à quelques  

microgrammes. 

-ces pept ides  ne peuvent pas ê t r e  l i b é r é s  de l eu r  support .  



-les peptides ainsi obtenus ne sont pas de qualité 

constante. 

-d'importantes variations de fixation de l'anticorps sur des 

peptides contrôles identiques restent inexpliquées. 

-de plus cette méthode ne permet pas de faire varier la 

concentration d'antigène à la surface du support solide. 

D'autres méthodes sont également en cours de développement, 

telle que la synthèse multiple de peptides sur papier de 

cellulose comme support solide (Eichler, 1988) . 

La méthode que nous avons employée dans ce travail a été 

décrite par R.A. Houghten (Houghten, 1985) . La particularité du 
procédé consiste à séparer les résines destinées pour chaque 

peptide dans des sachets marqués, "Tea bags", perméables aux 

solvants et solutés. Chaque sachet pourra alors subir soit une 

opération individuelle, soit être traité en même temps que les 

autres dans un réacteur commun. 

Les sachets ont été réalisés à partir d'un tissu en 

polypropylène permettant sa fermeture à l'aide de soudures 

étanches, de trame suffisamment serrée afin de ne pas perdre de 

résine durant la synthèse et résistant aux solvants employés. 

Avant de commencer toute synthèse, nous avons étudié 

l'efficacité des lavages de la résine lorsqu'elle se trouvait à 

l'intérieur du sachet. Pour visualiser ce phénomène, nous avons 

étudié la libération du picrate de diisopropyléthylamine 

(picrate de DIEA) par lavage avec une solution à 5% de 
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Figure 10: Cinétique d'élimination du 
picrate de DIEA. 



d i i s o p r o p y l é t h y l a m i n e  d a n s  l e  c h l o r u r e  de mé thy lène  d ' u n e  r é s i n e  

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

amine e t  p r é a l a b l e m e n t  t r a i t é  p a r  une s o l u t i o n  d ' a c i d e  p i c r i q u e  

0 , l  N d a n s  l a  c h l o r u r e  de mé thy lène .  A chaque  c y c l e  d e  l a v a g e  l a  

d e n s i t é  o p t i q u e  de l a  s o l u t i o n  r é c u p é r é e  (volume c o n s t a n t )  e s t  

m e s u r é e  à 358 nm. S u r  l e  g r a p h e ,  n o u s  a v o n s  r e p r é s e n t é  l e s  

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

a v o n s  c o n s t a t é  une  e x c e l l e n t e  e f f i c a c i t é  des p r e m i e r s  l a v a g e s  

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

d e r n i e r s  ( f i g u r e  1 0 ) .  En f a i s a n t  s u b i r  un t r a i t e m e n t  i d e n t i q u e  à 

un s a c h e t  v i d e ,  nous  a v o n s  mon t r é  e n  f a i t  q u ' i l  s ' a g i s s a i t  d e  

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

P a r  c o n t r e ,  une  a g i t a t i o n  v i g o u r e u s e  a v e c  un a g i t a t e u r  

o s c i l l a n t  ( B U R E L L ) ,  m a i n t e n u e  e n  c o n t i n u  l o r s  du s o u t i r a g e  ou  

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

l ' e f f i c a c i t é  des l a v a g e s  des r é s i n e s .  Nous a v o n s  c h o i s i  de 

p r o l o n g e r  l es  é t a p e s  d e  l a v a g e s  à 5 m i n u t e s .  

4- FORMATION DE LA LIAISON PEPTIDIQUE 

Au c o u r s  d e  ce t r a v a i l ,  nous  avons  e u  r e c o u r s  à p l u s i e u r s  

méthodes  d '  a c t i v a t i o n  d e  l a  f o n c t i o n  c a r b o x y l i q u e  du r é s i d u  Boc- 

a c i d e  aminé p o u r  r é a l i s e r  l es  c o u p l a g e s .  

4 .  1- A c t i v a t i o n  Dar l es  c a r b o d i i m l d e s  . .  0 ( f i g u r e  11) 

La t e c h n i q u e  l a  p l u s  u s u e l l e  e n  s y n t h è s e  p e p t i d i q u e  e s t  

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

é t a n t  l a  dicyclohéxylcarbodiimide ( D C C )  ( S h e e h a n ,  1 9 5 5 )  . 



O 
II 

O - N n - c - N H - 0  

D C U  

O O 
I I  II 

R-C-OH R - C  

I 
O 

t 
Il 

C O R -C O 

0 - N = C = N - 0  O-N-C-NH-<~, 1 O ~ - C - , ~  

DCC O-acyl i s o u r é e  
" O 

N-acy lu rée  

figure 11: Mécanismes d'activation par les 
carbodiimides. 

R/' 

O 
II 

R-C 

'O 

Il 

H 2 N - R ,  \ 
O 
II 

R - C - 0 - 0 1  

E s t e r  activée dlHOBt 
(+  DCU) 

O 
R-c' \ / 

Anhydride symét r ique  
( +DCU) R-C-NH-A' 



L'activation résulte de l'addition du carboxyle sur la double 

liaison de la carbodiimide amenant à une O-acylisourée. La 

réaction de couplage par attaque du doublet de l'a amine peut 

cependant être concurrencée par un réarrangement de la O- 

acylisourée réactive en N-acylurée non réactive. 

Afin de limiter cette formation de N-acylurée, une autre 

technique consiste à ajouter dans le milieu réactionnel de 

l'hydroxybenzotriazole (HOBt) qui permettra la formation d'un 

ester activé d'hybroxybenzotriazole, lui-même réactif (Konig, 

1970) . La formation de cet ester activé d'hybroxybenzotriazole 
est obtenue lorsque l'on met en contact le résidu Boc-acide 

aminé, la DCC et 1'HOBt en proportions équimoléculaires. 

Un autre procédé consiste à mettre en contact deux 

équivalents de Boc-acide aminé et un équivalent de DCC. Dans ce 

cas, l'O-acylisourée préalablement formée réagira avec l'excès 

de Boc-acide aminé pour former un anhydride symétrique qui sera 

capable de réagir avec la fonction a amine. 

Dans le cadre de la synthèse des analogues du Arg-Gly-Asp- 

Ser, nous avons préféré utiliser la méthode de l'ester activé 

d'HOBt contrairement à Houghten qui employait la méthode aux 

anhydrides symétriques. En effet, nous avons considéré que la 

diffusion de l'espèce activée au sein de la résine lors des 

couplages sur les résines en sachets ne devait pas être aussi 

rapide que dans le cas ou celles-ci se trouvent directement dans 

le réacteur. Nous avons donc décidé d'augmenter les temps de 

couplage dans le but d'optimiser les rendements de couplage. Or, 

la faible demi-vie des anhydrides symétriques ne permet pas des 

temps de couplage importants (St Pierre, 1979). Par contre, 



l'ester activé d'hybroxybenzotriazole formant une molécule plus 

stable, nous avons supposé que les rendements de couplage 

pouvaient alors se trouver ainsi augmentés. 

De plus, cette méthode d'activation permet une consommation 

deux fois moins importante de Boc-acide aminé. 

4. 2- Le BOP 

~'hexafluorophosphate de benzotriazolyl N-oxytrisdiméthyl- 

amino-phosphonium (figure 12 ' ) , mieux connu sous le nom de BOP 
ou réactif de Castro, semble particulièrement indiqué comme 

réactif de couplage en synthèse peptidique. 

Préparé pour la première fois par Bertrand Castro (Castro et 

al, 1975) par réaction de la trisdiméthylaminophosphine avec 

l'hydroxybenzotriazole en présence de tétrachlorure de carbone 

et réaction subséquente avec l'hexafluorophosphate de potassium, 

il a été principalement utilisé en synthèse en phase homogène à 

ses débuts et progressivement étendu à la synthèse en phase 

solide. 

Ce sel stable, non hygroscopique, est soluble dans la 

plupart des solvants utilisés lors des synthèses 

(dichlorométhane, diméthylformamide, . . .  ) . 

Mécanisme de réaction (Hudson, 1988; Le Nguyen et al, 1987) 

(figure 12) 

La quantité de BOP mise en jeu par rapport à celle du 

partenaire carboxylique semble être importante pour 

l'orientation de la réaction. L'activation du carbone de la 



Figure 12' : Formule du BOP 
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figure 12 : Mécanismes d'activation par le "BOP". 



fonction carboxylique est réalisée par passage par un 

intermédiaire acyloxyphosphonium. Avec 0,5 équivalent de BOP par 

rapport au carboxylate, cet intermédiaire hautement réactif 

réagit rapidement avec le carboxylate pour former un anhydride 

symétrique. Avec 1 équivalent de BOP, une seconde phase 

d'activation, relativement lente, se produit par réaction de 

1'hydroxybenzotriazole ionisé libéré dans le milieu avec 

l'anhydride pour former un ester activé d'hydroxybenzotriazole 

qui va subir lui l'attaque nucléophile du partenaire aminé. 

Si de l'hydroxybenzotriazole est a jouté au départ au milieu, 

celui-ci entre en compétition avec le carboxylate dans la 

réaction d'attaque du dérivé acyloxyphosphonium et un mélange 

d'anhydride et d'ester activé est donc obtenu . Quand il y a une 
quantité de base suffisante pour ioniser 50 % de 

l'hydroxybenzotriazole ajouté au milieu, la deuxième voie menant 

à l'ester activé est préférée et donne par ailleurs les 

meilleurs résultats quant à l'efficacité du couplage. 

Le fait d'avoir impérativement à travailler avec 1 'acide 

aminé sous forme carboxylate évite de déplacer préalablement les 

Boc-acides aminés cristallisés ou précipités sous forme de sel 

de dicyclohéxylamine, et évite l'introduction de 

diisopropyléthylamine pendant le couplage. 

5- CLIVAGE DE LA LIAISON PEPTIDE RESINE 

Une fois la synthèse terminée, le peptide est simultanément 

libéré de la résine et déprotégé de ses groupes protecteurs le 

plus souvent au moyen d'un acide fort. Dans notre étude, nous 
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avons u t i l i s é  l e  f luoru re  d'hydrogène anhydre, i n t r o d u i t  par  

Sakakibara (1965) . 
Dans l e s  conditions usuel les ,  nous avons t r a v a i l l é  avec une 

concent r .a t ion  é l e v é e  en f l u o r u r e  d 'hydrogène, "High H F " .  

L 'acidolyse qui en r é s u l t e  se  f a i t  par  un mécanisme réac t ionnel  

de type S N I  donc générateur de carbocations ( f i g u r e  1 3 ) .  De ce 

f a i t ,  l o r s  du t ra i tement  des pept idyl - rés ines  par l e  f luoru re  

d'hydrogène, on a jou te  dans l e  milieu réact ionnel  du para-crésol 

qui  joue l e  r ô l e  de piège à carbocations.  

Au cours  de ce t r a v a i l ,  nous avions à l i b é r e r  de l e u r  

support de nombreux pept ides .  Le maté r i e l  que nous possédions à 

l ' o r i g i n e  nous pe rmet t a i t  de r é a l i s e r  qu'un t r a i t ement  à l a  

f o i s .  Procéder a i n s i  a u r a i t  é t é  long e t  f a s t id ieux .  

Nous avons donc conçu e t  f a i t  r é a l i s e r  un système multiposte 

permettant l a  coupure simultanée de 6 pept idyl - rés ines  ( f igure  

1 4 )  . En procédant de c e t t e  façon il é t a i t  a l o r s  p o s s i b l e  de 

séparer  de l e u r  r é s ine  1 2  pept ides  par  jour ce qui  r ep résen ta i t  

un gain de temps considérable.  

6- P U R I F I C A T I O N S  ET CONTROLES 

Après c l ivage  des pept ides  de l a  r é s i n e  par  l e  f luoru re  

d'hydrogène, ceux-ci peuvent contenir  des impuretés à c l a s s e r  en 

deux grands groupes : 

- des d é r i v é s  a l k y l é s  générés  p a r  l e s  p i è g e s  à 

ca rboca t ions  u t i l i s é s  l o r s  de l a  coupure p a r  l e  f l u o r u r e  

d'hydrogène. 



figure 1 4 :  A p p a r e i l  de coupure  H F  m u l t i p o s t e  . 



- des peptides ne correspondant pas au peptide désiré 

(réactions secondaires lors de la synthèse ou de la coupure par 

le fluorure d'hydrogène) . 
Ces peptides peuvent alors être séparés de leurs 

contaminants par des techniques comme la gel-filtration, la 

chromatographie liquide haute performance en phase inverse (HPLC 

phase inverse) et éventuellement par chromatographie d'échange 

d'ionique. 

Les peptides sont alors contrôlés quant à leur pureté et 

caractérisés par chromatographie sur couche mince, HPLC phase 

inverse et spectrométrie de masse. 

6. 1- Filtration sur ael 

La gel filtration ou chromatographie d'exclusion est une 

technique de séparation des molécules en fonction de leur poids 

moléculaire. Les molécules les plus grosses sont totalement 

exclues du gel et sont éluées en premier lieu tandis que les 

plus petites pénètrent à l'intérieur du gel et sortent avec un 

certain retard: l'élution se fait donc dans l'ordre décroissant 

des masses moléculaires. 

Les caractéristiques des gels utilisés sont fonctions non 

seulement du poids moléculaire du peptide à purifier mais aussi 

de sa solubilité dans un éluant compatible avec le gel. Nous 

avons utilisé des gels de Dextran Sephadex G (Pharmacia), 

Polyacrylamide Biogel P (Biorad) ou encore TSK HW 40 S (Merck) . 
A condition d'utiliser des gels très fins (C 400 mesh) et 

des débits optimisés, il est possible d'obtenir par filtration 

sur gel des produits dont la pureté est suffisante dans 



l'optique de l'immunisation d'animaux de laboratoire. La gel 

filtration est généralement complétée par d'autres techniques 

plus fines. 

6. 2- Chromatoaraphie liauide a haute performance en 

phase inverse 

La chromatographie liquide à haute performance en phase 

inverse (HPLC phase inverse) est très utilisée tant pour 

l'analyse que pour la purification des peptides. Ce type de 

chromatographie, basée sur l'adsorption, permet de séparer les 

molécules en fonction de leur polarité. 

Les gels utilisés dans cette technique sont des gels de 

silice dont les fonctions silanoles sont greffées par des 

chaînes carbonées en C 18, C 8 ou C 4. 

L'élution est effectuée le plus souvent par un gradient 

d'acétonitrile à partir de solution d'acide trifluoroacétique à 

1/1000 dans l'eau et acétonitrile/eau/acide trifluoroacétique 

( 600/400/1) 

Les peptides sont dans ce cas élués selon un ordre de 

polarité décroissant. 

6.3- Controles A 

Les peptides obtenus après clivage par le fluorure 

d'hydrogène et purification sont contrôlés par: 

-chromatographie couche mince sur silice. 



-chromatographie liquide haute performance phase inverse 

(HPLC phase inverse) en système gradient acétonitrile/eau/tampon 

phosphate pH 2,5 ou TFA 1/1000 

6. 3. 1- Analyse d'acides aminés après hydrolyse 

acide totale. 

L'identité de ces peptides est confirmée par analyse dl 

acides aminés après hydrolyse acide totale. 

L'hydrolyse acide totale des peptides ou protéines se fait 

classiquement par traitement de 24 heures dans l'acide 

chlorhydrique 6 N en présence de quelques gouttes de phénol sous 

vide à llO°C. 

En raison du grand nombre d'hydrolyses à effectuer avec les 

séries analogues d& Arg-Gly-Asp-Ser, nous avons adapté une 

méthode décrite par Meltzer (Meltzer, 1987) permettant 

d'hydrolyser les peptides dans un même récipient (un 

dessiccateur hermétiquement clos). Les échantillons seront dans 

ce cas en contact avec les vapeurs d'acide chlorhydrique et 

d'acide thioglycolique sous vide à llO°C pendant 24 heures. Par 

cette méthode, l'hydrolyse est quantitative. Elle présente 

l'avantage de limiter toutes contaminations pouvant provenir des 

solutions d'acides. 

Cette méthode nous a également permis de réaliser un dosage 

quantitatif de chaque solution de peptide à analyser. 



6. 3. 2- Spectrométrie de masse FAB 

La spectrométrie de masse nous a permis de confirmer 

l'identité des peptides synthétisés mais également la nature des 

impuretés inhérentes aux réactions secondaires. 

En raison du caractère amphotère des peptides et de leur 

faible volatilité, la caractérisation de ceux-ci par 

spectrométrie de masse nécessitait, jusqu'il y a quelques temps, 

leur transformation chimique. Une méthode plus récente, le "FAB" 

("Fast Atom Bornbardment") , n' implique que l'adsorption de 

l'échantillon sur une matrice solide (glycérol ou thioglycérol). 

L'originalité de l'équipement consiste en l'introduction d'un 

canon d'ions dans la chambre d'ionisation: le bombardement 

électronique d'atomes d'argon (ou de xénon) fournit des ions Ar+ 

qui, accélérés, sont retransformés en atomes d'une énergie 

équivalente par échange de charges dans le flux d'argon gazeux. 

Ils provoquent l'expulsion hors de la matrice de la molécule 

généralement intacte qui est ensuite ionisée en ions (M+H)+ 

(spectre de masse d'ions positifs) ou (M-H)- (spectre de masse 

d'ions négatifs). Ce sont ces ions de molécule intacte, que nous 

appelons ions moléculaires, qui nous intéressent dans le cadre 

de la caractérisation de nos produits. Le mécanisme de formation 

de ces ions, facilité par la nature de la matrice (acidification 

par TFA à cet effet), est complexe. Les ions ainsi produits sont 

accélérés par un champ électrique avant d'entrer dans un champ 

magnétique qui a pour effet de leur imprimer une trajectoire 

circulaire dont le rayon dépend du rapport M/e des ions et de la 

force du champ magnétique. Le spectre de masse est donc un 

enregistrement électronique du signal produit par les ions dont 
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la charge M/e est telle qu'ils puissent passer au travers de la 

fente d'un détecteur (figure 15) . 
L'un des grands succés de cette technique réside dans le 

fait qu'elle permet d'accéder à la masse moléculaire de produits 

non volatiles sans qu'il y ait nécessité de les transformer 

chimiquement avant analyse. 

Cette technique permet, dans certain cas, d'obtenir des 

informations sur la séquence des structures peptidiques par 

1 'analyse des fragments obtenus. Ceci est d'autant plus 

intéressant qu'elle devient alors complémentaire à la 

microséquence de protéine et à l'analyse en acide aminé par 

exemple. 

De plus, des échantillons contenant 5 à 10 nanomoles sont 

suffisants pour des informations interprétables sur la séquence 

de peptides. 

Cette technique permet de déterminer si une fonction N- 

terminale est bloquée et de quelle manière, ou de déterminer la 

nature des acides aminés contenus dans une séquence grâce à 

l'observation des ions immoniums. Il est à noter que ces ions 

immoniums ne peuvent pas donner de renseignements quantitatifs 

sur la composition en acide aminé. 

Ces informations sur la séquence sont dues aux possibilités 

de fragmentation au niveau des trois liaisons du squelette 

peptidique tant du côté C que N-terminal. Dans la figure 16 sont 

représentées les différentes possibilités de coupure ainsi que 

la nomenclature alors utilisée. 



figure 16: Représentation des différentes 
possibilités de fragmentations en 
spectrométrie de masse FAB. 
(Schéma d'après Roepstorff, 1985) 

Le nombre d'atomes d'hydrogène ajoutés ou perdus par l'ion 

fragment, avec comme référence de masse la molécule sous sa 

forme non chargée, est. donné par le nombre d'apostrophe situé à 

la droite ou à la gauche de chaque lettre. 

Des études ont été menées afin de déterminer à quels 

endroits se faisait préférentiellement les fragmentations. 

D'après la bibliographie il semble qu'à l'heure actuelle il ne 

soit pas vraiment possible de faire des généralités. En effet, 

certains auteurs ont montré que les coupures se faisaient 

préférentiellement en C" et 2 "  (Williams, 1982), alors que 

d'autres ont observé des coupures en B et Y" principalement 

(Roepstorff, 1985), ou encore en A (Buko, 1983) . 
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A- RECHERCHE D'ANALOGUES DE ARG-GLY-ASP-SER SPECIFIQUES 

DU RECEPTEUR PARASITAIRE 

1- INTRODUCTION 

Il a été démontré qu'il était possible d'interférer sur la 

pénétration du trypomastigote dans la cellule hôte par l'emploi 

d'un peptide contenant la séquence Arg-Gly-Asp (appelée RGD en 

utilisant le code une lettre) (Ouaissi, 1986). Ce peptide se 

fixe sur le récepteur parasitaire pour la fibronectine et 

empêche ainsi l'adhésion du parasite sur les cellules. 

Dans l'optique d'intervenir sur les relations hôte-parasite, 

l'utilisation d'un tel peptide i n  v i v o  peut être remise en 

question en raison du rôle qu'il est susceptible d'avoir avec 

les récepteurs d'autres protéines biologiquement actives. Cette 

séquence se retrouve en fait dans un grand nombre de protéines: 

211 dans une recherche effectuée au laboratoire en Décembre 1987 

dans la banque de données National Biomedical Research 

Foundation. Bien que la plupart de ces séquences ne 

reconnaissent probablement pas les recepteurs cellulaires 

spécifiques de RGD: les "intégrines", il est bon de noter que le 

RGD figure dans le site de reconnaissance de plusieurs protéines 

d'adhésion de la matrice extra-cellulaire et des plaquettes. Ce 

sont des protéines telles que la fibronectine, vitronectine, le 

collagène de type 1, la thrombospondine et le facteur de von 

Willebrand. Leurs intéractions avec les cellules ont pu 

effectivement être inhibées par des peptides contenant la 

séquence RGD (Plow, 1985; Gartner, 1985; Hayman, 1985) . 



Chez Trypanosorna cruzi, l a  forme trypomastigote possède un 

récepteur  pour l a  f ib ronec t ine  (Ouaissi ,  1896) ne f a i s a n t  pas 

p a r t i e  de l a  f a m i l l e  des i n t é g r i n e s .  Ces i n t é g r i n e s  sont ,  en 

e f f e t ,  généralement const i tuées de 2 protéines ,  a e t  p, de 160  e t  

140 kDa respec t ivement ,  non r e l i é e s  de façon cova len te  

(Ruoslaht i ,  1987),  a l o r s  que l e  récepteur  p a r a s i t a i r e  n ' e s t  

cons t i tué  que d'une protéine de 85 kDa. 

Les récepteurs  c e l l u l a i r e  e t  p a r a s i t a i r e  de l a  f ibronect ine  

ne sont pas organisés  de l a  même façon: il e s t  donc permis de 

supposer que l eu r  s é l e c t i v i t é  ne s o i t  pas ident ique,  e t  dans ce 

contexte ,  q u ' i l  s o i t  poss ib le  d ' o b t e n i r  des analogues de l e u r  

l igand commun qui so ient  plus s é l e c t i f s  de l ' u n  ou de l ' a u t r e .  

La s u b s t i t u t i o n  des rés idus  arg in ine  ou acide aspar t ique  du 

t é t r a p e p t i d e  Arg-Gly-Asp-Ser p a r  des  r é s i d u s  "analogues",  

( l y s i n e  pour  a r g i n i n e  e t  a c i d e  g lu tamique  pour  a c i d e  

a s p a r t i q u e ) ,  e n t r a î n e  une p e r t e  complète de l ' a c t i v i t é  de ces 

nouveaux pept ides  (Pierschbacher, 1984) .  I l  appara i t  donc que l a  

c o n s e r v a t i o n  de charge  ne s u f f i s e  pas  à m a i n t e n i r  une 

conse rva t ion  d ' a c t i v i t é .  Ces deux a c i d e s  aminés, r é s i d u s  

ioniques, semblent jouer un r ô l e  important dans l e s  in té rac t ions  

l igand-récepteur .  Nous avons par  conséquent décidé de ne pas 

modifier ces deux motifs dans l e  cadre de notre  étude.  

Les modif icat ions portées  su r  ce pept ide ont é t é  r é a l i s é e s  

su r  l e s  deux rés idus  glycine e t  l a  s é r i n e  du pentapeptide Gly- 

Arg-Gly-Asp-Ser présent  dans l a  f ib ronec t ine ,  Chacun de ces 

t r o i s  ac ides  aminés é t a n t  s u b s t i t u é  par  l e s  1 9  a u t r e s  acides 

aminés n a t u r e l s .  Nous avons donc s y n t h é t i s é  t r o i s  s é r i e s  de 



B,z l Bz l  

Bec -SER-COO'CS  - +  CI@ + BO~-S;R-@ 

B z l  cHx B z l  

s:R-@ -) B o C - A ; P - S ; R B  
I 

20 sachets  

1 T F A  

r é s i n e  

ALA CYS ASP GLU PH€ GLY HIS ILE 

T o s  
Coupure HF I 

t-- Couplage de Boc-ARG 
mu1 t i p o s t e  

f i g u r e  1 7 :  S t r a t é g i e  d e  s y n t h è s e  pour  l a  s é r i e  
Arg-Xxx-Asp-Ser 



pep t ides :  l e s  Arg-Xxx-Asp-Ser, Arg-Gly-Asp-Xxx e t  Xxx-Arg-Gly- 

Asp-Ser (Xxx représente chacun des 20 acides aminés n a t u r e l s ) .  

D'autres pept ides  analogues ont é t é  synthé t i sés  en u t i l i s a n t  

des acides aminés de s é r i e  D .  

2- SYNTHESE DES ANALOGUES DE Arg-Gly-Asp-Ser. 

2 .  1- S t ra téa ies  de synthèse 

A l ' occas ion  de l a  synthèse des analogues du t é t r a p e p t i d e  

Arg-Gly-Asp-Ser, nous avons u t i l i s é  l a  technique de synthèse 

mult iple  en phase so l ide ,  c ' e s t  à d i r e ,  l a  synthèse en sachet .  

Sur l e s  t r o i s  s é r i e s  de p e p t i d e s  que nous avons 

syn thé t i sées ,  Arg-Gly-Asp-Xxx, Arg-Xxx-Asp-Ser e t  Xxx-Arg-Gly- 

Asp-Ser, s e u l e s  deux ont é t é  r é a l i s é e s  en u t i l i s a n t  c e t t e  

technique. I l  s  ' a g i t  des s é r i e s  Arg-Gly-Asp-Xxx e t  Arg-Xxx-Asp- 

Se r .  

La v a r i a t i o n  dans l a  s é r i e  Xxx-Arg-Gly-Asp-Ser ne survenant 

que s u r  l e  d e r n i e r  r é s i d u  d ' a c i d e  aminé, il n ' a  pas é t é  

nécessa i re  de met t re  l a  r é s i n e  en sache t .  La pept idyl - rés ine  

por tan t  l e  Arg-Gly-Asp-Ser a  é t é  séparée en 2 0  f r a c t i o n s  sur  

l e s q u e l l e s  nous avons g r e f f é  l e  d e r n i e r  r é s i d u  dans des 

réac teurs  séparés .  

Pour l a  s é r i e  Arg-Xxx-Asp-Ser, l a  r é s ine  a  é t é  i n t r o d u i t e  

dans l e s  sachets  après  l e  couplage de l ' a c i d e  a s p a r t i q u e .  En 

e f f e t  l e s  2 premiers acides aminés (acide aspar t ique  e t  sér ine)  

é t a n t  communs pour l e s  v ingt  analogues, nous avons c h o i s i  de 

f a i r e  un s e u l  l o t  de ce dipept ide avant de f rac t ionner  l a  résine 

en v ingt  p a r t s .  Le t ro is ième acide aminé a  é t é  couplé sur l a  
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quatrième résidu a été couplé simultanément sur tous les sachets 

(figure 17). 

Pour la série Arg-Gly-Asp-Xxx, la modification survenant dès 

le premier acide aminé, les résines portant les 20 acides aminés 

naturels, ont été séparées tout de suite dans vingt sachets. Le 

couplage des acides aminés suivants a été réalisé simultanément 

sur tous les sachets. Seuls les sachets contenant les résines 

portant les résidus sérine et glycine ont été traités à part 

pour le couplage du résidu acide aspartique. La protection 

utilisée pour la fonction p carboxylique du résidu de l'acide 

aspartique étant, dans ces 2 cas, différente des autres amino- 

acyl résines (figure 18) . 

2. 1. 1- Choix des groupes protecteurs 

2 .  1. 1. 1- Arg-Xxx-Asp-Ser 

Les groupes protecteurs que nous avons choisi pour ces 

synthèses sont les suivants: 

Les résidus sérine, acide aspartique et arginine ont été 

protégés respectivement sous forme d'un éther benzylique, d'un 

ester de cyclohéxyle et par un groupe tosyle. 

La fonction p carboxylique de l'acide aspartique est 

protégée, le plus souvent, sous forme d'ester benzylique (OBzl). 

Cependant, lorsque ce résidu est couplé sur un résidu glycine ou 

sérine, lors de la déprotection finale au fluorure d'hydrogène, 

il se produit un réarrangement en succinimide par cyclisation 

intramoléculaire de l'ester de la chaîne latérale du résidu 
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aspartyle par l'azote de la liaison amide (figure 19) . Afin de 
minimiser ce phénomène, nous l'avons donc protégée sous forme 

d'ester de cyclohéxyle (OcHx) qui permet d'éviter cette réaction 

intramoléculaire par son encombrement stérique (Tam, 197 9) . 

Les chaînes latérales réactives des acides aminés en 

position Xxx ont été protégées par les groupes protecteurs 

classiques: 

- Ether benzylique pour les fonctions hydroxyles des résidus 

sérine, thréonine, tyrosine (choix mal approprié dans le cas de 

la tyrosine) 

- Ester benzylique pour les fonctions carboxyliques P et y 

des résidus aspartique et glutamique, 

- Dinitrophényle pour l'imidazole du résidu histidine. 
- Acétamidométhyle pour la fonction thiol du résidu 

cystéine . 
- Benzyloxycarbonyle (Z) pour la fonction E amine du résidu 

lysine. 

Nous avons décidé d'utiliser ces différents groupes 

protecteurs pour plusieurs raisons: 

La fonction thiol du résidu cystéine a été protégée par un 

groupement acétamidométhyle, groupement qui est stable lors de 

la déprotection finale par traitement au fluorure d'hydrogène 

(Veber, 1972) . Cela nous permet d'éviter la formation de peptide 
dimère par oxydation du résidu cystéine de ce peptide. 

Le noyau imidazole de l'histidine a été protégé au cours de 

nos synthèses par un groupe 2,4 dinitrophényle (Dnp). Il résiste 

à l'action d'acides forts (HC1 6N à chaud, TFA à 2S0c, HF 



liquide) mais est, par contre, aisément déplacé par thiolyse (P 

mercaptoéthanol en milieu basique) (Rivaille, 1972) . Son clivage 
a lieu alors que le peptide est encore ancré sur le support, 

ceci permet d'éliminer plus facilement les réactifs provoquant 

cette thiolyse. Ce groupe protecteur a été préféré au tosyle qui 

n'est pas stable dans les conditions de couplage utilisant la 

méthode aux esters activés d'hydroxybenzotriazole. En effet, ce 

groupe est labile en condition faiblement acide, 

l'hydroxybenzotriazole jouant dans ce cas le rôle de l'acide. 

Il ne nous a pas semblé nécessaire de protéger le résidu 

lysine par un chlorobenzyloxycarbonyle (ClZ), groupe plus stable 

que le benzyloxycarbonyle à l'acide trifluoroacétique, car il ne 

restait qu'un cycle de déprotection après cet acide aminé. 

La déprotection, survenant après les résidus Xxx, a été 

réalisée en présence d'éthanedithiol, afin dl éviter les 

réactions d'alkylation sur les chaînes latérales des résidus 

méthionine et tryptophane. L'utilisation de ces dérivés sous 

forme protégée (méthionine sulfoxyde, ou formyl tryptophane) 

n'était pas nécéssaire. En effet, ces résidus n'avaient plus 

qu'à subir un cycle de couplage et deux de déprotection avant le 

traitement au fluorure d'hydrogène. La déprotection du groupe 

tertiobutyloxycarbonyle, avant clivage par le fluorure 

d'hydrogène, est préférable de façon à minimiser les réactions 

d'alkylation au cours de cette étape. 



2 .  1. 1. 2- Arg-Gly-Asp-Xxx 

L e s  g r o u p e s  p r o t e c t e u r s  d e s  Xxx s o n t  les  m ê m e s  que  d a n s  l a  

sé r ie  Arg-Xxx-Asp-Ser s a u f  p o u r :  

- La f o n c t i o n  E amine  du r é s i d u  l y s i n e ,  p r o t é g é e  p a r  l e  

g r o u p e  chlorobenzyloxycarbonyle. 

- La f o n c t i o n  h y d r o x y l e  du r é s i d u  t y r o s i n e ,  p r o t é g é e  p a r  un 

é t h e r  d i c h l o r o b e n z y l i q u e .  

La f o n c t i o n  p c a r b o x y l i q u e  du  r é s i d u  a s p a r t i q u e  p r é c é d a n t  

Xxx a  é t é  p r o t é g é e  s o u s  forme d 'es te r  b e n z y l i q u e  s a u f  d a n s  l es  

cas ou Xxx es t  une  g l y c i n e  ou  u n e  s é r i n e .  A p r è s  ces deux  

r é s i d u s ,  e l l e  a  é té  p r o t é g é e  s o u s  forme d ' e s t e r  d e  c y c l o h é x y l e .  

2 .  1. 1. 3- Xxx-Arg-Gly-Asp-Ser 

L e s  g r o u p e s  p r o t e c t e u r s  s o n t  les  m ê m e s  q u e  d a n s  l a  sér ie  

Arg-Xxx-Asp-Ser s a u f  p o u r  l a  f o n c t i o n  h y d r o x y l e  de l a  t y r o s i n e  

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

L e s  d é p r o t e c t i o n s  communes s u r  l es  p e p t i d y l - r é s i n e s  o n t  é té  

r é a l i s é e s  d a n s  du TFA à 4 0 %  d a n s  l e  c h l o r u r e  de m é t h y l è n e  e n  

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

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

e t  m é t h i o n i n e .  

2 .  2  - C l i v a g e  au f l u o r u r e  d ' h v d r o a è n e  

En r a i s o n  du g r a n d  nombre d e  p e p t i d e s  à l i b é r e r  de l e u r  

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



l ' a p p a r e i l l a g e  mul t ipos te  . .  Nous avons pu a i n s i  c l i v e r  1 2  

pept ides  par  jour .  I l s  ont é t é  t r a i t é s  selon l a  technique de 

"High H F "  (concent ra t ion  é levée  en f l u o r u r e  d'hydrogène) en 

présence de para-crésol  comme piège à carbocat ions .  Pour l e s  

pept ides  possédant dans l e u r  s t r u c t u r e  l e s  r é s idus  tryptophane 

e t  méthionine, nous avons a jouté  également du diméthylsulfure.  

2 .  3- Pur i f ica t ion  e t  analvse 

Afin d ' é l iminer  l e s  t r a c e s  de c r é s o l  r é s i d u e l l e s ,  il nous 

é t a i t  o b l i g a t o i r e  de p u r i f i e r  ces  pept ides .  En e f f e t ,  il a  é t é  

observé que l e s  t rypomast igotes  é t a i e n t  t r è s  s e n s i b l e s  au 

c r é s o l .  Ces pept ides  devant ê t r e  t e s t é s  sur  des trypomastigotes 

v ivan t s ,  il f a l l a i t  q u ' i l s  s o i e n t  exempts de t o u t e  t r a c e  de 

c réso l .  

Le procédé c lass ique  après  c l ivage  au f luoru re  d'hydrogène 

e s t  de r é a l i s e r  une f i l t r a t i o n  s u r  g e l  du pept ide bru t  obtenu. 

Un t e l  t ra i tement  demande environ 2 4  heures pa r  pept ide,  temps 

t r o p  important pour nos 60 pept ides .  

Analysés en HPLC phase inverse  su r  une colonne de g e l  de 

s i l i c e  g re f fée  en C18, l a  p lupar t  de ces  pept ides  possédent un 

temps de r é t e n t i o n  relativement f a i b l e  comparativement à c e l u i  

du c r é s o l .  En ra ison du comportement de ces pept ides ,  nous avons 

donc imaginé une méthode permettant de l e s  p u r i f i e r  de façon 

a i s é e  e t  rapide.  

L f H P L C  en phase i n v e r s e  e s t  basée su r  l ' a d s o r p t i o n  des 

produi ts  à p u r i f i e r  sur un g e l  de s i l i c e  g re f fée  par  des chaînes 

non p o l a i r e s .  Une phase mobile p o l a i r e  ( l e  so lvant )  déplace ces 



figure 20: Exemple de purification de deux peptides 
sans lavage - intermédiaire de la colonne. 

Masse déposée=40 mg; Débit 3 ml/mn 
Nucléosil C 18, 9mm/50 cm 



p r o d u i t s  en f o n c t i o n  de l e u r  a f f i n i t é  pour l a  phase 

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

Dans not re  cas,  l ' é l u t i o n  des pept ides  é t a i t  r é a l i s é e  avec 

de f a i b l e s  concentrations en solvant organique, conditions dans 

lesquels  l e  c résol  r e s t e  bien adsorbé su r  l a  phase s t a t i o n n a i r e .  

Dès l a  s o r t i e  de colonne du pept ide,  nous revenons dans l e s  

condi t ions  i n i t i a l e s  de so lvant ,  pour i n j e c t e r  e t  p u r i f i e r  un 

second pept ide ( l e  c r é s o l  s'accumule a i n s i  en t ê t e  de colonne) 

( f igure  2 0 ) .  

En t r a v a i l l a n t  de c e t t e  façon, l a  colonne n ' é t a i t  lavée  

qu'une f o i s  su r  deux ce qui  e n t r a î n a i t  de nouveau un gain de 

temps considérable.  

2 .  4- Résul tats  

La p u r e t é  des p e p t i d e s  ap rès  c l i v a g e  p a r  l e  f l u o r u r e  

d'hydrogène s ' e s t  montrée s a t i s f a i s a n t e  pour l a  p lupar t  des 

analogues. 

Aucune contaminat ion n ' a  é t é  observée pour chacun des 

d é r i v é s  l o r s  des ana lyses  p a r  HPLC phase inver se  e t  ap rès  

hydrolyse ac ide  t o t a l e  des pept ides  b r u t s  exception f a i t e  des 

pep t ides  Arg-Gly-Asp-Thr e t  Arg-Gly-Asp-Pro. Les quan t i t é s  de 

r é s i n e  por tan t  ces  pept ides  é t a i e n t  t r o p  importantes dans l e s  

sachets ,  l e  gonflement provoqué par l e  chlorure de méthylène l e s  

a  f a i t  é c l a t e r .  La synthèse de ces 2 pept ides  a  néanmoins é t é  

menée a terme, l e u r  d i f f é r e n c e  de comportement en HPLC phase 

inverse  permettant de l e s  séparer  facilement après  l ibé ra t ion  de 

l e u r  support .  



Les seuls peptides présentant une pureté non satisfaisante 

après clivage par le fluorure d'hydrogène ne le doivent pas à 

des problèmes lors de la synthèse mais aux groupes protecteurs 

choisis ou à des problèmes fonctions de la séquence peptidique. 

Les méthodes de couplage que nous avons choisies d'utiliser 

se sont donc montrées d'une bonne efficacité. Cependant, il 

serait intéressant d'étudier le temps optimal nécessaire pour un 

couplage complet afin de réduire le temps de production de ces 

analogues. 

La technique de purification utilisée n'a engendré aucune 

contamination, des peptides les uns envers les autres, 

détectable après analyse en acide aminé des produits purifiés. 

Nous avions donc montré la faisabilité dans notre modèle de 

ces différentes méthodes: 

-synthèse phase solide en "sachet". 

-clivage par le fluorure d'hydrogène avec un appareil 

multiposte. 

2. 5 - Analyse des ~roblèmes renco nt res 

L'étude des problèmes survenus durant les synthèses s'est 

trouvée facilité par le fait que nous avons synthétisé des 

séries de peptides. 

La grande majorité des produits obtenus présentait une 

pureté satisfaisante (HPLC analytique et analyse d'acides 

aminés), démontrant ainsi que les anomalies observées n'étaient 

pas dues à la présence des résidus arginine, glycine et sérine 

constants dans tous les analogues. L'apparition d'un pic 



figure 21: HPLC phase inverse analytique du peptide du 
brut Arg-Met-Asp-Ser 

figure 22: HPLC phase inverse analytique du peptide 
brut Arg-Met-Asp-Ser après chauffage à 50°C 
dans l'eau 



c o n s t a n t s  dans t o u s  l e s  analogues.  L ' a p p a r i t i o n  d 'un  p i c  

p a r a s i t e  en HPLC phase inverse  é t a i t  donc provoquée par  l e  

nouveau résidu in t rodu i t  dans l a  séquence. 

En fonct ion de l a  na ture  de ce rés idu ,  nous pouvions a l o r s  

o r i e n t e r  no t re  recherche a f i n  de déterminer  l a  cause de l a  

r é a c t i o n  seconda i re  obtenue (cho ix  du groupe p r o t e c t e u r ,  

réarrangement de l a  séquence, s t r a t é g i e  de synthèse) .  

- Arg-Met-Asp-Ser. 

LIHPLC phase inverse du peptide b ru t  montre l a  présence de 2 

p rodu i t s  ayant des temps de r é t e n t i o n  d i f f é r e n t s  ( f i g u r e  2 1 )  . 
L 'analyse d ' ac ides  aminés de ce pept ide montre une composition 

normale du pept ide ( l a  f a i b l e  valeur de l a  méthionine peut ê t r e  

due à son oxydation l o r s  de l ' hydro lyse ) .  

Le c l i v a g e  au f l u o r u r e  d'hydrogène a  é t é  r é a l i s é  sans 

déprotect ion préa lable  du tert iobutyloxycarbonyle de l a  fonction 

a aminée de l l a r g i n i n e  e t  en présence de d iméthÿlsu l fure .  Le 

mécanisme de l i b é r a t i o n  des groupes pro tec teurs  é t an t  générateur 

de carbocations,  il e s t  a l o r s  probable q u ' i l  y  a i t  eu formation 

du te r t iobuty lsu l fonium de l a  méthionine malgré l a  présence du 

diméthylsulfure.  

Cet te  hypothèse a  é t é  confortée par  l ' a n a l y s e  en HPLC phase 

inverse  après  chauffage du pept ide b r u t  dans l ' e a u  à 50°C.  En 

e f f e t  dans ces condi t ions,  l e  second p i c  d i s p a r a i t  complètement 

avec génération de l a  méthionine e t  l i b é r a t i o n  de t e r t  iobutanol 

( f i g u r e  2 2 ) .  



figure 23: HPLC phase inverse analytique du peptide 
brut Arg-Asp-Asp-Ser 

figure 24: HPLC phase inverse analytique de la forme 
aspartimide du Arg-Asp-Asp-Ser après 
chauffage en milieu basique 



- Arg-Asp-Asp-Ser. 

L ' H P L C  phase inverse du pept ide bru t  montre de nouveau l a  

présence d 'une  impureté (présence de 2 p i c s )  ( f i g u r e  2 3 ) .  

L 'analyse d' acides  aminés montre une composition normale du 

peptide.  

Nous pouvons a l o r s  supposer q u ' i l  s ' a g i t :  

- d'une mauvaise déprotection de l ' u n  des rés idus  l o r s  

du cl ivage au f luorure  d'hydrogène qu i  e s t  complétée au cours de 

l 'hydrolyse acide t o t a l e .  

- de l a  formation d'un pept ide P migré. 

- de l a  formation d'un aspar t imide ,  in t e rmédia i re  

précédant l a  forme P migrée. 

Les analyses en spectrométrie de masse des 2 produi t s  après 

s é p a r a t i o n  en HPLC phase inver se  p r é p a r a t i v e  a  montré une 

d i f férence  de masse de 18 .  Le premier p i c  correspond à l a  masse 

a t t e n d u e  ( M + H )  + = 4 9 2 ,  1 ' i o n  molécu la i re  du second e s t  de 

(M+H) +=4 7 4 . 
Nous sommes donc en présence de l a  forme aspart imide.  De 

p lus ,  après chauffage en milieu basique du pept ide sous c e t t e  

forme, nous observons l a  d i s p a r i t i o n  du p i c  correspondant à 

1'aspart imi .de e t  a p p a r i t i o n  d 'un nouveau p i c  devant c e l u i  

possédant l a  masse co r rec te  ( f i g u r e  2 4 ) .  Ce nouveau produi t  

correspond sans doute au P migré. En e f f e t ,  l a  forme aspartimide 

dans de t e l l e s  condi t ions s e  réarrange préférent iel lement  en P 
migré (environ 80% de peptide sous forme P e t  2 0 %  sous forme a)  

(Tam, 1 9 7 9 ) .  



f igure 25: HPLC p h a s e  i n v e r s e  a n a l y t i q u e  du p e p t i d e  
b r u t  Arg-Asp-Asp-Ser p r o t é g é  d u r a n t  l a  
s y n t h è s e  p a r  2 esters d e  c y c l o h é x y l e s  



L'obtention de ce peptide sous forme aspartimide reste 

surprenante. En effet, nous avions protégé l'acide aspartique 

adjacent à la sérine par un ester de cyclohéxyle, groupement 

recommandé pour éviter la formation de l'aspartimide. D'après 

les HPLC phase inverse de tous les autres peptides de la série 

Arg-Xxx-Asp-Ser, il apparait que ce réarrangement est séquence 

dépendant. En effet, nous n'avons jamais retrouvé d' impureté en 

quantité si importante pouvant correspondre à cet aspartimide. 

Nous avons donc envisagé la synthèse suivant d'autres 

stratégies de groupes protecteurs et de clivage au fluorure 

d'hydrogène afin d'obtenir ce peptide avec un minimum de produit 

secondaire. 

Dans toute la série Arg-Xxx-Asp-Ser, seul ce peptide a 

induit la formation de l'aspartimide dans des proportions très 

importantes. Le second résidu acide aspartique semble être une 

cause de cette réaction intramoléculaire. 

Nous avons réalisé une nouvelle synthèse en protégeant ces 

deux résidus par un ester de cyclohéxyle, par couplage utilisant 

la méthode d'activation au BOP et un clivage final par le 

fluorure d'hydrogène selon la technique du "High HF". 

Le choix du couplage par la méthode d'activation au BOP en 

présence d'une forte concentration en DIEA n'est pas génant dans 

ce cas. En effet, il a été montré que le traitement du peptide 

Glu (OBzl) -Asp (OcHx) -Gly-Thr (Bzl) sur résine par la DIEA n'est 

pas générateur de peptide sous forme d'aspartimide . 
Après clivage au fluorure d'hydrogène, l'analyse en HPLC 

phase inverse met en évidence, une fois de plus, un pourcentage 

important du peptide sous forme aspartimide (figure 25). Ce 



Figure q5' : coupure au fluorure d'hvdroaene type S H- 2 

figure 26:  HPLC p h a s e  i n v e r s e  a n a l y t i q u e  du p e p t i d e  
b r u t  Arg-Asp-Asp-Ser p r o t é g é  d u r a n t  l a  
s y n t h è s e  p a r  2 esters b e n z y l i q u e s  



r é s u l t a t  montre q u ' i l  n ' e s t  pas poss ib le  d ' i n f l u e r  su r  c e t t e  

réac t ion  par modification du groupe pro tec teur  su r  l e  deuxième 

résidu acide aspar t ique .  

Yang e t  M e r r i f i e l d  (Yang, 1 9 7 6 )  minimisent l a  formation 

d '  a s p a r t  imide en pro tégeant  l a  fonc t ion  P carboxylique de 

l ' a c i d e  aspa r t ique  par  un e s t e r  phénacylique. La déprotect ion 

p r é a l a b l e  de ce  groupe, (avant  c l i v a g e  p a r  l e  f l u o r u r e  

d  'hydrogène) , par un r é a c t i f  nucléophile comme l e  thiophénoxyde 

de sodium r é d u i t  notablement l a  formation de l ' i m i d e .  Cet te  

é tude a v a i t  é t é  r é a l i s é e  d ' ap rès  l e s  observat ions f a i t e s  par 

Ondetti  (Ondetti ,  1968) montrant que l a  réac t ion  de cyc l i sa t ion  

c a t a l y s é e  en mi l ieu  ac ide  é t a i t  fortement r e t a r d é e  quand l a  

fonction P-carboxylique du résidu acide aspart ique é t a i t  l i b r e .  

Nous avons a l o r s  envisagé l a  synthèse de ce pep t ide  en 

pro tégeant  l e s  deux r é s i d u s  ac ide  a s p a r t i q u e  par  un e s t e r  

benzylique e t  en c l ivan t  l e  peptide de l a  r é s ine  par du f luorure 

d'hydrogène selon l e  protocole de "Low and High HF". 

Le cl ivage des groupes pro tec teurs  en "Low HF", c ' e s t  à d i r e  

sous f a i b l e  concentration en f luorure d'hydrogène en présence de 

d iméthylsu l fure  ( D M S )  e t  de p .  c r é s o l  (2 ,5ml/6,5rnl / lgr) ,  e s t  

obtenu suivant  un mécanisme d i f f é r e n t  du "High HF". En e f f e t ,  

dans ce cas,  l ' h é t é r o l y s e  de l a  p lupar t  des groupes pro tec teurs  

e s t  provoquée par  un r é a c t i f  nucléophile ,  l e  diméthylsulfure 

( f i g u r e  2 5 ' ) .  Le mécanisme mis en jeu e s t  a l o r s  de type S N 2 .  

Après deux heures  à O'C, l e  f l u o r u r e  d 'hydrogène e t  l e  

diméthylsulfure sont  é l iminés par  évapora t ion .  On peut a l o r s  

procéder à un c l ivage  en condi t ion de "High H F " .  Dans no t re  



f igure  27 :  HPLC p h a s e  i n v e r s e  a n a l y t i q u e  du p e p t i d e  
b r u t  Arg-Tyr-Asp-Ser 

f i gure  28:  A l k y l a t i o n  d e  l a  t y r o s i n e  s u i t e  à l a  
d é p r o t e c t i o n  du  groupement b e n z y l e .  



é t u d e ,  c e t t e  d e r n i è r e  é t a p e  permet  d e  d é p r o t é g e r  l e  groupement 

t o s y l e  d e  1 ' a r g i n i n e  . 

A i n s i ,  l a  f o r m a t i o n  de 1 ' a s p a r t i m i d e  p o u r r a i t  ê t r e  l i m i t é e  

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

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

p a r  l e  d i m é t h y l e  s u l f u r e ) .  

Après  c l i v a g e  d a n s  de  t e l l e s  c o n d i t i o n s ,  il semble q u ' i l  y  

a i t  une n e t t e  a m é l i o r a t i o n  du rendement de  p r o d u i t  sous  l a  bonne 

forme ( f i g u r e  2 6 )  . En e f f e t ,  nous n ' o b t e n o n s  d a n s  ce c a s  que 2 5 %  

de p e p t i d e  s o u s  forme a s p a r t i m i d e  a l o r s  que précédemment nous en  

a v i o n s  5 0 % .  

- Arg-Tyr-Asp-Ser. 

Le g roupe  p r o t e c t e u r  que nous avons employé p o u r  p r o t é g e r  l a  

f o n c t i o n  phéno l  du r é s i d u  t y r o s i n e  es t  l ' é t h e r  b e n z y l i q u e .  Après 

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

p h a s e  i n v e r s e  montre l a  p r é s e n c e  de  2 p r o d u i t s  ( f i g u r e  2 7 ) .  

Le g r o u p e  p r o t e c t e u r  u t i l i s é  a  c e r t a i n e m e n t  é té  à l ' o r i g i n e  

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

b e n z y l - 3  t y r o s i n e  ( E r i c k s o n ,  1973)  ( f i g u r e  2 8 )  l o r s  d e  l a  

d é p r o t e c t i o n .  

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

d i f f é r e n c e  d e  masse e n t r e  les 2 p r o d u i t s  s é p a r é s  p a r  HPLC phase  

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

b e n z y l e  (~+~)+=540 e t  630.  

L ' h y p o t h è s e  du  r é a r r a n g e m e n t  e n  b e n z y l - 3  t y r o s i n e  e s t  

d ' a i l l e u r s  c o n f i r m é e  p a r  l e s  a n a l y s e s  di' a c i d e s  a m i n é s .  



figure 29: HPLC p h a s e  i n v e r s e  a n a l y t i q u e  du p e p t i d e  
b r u t  Arg-Glu-Asp-Ser 



I 
L'analyse acides aminés après hydrolyse totale sur le second 

dérivé révèle une absence totale de tyrosine et aucun pic 

parasite. Nous savons que la benzyl-3 tyrosine ne donne pas de 

pic défini (Erickson 1973). Si une déprotection insuffisante 

était à l'origine de l'impureté, la tyrosine aurait été 

visualisée lors de l'analyse d' acides aminés par déprotection 

complémentaire.de ce résidu lors de l'hydrolyse acide totale. 

- Arg-Glu-Asp-Ser. 

Le chromagramme de 1'HPLC phase inverse du peptide brut, 

montre de nouveau deux pics (figure 29). On pourrait s'attendre 

à obtenir, comme dans le cas précédent, le peptide sous forme 

normale et sous forme aspartimide. En effet, l'enchaînement Arg- 

Glu-Asp-Ser ressemble fortement a celui que l'on trouve dans 

peptide Glu-Asp-Gly-Thr, peptide de référence pour l'étude de la 

p migration (via l'aspartimide). Cependant, la différence de 

temps de rétention entre les deux produits semble être trop 

importante pour que ce soit le cas. 

Ces deux dérivés ont été isolés par HPLC phase inverse 

préparative et analysés en spectrométrie de masse FAB. Les 

résultats obtenus ont montré que nous étions alors en présence 

d'un produit possédant la masse attendue (M+H)+=506 (peptide 

ayant le temps de rétention le plus faible) ainsi que d'un 

dérivé possédant un excès de masse de 90 (~+~)+=596(figure 30). 

Cette différence de 90 pourrait correspondre à une mauvaise 

déprotection des fonctions y carboxylique et hydroxyle 

respectivement de l'acide glutamique et de la sérine, qui ont 

été protégées sous forme d'ester benzylique et d'éther 
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figure 30: Spectre de masse FÀB de l'impureté du 
peptide Arg-Glu-Asp-Ser 

figure 31: Spectre de masse FAB MS-MS de l'impureté du 
peptide Arg-Glu-Asp-Ser 
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benzylique. Une autre possibilité serait une réaction de l'acide 

glutamique avec le crésol. Une telle réaction a en effet déjà 

été décrite entre l'acide glutamique et l'anisole (Feinberg, 

1975). 

 utilisation de la spectrométrie de masse n0us.a permis de 

mettre en évidence la localisation de cette masse exédentaire. 

Sur ce produit a été réalisé un spectre de masse-masse (FAB MS- 

MS). Après la première ionisation, l'ion moléculaire a été isolé 

puis de nouveau bombardé de façon à réaliser un deuxième spectre 

de masse. Cette technique permet d'obtenir alors un signal sans 

bruit de fond inhérant à d'éventuelles impuretés du produit et 

de la matrice. Les spectres de FAB MS montrent souvent des pics 

aux masses 217, 323 qui correspondent à la matrice de 

thioglycérol. 

Ainsi, le nouveau spectre de masse effectué sur l'ion 

moléculaire à 596 montre de nombreux pics de fragmentation 

(figure 31). A l'aide du programme informatique de prévision de 

fragmentation réalisé par M. Bossus dans notre laboratoire, nous 

avons imaginé tous les fragments possibles en considérant un 

ester benzylique sur l'acide glutamique (figure 32). 

Ion moléculaire (M+H)+: 596 

A B C" X Y" Z' 

1 129 157 17 4 132 106 89 

2 348 376 393 247 221 204 

3 463 491 508 466 440 423 

Figure 32 
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Figure 32': Schéma des principaux fragments observés en 
FAB MS-MS de 1 ' impureté du peptide 
Arg-Glu-Asp-Ser 



I l  s ' e s t  a l o r s  a v é r é  que  nous  r e t r o u v i o n s  d a n s  ce t a b l e a u  

une  masse d e  348  q u i  co r re spond  a u  f ragment  A2 de ce p e p t i d e .  I l  

n ' y  a  a l o r s  p l u s  aucun d o u t e  s u r  l a  p r é s e n c e  d e  c e t t e  masse 

e x c é d e n t a i r e  de 9 0 .  C e c i  e s t  d ' a u t a n t  p l u s  v r a i  q u e  nous  

r e t r o u v o n s  d a n s  ce s p e c t r e  un i o n  à 1 9 2  q u i  c o r r e s p o n d r a i t  à 

1 ' i o n  immonium d e  1 ' e s te r  b e n z y l i q u e  de l ' a c i d e  g l u t a m i q u e  (Sur  

l a  f i g u r e  3 2 '  s o n t  r e p r é s e n t é s  l es  f r agmen t s  o b t e n u s ) .  

L a  p r é v i s i o n  d e  f r a g m e n t a t i o n  e n  c o n s i d é r a n t  un b e n z y l e  s u r  

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

( f i g u r e  3 3 )  

I o n  m o l é c u l a i r e  (M+H) + : 5 9 6  

A B C" X Y" Z '  

1 129  157 1 7 4  222 1 9 6  1 7 9  

2 258  286  3 0 3  337 3 1 1  294 

3 373 4 0 1  418  466 440 423 

Figure 33 

3- SYNTHESES DES PEPTIDES ANALOGUES DE Arg-Gly-Asp-Ser AVEC 

DES ACIDES AMINES DE SERIE D .  

D ' a u t r e s  a n a l o g u e s  s o n t  é té  s y n t h é t i s é s  e n  s u b s t i t u a n t s  l es  

r é s i d u s  a r g i n i n e  e t  g l y c i n e  du t é t r a p e p t i d e  Arg-Gly-Asp-Ser p a r  

d e s  a c i d e s  aminés  d e  sé r ie  D .  C e  t y p e  d e  m o d i f i c a t i o n  p r é s e n t e  

un double  i n t é r ê t :  

-D'une p a r t ,  l ' i n t r o d u c t i o n  d 'un  r é s i d u  a c i d e  aminé d e  sér ie  

D c o n f è r e  u n e  m e i l l e u r e  r é s i s t a n c e  à l a  d é g r a d a t i o n  

p r o t é o l y t i q u e  s u r v e n a n t  i n  vivo. En e f f e t ,  ces s y s t è m e s  



enzymatiques ne peuvent dégrader que les structures peptidiques 

constituées de résidus d'acides aminés de série L. Il est à 

noter que le peptide D-Arg-Gly-Asp-Ser dans le modèle cellulaire 

conserve son activité inhibitrice de la fixation des cellules 

sur la fibronectine (Pierschbacher, 1987) . 
-D'autre part, il était intéressant d'étudier l'influence de 

la substitution des hydrogènes pro R ou pro S du carbone a du 

résidu glycine. Des études menées sur la luteinizing hormone- 

releasing hormone (LHRH) ont montré (Coy, 1976) que la 

substitution de la glycine, située en position 6 dans ce 

peptide, par des résidus d'acides aminés de série D permet 

d'obtenir des agonistes très puissants de cette hormone alors 

que les substitutions par des analogues de série L entrainaient 

des pertes d'activité. 

Afin d'étudier si de tels résultats pouvaient être retrouvés 

dans notre modèle, nous avons synthétisé les peptides suivant: 

D-Arg-Gly-Asp-Ser, Arg-D-Trp-Asp-Ser, D-Arg-Trp-Asp-Ser, Arg-D- 

Ala-Asp-Ser et D-Arg-D-Trp-Asp-Ser. 

3. 1 St - . ,  ratecrie de svnthèse 

Les groupes protecteurs utilisés pour la réalisation de ces 

synthèses sont identiques à ceux décrits pour la synthèse de la 

série Arg-Xxx-Asp-Ser. Les peptides possédant un résidu 

tryptophane ont subi les cycles de déprotection en présence 

d'éthanedithiol. Les clivages au fluorure d'hydrogène ont été 

effectués selon le protocole de "High HF" en présence de 



p . c r é s o l  e t  de diméthylsulfure pour l e s  pept ides  possédant un 

résidu tryptophane. 

3 . 2 -  Résul ta t s  

En ra i son  des d i f f i c u l t é s  de reproduction des expériences 

r é a l i s é e s ,  nous avons p ré fé ré  ne pas présenter  dans ce t r a v a i l  

l e s  r é s u l t a t s  obtenus. 



4- RESULTATS BIOLOGIQUES 

L e  b u t  d e  ce t t e  é t u d e  a v e c  l es  a n a l o g u e s  d& Arg-Gly-Asp-Ser 

é t a i t  d e  d é f i n i r  une  ou p l u s i e u r s  s t r u c t u r e s  s p é c i f i q u e s  du 
e~ 

r é c e p t e u r  p a r a s i t a i r e p U L f  i b r o n e c t i n e  p a r  r a p p o r t  au. r é c e p t e u r  

c e l l u l a i r e & &  f i b r o n e c t i n e .  L ' a c t i v i t é  d e  t o u s  ces p e p t i d e s  

a u r a i t  donc dû ê t r e  tes tée  d a n s  l e  modèle p a r a s i t a i r e  a i n s i  que  

d a n s  l e  modèle  c e l l u l a i r e .  En f a i t ,  s e u l s  l es  r é s u l t a t s  o b t e n u s  

a v e c  les p a r a s i t e s  p o u r r o n t  ê t r e  p r é s e n t é s .  Nous n ' a v o n s  jamais  

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

s e l o n  les  p r o t o c o l e s  p u b l i é s  d a n s  l a  l i t t é r a t u r e  (Hayman, 1985; 

Akiyama, 1 9 8 5 ) .  

4 .  1 - o i x  des m é t h o d e s  d ' i n v e s t i a a t i o n s .  ~ d h é s i o n  

fibronectine-  ara site 

L ' i n f l u e n c e  d ' u n  p e p t i d e  c o n t e n a n t  une s é q u e n c e  RGD s u r  l a  

f i x a t i o n  de l a  f i b r o n e c t i n e  s u r  l e s  p a r a s i t e s  a d é j à  é té  é t u d i é e  

à l ' I n s t i t u t  P a s t e u r  de L i l l e  d a n s  l ' é q u i p e  d ' A .  O u a i s s i .  L e  

p r i n c i p e  de ce t e s t  c o n s i s t e  e n  une c o m p é t i t i o n  e n  s o l u t i o n  de 

l a  f i x a t i o n  d e  l a  f i b r o n e c t i n e  marquée à l ' i o d e  s u r  l e  p a r a s i t e  

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

r é a c t i o n n e l  e s t  d é p o s é  à l a  s u r f a c e  d ' u n e  s o l u t i o n  de RPMI 

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

i n  vitro) c o n t e n a n t  20% de s u c r o s e .  P a r  c e n t r i f u g a t i o n ,  l e s  

p a r a s i t e s  t r a v e r s e n t  ce g r a d i e n t  e n  e n t r a î n a n t  l a  f i b r o n e c t i n e  

f i x é e  à l e u r  s u r f a c e .  La f i b r o n e c t i n e  l i b r e  reste à l a  s u r f a c e .  

Après  é l i m i n a t i o n  du s u r n a g e a n t ,  les p a r a s i t e s  c o n t e n u s  dans  

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



moyen d 'un compteur gamma a f i n  de q u a n t i f i e r  l a  f ib ronec t ine  

f i x é e  à leur  surface.  

Au cours d 'une étude su r  l a  f i x a t i o n  s u r  l e  p a r a s i t e  de 

pept ide marqué à l a  f luorescé ine  e t  contenant l a  séquence Arg- 

Gly-Asp-Ser, A .  Ouaissi  e t  c o l  ont montré que l ' express ion  du 

B récepteur  parasitairepr&ULfibronectine é t a i t  c a r a c t é r i s t i q u e  d'un 

s t ade  p a r t i c u l i e r  de maturation du trypomastigote ( A .  Ouaissi ,  

1 9 8 8 ) .  En e f f e t ,  seulement 10% des p a r a s i t e s  fraichernent l i b é r é s  

d e s  f i b r o b l a s t e s  i n f e c t é s  ont l a  c a p a c i t é  de f i x e r  l e  

décapept ide  contenant  RGD. Par c o n t r e ,  85% de c e s  mêmes 

p a r a s i t e s  peuvent l e  f i x e r  après 12 heures d ' incubat ion dans un 

mil ieu de c u l t u r e .  Ces observations sont en accord avec c e l l e s  

rapportées  par  P i ras  (P i ras ,  1983) qui  a  montré que l e s  é tapes 

d ' a d h é s i o n  e t  de p é n é t r a t i o n  dépendaient  des  p r o t é i n e s  

membranaires du p a r a s i t e  qu i  s e  découvrent avec l a  maturation 

e x t r a c e l l u l a i r e  des trypomastigotes. 

Pour mener à bien ces expériences, nous avons donc v e i l l é  à 

l a i s s e r  maturer quelques heures l e s  p a r a s i t e s  dans l e  milieu de 

c u l t u r e  avant de r é a l i s e r  l e s  t e s t s .  

Le témoin 100 % de f i x a t i o n  de f i b r o n e c t i n e  s u r  l e s  

p a r a s i t e s ,  e s t  obtenu par simple contact  e n t r e  l a  f ibronect ine  

marquée e t  l e s  p a r a s i t e s .  

Le témoin O % de f i x a t i o n  de f ibronect ine  su r  l e s  pa ras i t e s ,  

e s t  obtenu par contact en t re  l a  f ibronect ine  marquée en présence 

d'un excès de 100 en f ibronect ine non marquée e t  l e s  p a r a s i t e s .  

En ra i son  du grand nombre de pept ides  à é tud ie r ,  il n ' a  é t é  

poss ib le  de l e s  t e s t e r  qu 'à  une seule concentrat ion.  

Cet te  concentration a  é t é  chois ie  par  rapport  aux r é s u l t a t s  

préalablement publ iés .  La courbe dose réponse présentée ( f igure  



figure 34 : Courbe d'inhibition de la fixation de la 
fibronectine marquée à l'iode par des peptides 
h RGD (Courbe d'aprés Ouaissi, 1986) 



34)  nous mon t r e  q u ' à  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  2 0  pg/ml d e  Arg-Gly- 

Asp-Ser ( 4 7  nanomoles /ml ) ,  l a  f i x a t i o n  d e  l a  f i b r o n e c t i n e  s u r  

les t r y p o m a s t i g o t e s  é t a i t  i n h i b é e  à 80 '0 .  Nous v o u l i o n s ,  d a n s  

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

l e  r é c e p t e u r  p a r a s i t a i r e  e t  t r o u v e r  s i  p o s s i b l e  un m e i l l e u r  

i n h i b i t e u r  que  l e  Arg-Gly-Asp-Ser. Nous a v o n s  donc d é c i d é  d e  

n o u s  s i t u e r  à u n e  c o n c e n t r a t i o n  i n f é r i e u r e  a f i n  d e  mieux 

d i s c e r n e r  un bon i n h i b i t e u r  d ' u n  i n h i b i t e u r  moyen. 

Compte t e n u  d e  t o u t e s  ces e x i g e n c e s ,  nous  avons  c h o i s i  d e  

t r a v a i l l e r  à l a  c o n c e n t r a t i o n  de 1 0  nmoles /ml  q u i  r e s t e  une  

bonne c o n c e n t r a t i o n  i n h i b i t r i c e  pour  l e  p e p t i d e  Arg-Gly-Asp-Ser. 

Grâce aux  a n a l y s e s  q u a n t i t a t i v e s  r é a l i s é e s  s u r  l es  p e p t i d e s  

e n  s o l u t i o n ,  h y d r o l y s e  a c i d e  t o t a l e  e n  p h a s e  g a z  s u i v i e  d e  

I l ' a n a l y s e  d a c i d e s  aminés, nous  avons  pu p r é p a r e r  d e s  s o l u t i o n s  

mères a f i n  d e  t r a v a i l l e r  a v e c  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  r i gou reusemen t  

i d e n t i q u e s  p o u r  t o u s  les  p e p t i d e s .  

L e s  r é s u l t a t s  p r é c é d e m m e n t  p u b l i é s  ( O u a i s s i ,  1 9 8 6 )  

r e p r é s e n t a i e n t  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  d e s  p e p t i d e s  c o n t e n a n t  l a  

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

o b t e n u e  en a p p l i q u a n t  l a  fo rmu le :  (1-[A/B] 1x100 ou A r e p r é s e n t e  

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

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

t r y p o m a s t i g o t e s  e n  p r é s e n c e  d ' u n  e x c é s  d e  100  e n  f i b r o n e c t i n e  

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

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



En Fn Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu Met Asn Pro Gln Arg Ser Thr Val Trp T y r  
+IO0 

figure 35: Représentation des moyennes et écart-types 
sur 2 expériences d'inhibition de la fixation 
de la fibronectine marquée à l'iode par la série 
Xxx-Arg-Gly-Asp-Ser. 



radioactivité fixée sur les trypomastigotes en présence d'un 

excés de 100 en fibronectine froide. 

Dans notre étude, nous n'avons pas pu représenter l'activité 

des peptides testés par un pourcentage d'inhibition en raison 

d'un phénomène d'amplification de la fixation de la fibronectine 

sur les trypomastigotes en présence de certains peptides. Nous 

avons donc choisi de représenter la quantité de fibronectine 

fixée sur les parasites. En connaissant l'activité spécifique de 

la fibronectine marquée (exprimée en pCi/pg), il était alors 

possible de quantifier la fibronectine fixée. 

Les expériences d'inhibition ont été réalisées trois fois. 

Au cours d'une même exp-érience, chaque peptide a été testé trois 

fois à la même concentration. Les résultats présentés ont été 

calculés sur la base de deux expériences. 

4. 2. 1- Xxx-Arg-Gly-Asp-Ser 

Comme nous pouvons l'observer sur la figure 35, il apparait 

que tous les peptides de cette série sont inhibiteurs de la 

fixation de la fibronectine sur les trypomastigotes. L'influence 

du résidu situé du coté N-terminal d& Arg-Gly-Asp-Ser ne semble 

pas modifier fondamentalement l'intéraction de ces peptides avec 

le récepteur parasitaire à fibronectine. 

Toute fois, il n'est pas possible de déterminer s'ils sont 

meilleurs inhibiteurs car les valeurs auxquelles ils se situent 

sont proches du 100% d'inhibition. 

Afin de mieux différencier l'affinité de tous ces peptides 

pour le récepteur parasitaire à fibronectine, il faudrait 

certainement les tester à plusieurs concentrations. 



figure 36: Représentation des moyennes et écart-types 
sur 2 expériences d'inhibition de 12 fixation 
de la fibronectine marquée à l'iode par la série 
Arg-Gly-Asp-Xxx. 



4 .  2 .  2- Arg-Gly-Asp-Xxx 

Dans c e t t e  ser ie ,  nous  r e t r o u v o n s  un nombre i m p o r t a n t  de  

p e p t i d e s  q u i  r e s t e n t  i n h i b i t e u r s  d e  l a  f i x a t i o n  d e  l a  

f i b r o n e c t i n e  s u r  l e s  p a r a s i t e s .  En e f f e t ,  s u r  l e s  18  p e p t i d e s  

testés ,  7 mon t r en t ,  à l a  c o n c e n t r a t i o n  de  lOnmoles/ml,  un e f f e t  

i n h i b i t e u r  s u r  l a  f i x a t i o n  de l a  f i b r o n e c t i n e  au  moins  é g a l  à 

c e l u i  du p e p t i d e  Arg-Gly-Asp-Ser ( f i g u r e  3 6 ) .  

Cependant ,  l ' a n a l y s e  du t a b l e a u  montre  que  c e r t a i n s  p e p t i d e s  

n o n - i n h i b i t e u r s  p rovoquen t  une  a m p l i f i c a t i o n  de l a  f i x a t i o n  de  

l a  f i b r o n e c t i n e  s u r  l es  p a r a s i t e s .  C e  phénomène i n a t t e n d u  e s t  

p a r t i c u l i è r e m e n t  r emarquab le  pour  l es  p e p t i d e s  Arg-Gly-Asp-Phe, 

Arg-Gly-Asp-Gly, Arg-Gly-Asp-Asn e t  Arg-Gly-Asp-Tyr. En e f f e t ,  

i l s  p e u v e n t  e n t r a î n e r  u n e  f i x a t i o n  j u s q u ' à  deux  f o i s  p l u s  

i m p o r t a n t e  que celle o b s e r v é e  normalement d a n s  l e  témoins  100%.  

A f i n  de d é t e r m i n e r  s i  ce phénomène n e  p o u v a i t  ê t r e  dû à une 

d é g r a d a t i o n  d e s  p e p t i d e s  e n  s o l u t i o n ,  nous  a v o n s  a n a l y s é  p a r  

HPLC p h a s e  i n v e r s e  l e  p e p t i d e  Arg-Gly-Asp-Tyr a y a n t  s e r v i  à 

l ' e x p é r i e n c e .  Cette a n a l y s e  n ' a  montré  aucune m o d i f i c a t i o n .  

D e  p l u s ,  nous avons mon t ré  que ces p e p t i d e s  ne  p o u v a i e n t  p a s  

ê t r e  à l ' o r i g i n e  de l a  p r é c i p i t a t i o n  d e  l a  f i b r o n e c t i n e  n i  de  

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

s u r  l e  g r a d i e n t  d e  s u c r o s e .  L ' e x p é r i e n c e  c o n s i s t a n t  à mettre en  

c o n t a c t  l a  f i b r o n e c t i n e  e t  les p e p t i d e s  p u i s  à les p a s s e r  s u r  l e  

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

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



Fn F n  Ala  Cys Asp Glu  Phe Gly H i s  I l e  Lys Leu Met A s n  Pro Gln Arg Ser  Thr Val Trp Tyr 
t100 

figure 37: Représentation des moyennes et écart-types 
sur 2 expériences d'inhibition de la fixation 
de la fibronectine marquée à l'iode par la série 
Arg-Xxx-Asp-Ser. 



4. 2. 3- Arg-Xxx-Asp-Ser 

Dans cette série, nous ne trouvons que très peu de peptides 

inhibiteurs. Il s'agit d a  Arg-Ala-Asp-Ser, Arg-Asn-Asp-Ser et 

Arg-Leu-Asp-Ser. Par contre comme dans la série précédente, de 

nombreux peptides amplifient la fixation de la fibronectine 

(figure 37). 

4. 3- Conclusion 

Afin d'étudier la contribution des acides aminés dans et aux 

alentours de la séquence RGD, nous avons synthétisé et testé 

trois séries de peptides: les Arg-Gly-Asp-Xxx, Arg-Xxx-Asp-Ser 

et Xxx-Arg-Gly-Asp-Ser. 

Les résultats obtenus montrent que si une certaine 

variabilité est permise pour le résidu sérine dans la séquence 

Arg-Gly-Asp-Ser, les possibilités de remplacement du résidu 

glycine sont plus restreintes. Par contre, l'introduction d'un 

acide aminé en position N-terminale du résidu arginine 

n'interfère pas avec l'inhibition de la fixation de la 

fibronectine à la surface du parasite. 

Au total, seuls quelques peptides, Arg-Ala-Asp-Ser, Arg-Leu- 

Asp-Ser, Arg-Asn-Asp-Ser, Arg-Gly-Asp-Cys, Arg-Gly-Asp-His, Arg- 

Gly-Asp-Lys, Arg-Gly-Asp-Leu, Arg-Gly-Asp-Met, Arg-Gly-Asp-Pro 

et Arg-Gly-Asp-Trp, conservent un pouvoir inhibiteur comparable 

au Arg-Gly-Asp-Ser. 

Par ailleurs, une activité d'amplification de la fixation de 

la fibronectine est observée dans de nombreux cas, suggérant 



l'existence d'un second phénomène dont les résultats pourraient 

interférer avec le premier. Il est impossible à ce stade 

d'établir la part de chacun de ces phénomènes, éventuellement 

superposés, dans les résultats observés. 

L'activité d'amplification pourrait s'expliquer par une 

expression accrue du récepteur de la fibronectine par 

augmentation de la synthèse protéique. Cette hypothèse est 

actuellement à l'étude afin de déterminer dans ce cas les 

mécanismes mis en jeu. 



B- CIBLAGE DE DROGUES. 

1- INTRODUCTION 

Comme nous l ' avons  vu, l e s  drogues anti-T. cruzi possèdent 

de nombreux e f f e t s  secondaires dus à l e u r  f a i b l e  s é l e c t i v i t é .  

Afin d 'essayer  de remédier à ce problème, nous avons e n t r e p r i s  

une nouvelle approche thérapeutique dans l e  t ra i tement  de c e t t e  

maladie par l e  c iblage de ces drogues s u r  l e  p a r a s i t e .  

La p o s s i b i l i t é  de d i r i g e r  des drogues sélectivement vers  des 

c e l l u l e s  c i b l e s  a  é t é  envisagée pour l a  première f o i s  par  Paul 

E h r l i c h  en 1906. I l  a  é t é  l e  premier à suggérer  que des 

molécules possédant une f o r t e  a f f i n i t é  pour c e r t a i n s  t i s s u s  

s e r a i e n t  capables de s e r v i r  de por teu r s  d ' agen t s  cytotoxiques 

ve r s  l e s  c e l l u l e s  c i b l e s ,  permettant a i n s i  de l e s  concentrer  

dans l e u r  environnement e t  d 'augmenter  l e u r  e f f i c a c i t é .  

Cependant, c ' e s t  seulement depuis une vingtaine d'années que l e s  

développements en b io logie  e t  en mèdecine ont i n c i t é  un nombre 

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

théor ie .  

A l ' h e u r e  a c t u e l l e ,  l a  grande major i té  des por teurs  t e s t é s  

sont  de na ture  macromoléculaire e t  supposés i n t e r a g i r  avec l a  

su r face  de l a  c e l l u l e .  Dans c e t t e  ca tégor ie ,  on t rouve ,  des 

l e c t i n e s  e t  des ant icorps .  

Ces por teurs  doivent répondre à plus ieurs  c r i t è r e s  pour ê t r e  

u t i l i s a b l e  (Trouet, 1982) . i l s  doivent ê t r e :  

- s é l e c t i f s  de l a  surface de l a  c e l l u l e  c i b l e .  



- endocytés par cette même cellule et être transferés dans 

le compartiment lysosomal. 

- dégradables. 

- non immunogéniques . 
- capables de traverser les différentes barrières 

anatomiques les séparant de la cible. 

Une fois l'ensemble drogue-porteur endocyté, la drogue doit 

également, dans certains cas, être libérée de son porteur sous 

une forme active afin de pouvoir réaliser son action 

cytotoxique. 

Cette approche thérapeutique a déjà été étudiée dans le 

traitement des cancers. Le ciblage d'agents anti-tumoraux à 

l'aide d'anticorps monoclonaux spécifiques permet de réduire 

significativement leur toxicité sur les cellules à développement 

rapide qui sont principalement touchées lors de tels traitements 

(Moolten, 1976) . 

2- CHOIX DU PORTEUR 

Avant d'avoir pu déterminer une structure spécifique du 

récepteur parasitaire à fibronectine, nous avons décidé 

d'utiliser comme porteur de drogue les peptides Arg-Gly-Asp-Ser 

et Ala-Val-Thr-Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-Cys(Acm). Pour faciliter 

l'écriture, ce peptide sera désigné par "Fn 80-88C". Fn 

désignant la fibronectine, 80-88 parce que ce peptide se situe 

dans la zone 80-88 du fragment de 11,5 KDa représenté sur la 

figure 4, et C parce que un résidu cystéine a été ajouté en 

position C-terminale du peptide. 



A .  Ouaissi  (1988 )  a montré q u ' i l  é t a i t  poss ib le  de c i b l e r  

spécifiquement l e s  trypomastigotes par u t i l i s a t i o n  du peptide En 

80-88C couplé à l a  f luorescé ine  par son extrémité  N-terminale. 

En e f f e t ,  l a  f ixa t ion  de ce peptide marqué à l a  f luorescéine e s t  

inhibée par des pept ides  contenant l a  séquence R G D . .  I l  semble 

donc tou t  à f a i t  envisageable de c i b l e r  spécifiquement d ' a u t r e s  

drogues sur  l e  p a r a s i t e  à l ' a i d e  de ce porteur  pept idique.  

Nous avons également considéré c e t t e  étude avec l e  pept ide 

Arg-Gly-Asp-Ser dans un premier temps pour va l ide r  l e  c iblage de 

drogue avec un peptide de p e t i t e  t a i l l e .  

3- C H O I X  DES DROGUES 

Les drogues u t i l i s é e s  pour ce t r a v a i l  devaient  répondre 

principalement à deux exigences: 

- ê t r e  a c t i v e s  sur  l a  forme p a r a s i t a i r e  que nous voulions 

c i b l e r ,  c 'es t -à-dire  l e  trypomastigote de Trypanosoma cruzi. 

- ê t r e  compat ib les  avec l e s  t echn iques  de synthèse  

employées au l a b o r a t o i r e ,  t a n t  pa r  l a  présence de fonct ions  

r éac t ives  (carboxylique ou amine) que par l e u r s  s t a b i l i t é s  dans 

l e s  d i f f é ren tes  conditions de synthèse.  

La p lupar t  des drogues d é c r i t e s  pour l a  maladie de Chagas 

sont  a c t i v e s  su r  l a  forme trypomastigote.  La première exigence 

ne r é d u i t  donc pas l e  nombre de drogues s u s c e p t i b l e s  d ' ê t r e  

candidates pour l e  c ib lage .  

La seconde exigence f u t  plus  r e s t r i c t i v e .  En e f f e t ,  aucune 

des drogues d é c r i t e s  ne possédent de fonct ions carboxyliques ou 

amines pouvant ê t r e  u t i l i s a b l e s  directement pour l e u r  couplage 



sur des peptidyl-résines. De plus, ces drogues font parties des 

nitroimidazoles, nitrofurannes ou imidazoles possédant souvent 

des chaînes latérales très élaborées, difficilement modifiables. 

Compte tenu de ces premières observations, notre choix s'est 

alors porté sur des molécules biologiquement actives, aisées à 

reproduire chimiquement afin d'introduire dans leur structure 

une fonction réactive. 

3. 1- Benznidazole 

Nous avons choisi en premier lieu le Benznidazole. Ce dérivé 

est l'un des deux médicaments utilisé de façon usuelle dans le 

traitement de la maladie de Chagas. Il fait parti de la famille 

des nitro-2 imidazoles et reste une molécule de structure 

relativement simple. 

L'effet lytique de cette drogue est dû au nitro-2 imidazole, 

et la sélectivité sur le trypomastigote de T. cruzi à sa chaîne 

latérale constituée d'un N-benzyl acétamide. 

Il est donc très important d'amener sur la peptidyl-résine 

une structure possédant le nitro-2 imidazole. L'introduction de 

ce dérivé se fera en fin de synthèse par couplage sur une 

fonction amine, il n'aura donc pas à subir d'étapes répétitives 

de couplage et de déprotection. Le seul traitement qui lui sera 

infligé sera le traitement au fluorure d'hydrogène permettant la 

libération du peptidyl-drogue de la résine. L'imidazole que l'on 

retrouve dans la structure du résidu histidine est résistant à 

un tel traitement tout comme la fonction nitro connue comme 

étant stable en milieu acide fort. Nous n'aurons donc pas à 
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figure 3 9 :  S t r u c t u r e s  géne'rales des  drogues ca t i on iques  
amphiphi l e s .  
Les noyaux s o n t  gknkra l enmen t  a r o m a t i q u e s  e t  p e u v e n t  ê t r e  
s u b s t i t - u 6 s  e n  p o s i t i o n  b, c l  d l  e, f e t  g .  'W' p e u t  ê t re  un 
C,  N ou O .  La c h a î n e  'XI d o i t  se t e r m i n e r  p a r  une  amine p r i -  
m a i r e ,  s e c o n d a i r e  o u  t e r t i a i r e .  R a  et  R I 1  s o n t  g k n k r a l e m e n t  
d e s  c h a î n e s  c o u r t e s  h groupemen t s  n e u t r e s .  IV1 p e u t  ê t r e  un 
atome s i m p l e  d e  Cl  O, S . o u  N I  ou deux a tomes  d a n s  un  c h a î n e  
C-O, C-C o u  C-S. 



prendre  de p récau t ions  p a r t i c u l i è r e s  pour r é a l i s e r  un t e l  

pept ide.  

Le Benznidazole e s t  i n t é r e s s a n t  par l e  f a i t  qu' il posséde 

dans sa  s t ruc tu re  une l i a i s o n  amide f a c i l e  à reproduire .  

De p lus ,  il e s t  remarquable que par l e  couplage de l ' a c i d e  

ni t ro-2 imidazolyl-1 acét ique su r  l a  phénylglycine (Phg en code 

t r o i s  l e t t r e s ) ,  nous obtenons une s t r u c t u r e  t r è s  s i m i l a i r e  au 

Benznidazole ( f igure  38) . Les modifications amenées dans c e t t e  

nouve l l e  molécule comparativement au Benznidazole sont  l a  

s u b s t i t u t i o n  d'un hydrogène du groupement méthylène par  une 

f o n c t i o n  carboxamide e n t r a î n a n t  l a  formation d 'un  carbone 

asymétrique. 

3 .  2- Acridine 

Les dér ivés  de l ' a c r i d i n e  sont  des substances qui  peuvent 

amener à l a  l y s e  des  t rypomas t igo tes .  I l s  son t  à l ' h e u r e  

a c t u e l l e  à l ' é t u d e  en vue d ' ê t r e  u t i l i s é s  comme a d d i t i f  dans l e s  

poches de sang (Hammond, 1985).  I ls  font p a r t i e  d'une famil le  de 

drogues appelée drogues ca t ioniques  amphiphiles. Des études de 

r e l a t i o n s  s t r u c t u r e  a c t i v i t é  ont permis d ' é t a b l i r  une ce r t a ine  

communauté de s t ruc tu res  résumée sur  l a  f igure  39. 

La l y s e  i n d u i t e  n ' e s t  pas due à l ' i n t e r f é r e n c e  s u r  une 

a c t i v i t é  biologique du p a r a s i t e  comme c ' e s t  l e  cas  pour l e  

Benznidazole. E l l e  e s t  due à des phénomènes p a s s i f s  par ac t ion  

d i r e c t e  avec l e s  phosphol ip ides  e t  d e s t a b i l i s a t i o n  de l a  

membrane, ou par  in ter férence  avec l e s  fonct ions membranaires du 

Ca++. Son a c t i v i t é  r e s t e  équivalente à 37OC e t  à 4OC. 
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Comme dans le cas du Benznidazole, les drogues décrites ne 

possédent pas de fonction carboxylique directement utilisable. 

Nous avons synthétisé un nouveau dérivé pouvant 

"s'apparenter" à la Mépacrine par le cycle de l'acridine 

substitué par un atome de chlore et un groupement méthoxy et par 

la présence d'une fonction amine sur le cycle de l'acridine 

suivie d'une chaîne carbonée. La fonction basique, présente en 

bout de chaîne dans la plupart des dérivés actifs, peut être 

représentée par la fonction guanidine de l'arginine (du peptide 

Arg-Gly-Asp-Ser) sur laquelle sera couplé le nouveau dérivé 

(figure 40). 

Une telle structure, comme pour le nitro-2 imidazole, ne 

présente pas de groupes ou fonctions incompatibles avec le 

traitement par le fluorure d'hydrogène anhydre. Le clivage 

peptide-résine pourra se faire également sans prendre de 

précautions particulières. 

4- SYNTHESES DES PEPTIDYL-DROGUES 

4. 1- Svnthèses des nitro-2 imidazolyl-peptides 

4. 1. 1- Synthèse de l'acide nitro-2 imidazolyl 1- 

acétique 

Afin d'obtenir ces peptides, il fallait tout d'abord 

synthétiser l'acide nitro-2 imidazolyl-1 acétique (figure 41). 

Pour réaliser cette molécule, nous avons procédé à une réaction 

d'alkylation du nitro-2 imidazole par le bromacétate de méthyle. 

Cette réaction ne s 'effectue qu'après transformation du nitro-2 
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imidazole sous forme d'un sel de sodium par addition de 

méthylate de sodium. Sous cette forme, l'azote sera un meilleur 

nucléophile pour attaquer le carbone portant le brome afin de 

réaliser la réaction de substitution. 

Après élimination du méthanol exédentaire, le bromacétate de 

méthyle est ajouté et laissé sous agitation à 105-llO°C pendant 

30 mn. 

Le produit extrait après concentration à sec donne une 

poudre de couleur jaune pâle. L'analyse en Résonance Magnétique 

Nucléaire a permis de confirmer la bonne composition de l'espèce 

synthétisée. 

La saponification de l'ester est faite par chauffage dans 

une solution aqueuse de NaOH 0,l N. 

4. 1. 2- Couplage de l'acide nitro-2 imidazolyl 1- 

acétique sur les peptidyl-résines 

Après avoir préparé des peptidyl-résines selon le schéma 

Boc/TFA portant les séquences D-Phg-Arg-Gly-Asp-Ser et D-Phg- 

Ala-Val-Thr-Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-Cys ( A c ,  nous avons 

envisagé le couplage de l'acide nitro-2 imidazolyl-1 acétique. 

Ce dérivé ne présentant pas de structure réactive 

particulière contre-indiquée pour l'une des différentes 

techniques d'activation, nous l'avons couplé par activation au 

moyen du BOP sur les peptidyl-résines. En raison de la faible 

quantité de produit que nous avions à notre disposition, et afin 

d'obtenir un bon rendement, le temps de couplage a été allongé à 

une nuit. 



Les clivages par le fluorure d'hydrogène ont été réalisés 

sur les deux lots de peptidyl-résines dans les conditions 

classiques de coupure en présence de fluorure d'hydrogène et de 

crésol (10/1) . 
Après purification par filtration sur gel ou HPLC phase 

inverse préparative afin d'éliminer le crésol résiduel, ces deux 

peptides ont été analysés en spectrométrie UV pour confirmer la 

présence du groupement nitro sur l'imidazole. 

( 
Les analyses d acides aminés et la spectrométrie de masse 

FAB effectuée sur les deux peptides ont confirmé leurs bonnes 

compositions et par la même occasion la bonne stabilité du 

groupe nitro imidazole durant le traitement au fluorure 

d'hydrogène. 

Nous avons réalisé la synthèse des deux énantiomères par 

couplage de la Boc-D-Phénylglycine ou de la Boc-L-Phénylglycine 

sur benzhydrylamine résine suivi du couplage de l'acide nitro-2 

imidazolyl-1 acétique dans les mêmes conditions que 

précédemment. Le nitro-2 imidazolyl D-Phénylglycine amide et le 

nitro-2 imidazolyl L-Phénylglycine amide, résultant du clivage 

par le fluorure d'hydrogène, pourront être testés afin d'évaluer 

l'importance du carbone asymétrique sur l'activité du produit 
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figure 4 2  : S y n t h e s e  d e  1 ' a c i d e  N- ( c h l o r o - 6  méthoxy-2 
a c r i d i n y l - 9 )  amino-6 héxanoïque  



4. 2- Synthèses des acridinv 8 ,  1-pept ides 

4. 2. 1- Synthèse de l'acide N-(chloro-6 méthoxy-2 

acridinyl-9) amino-6 héxanoïque (1) . 

Comme dans le cas du nitro-2 imidazole, nous avons 

synthétisé un nouveau dérivé possédant dans sa structure une 

fonction carboxylique utilisable pour son couplage sur la 

peptidyl-résine (figure 42). 

Nous avons calqué notre protocole de synthèse sur celui de 

l'atabrine réalisée en 1943 par Sherndal (Sherndal, 1943). 

Ce dérivé utilisé .comme antipaludéen a été obtenu par 

chauffage à reflux dans le phénol de la dichloro-2,9 méthoxy-6 

acridine en présence d'une diamine. La première étape de cette 

réaction est la formation d'un intermédiaire phénoxy obtenu par 

réaction du phénol sur le chlore situé en position 9 sur le 

cycle de la dichloro-2,9 méthoxy-6 acridine. Cet intermédiaire 

réagira ensuite rapidement avec l'amine présente dans le milieu 

pour donner l'atabrine. 

Pour l'obtention de notre dérivé, nous avons d'abord dû 

synthétiser 1' ester méthylique de 1 'acide 

tertiobutyloxycarbonyle &aminocaproïque. Cette réaction 

s'effectue après avoir transformé l'acide en son sel de césium, 

puis par contact avec l'iodométhane. Ensuite, après déprotection 

du groupe tertiobutyloxycarbonyle par traitement à l'acide 

trifluoroacétique et neutralisation avec une base tertiaire (la 

diisopropyléthylamine), l'aminocaproate de méthyle a été mis en 



présence de la dichloro-2, 9 méthoxy-6 acridine et chauffé à 

reflux dans le phénol. 

Une heure après, l'analyse du milieu réactionnel en couche 

mince nous montre une consommation complète de la dichloro-2, 9 

méthoxy-6 acridine. 

Après extraction en milieu acide pour éliminer l'excès 

d'aminocaproate de méthyle, le produit a été purifié par 

chromatographie sur silice. Le produit principal correspondant à 

l'ester (masse confirmée en spectrométrie de masse FAB) a été 

saponifié par chauffage dans de la potasse alcoolique. 

L'acide obtenu sous forme de cristaux a été utilisé pour le 

couplage sur les peptidyl-résines portant les séquences Arg-Gly- 

Asp-Ser et Fn 80-88C. 

4. 2. 2- Couplage de l'acide N-(chloro-6 méthoxy-2 

acridinyl-9) amino-6 héxanoïque (1) sur les peptidyl 

-résines 

Dans la molécule que nous avons synthétisée, nous pouvons 

remarquer la présence a' une fonction amine secondaire à 

proximité du cycle acridine. En raison des faibles quantités de 

produit obtenues, nous n'avons pas protégé cette fonction. De 

plus, cette fonction nous semblait peu réactive en raison de son 

environnement immédiat. 

Les couplages ont été réalisés par activation de (1) au 

moyen du BOP. Après une heure de couplage, le test à la 

ninhydrine, négatif, a montré une réaction complète. 



La libération de la drogue peptide par le fluorure 

d'hydrogène a été réaliséade façon classique par traitement en 

milieu fluorure dlhydrogène/crésol (10/1). 

L'analyse en HPLC phase inverse montre un produit dont la 

pureté est de 90%. 

Les purifications des deux peptides, Acr-Arg-Gly-Asp-Ser et 

Acr-Fn 80-88C, ont été réalisées par HPLC phase inverse 

préparative. Nous avons préféré cette solution à la filtration 

sur gel, car, de telles structures induisent une adsorption non 

spécifique sur le gel empêchant l'élution normale de ces 

produits. 

Nous avons eu confirmation de la structure des peptides par 

spectrométrie de masse FAB. (M+H)+ du peptide Acr-Arg-Gly-Asp- 

Ser: 788; (M+H)+ du peptide Acr-Fn 80-88C: 1318). 

Une impureté isolée après purification du peptide Acr-Arg- 

Gly-Asp-Ser a donné par spectrométrie de masse FAB la masse 

suivante: (M+H) : 846 

Ces résultats montrent dans un premier temps que l'amine 

secondaire de l'acridine n'a pas réagi avec une autre molécule 

similaire durant le couplage. 

Nous n'avons pas pu identifier l'excédent de masse de 58 de 

l'impureté du peptide Acr-Arg-Gly-Asp-Ser. Cependant, lors de la 

synthèse et purification du peptide Acr-Arg-Phe-Asp-Ser, nous 

avons également isolé une impureté possédant une masse 

supérieure de 58 unités. Ceci nous laisse donc penser que ce 

produit provient du dichloro-2,9 méthoxy-6 acridine utilisé dès 

le début de la synthèse. 
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figure 4 3 :  Toxici té  des ni t ro-2 imidazoly l -pept ides  



5- ETLJDE DE LA TOXICITE DES DROGUES 

5. 1- Choix de la méthode d'investigation 

Dans un premier temps, nous avons essayé de mettre en 

évidence la toxicité des drogues sur les trypomastigotes par 

1 'utilisation d'un colorant vital, 1 'érythrosine B. Ce produit 

colore en rose spécifiquement les parasites morts, et laisse 

intact les parasites vivants. Le dénombrement final entre les 

parasites morts des parasites vivants se fait par comptage au 

microscope. Cette technique ne nous a pas permis de réaliser une 

étude correcte en raison du temps que nécéssite chaque lecture 

et de la présence éventuelle d'agglomérats de parasites rendant 

impossible une détermination précise du nombre de survivants. 

Nous avons donc décidé de mettre en évidence la toxicité des 

drogues par 1 'étude de 1 ' incorporation d'hypoxanthine tritiée 

par les trypomastigotes. Ceux-ci étant incapables de synthétiser 

de novo les purines ribonucléotides, l'hypoxanthine est un bon 

marqueur car il sera métabolisé puis incorporé dans le RNA du 

parasite préférentiellement. Après filtration des milieux de 

culture sur papier de verre et séchage, la radioactivité est 

mesurée dans un compteur à scintillation liquide afin de 

quantifier l'incorporation de l'hypoxanthine. 

5. 2- Nitro-2 imidazolvl - ~ e ~ t i d e s  

Comme nous pouvons l'observer dans la figure 43, les 

peptidyl-drogues que nous avons synthétisées ne possèdent pas 

d'activité cytotoxique comparativement au Benznidazole introduit 
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figure 4 5  : T o x i c i t é  du n i t r o - 2  i m i d a z o l y l -  
L - P h é n y l g l y c i n e  amide 



dans l'expérience comme témoin. En effet, quelle que soit la 

concentration en drogue sur peptide utilisée, après les 28 

heures de contact, l'incorporation de l'hypoxanthine reste à son 

maximum. 

Afin de déterminer la cause de cette absence d'activité, 

nous avons synthétisé et testé les nitro-2 imidazolyl 

Phénylglycine amide de série L et de série D. Nous voulions 

effectivement contrôler l'importance de l'introduction d'un 

carbone asymétrique dans la molécule apparantée au Benznidazole 

ainsi que l'importance de la première modification chimique à 

savoir le carboxamide. 

Des résultats présentés dans les figures 44 et 45, il 

ressort que ces deux molécules sont aussi totalement inactives. 

Les modifications que nous avons apportées à la molécule 

pour permettre son introduction sur la peptidyle-résine ont donc 

entraîné une perte totale de l'activité de cette drogue sur le 

parasite trypomast igote . Nous ne possédons pas de méthode 

d'investigation pour déterminer à quel niveau se perd 

l'activité. Il peut sagir d'une diminution de la pénétration de 

la drogue dans le parasite ou d'une perte de sélectivité sur les 

processus biologiques impliqués dans sa toxicité. 

Suite à cet échec, nous avons testé les peptides Acr-Arg- 

Gly-Asp-Ser et Acr-Fn 8 0 - 8 8 C .  Cette nouvelle drogue 

contrairement au nitro-2 imidazole n'interfère pas avec des 

processus biologiques bien déterminés. Son activité semble être 
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figure 46: Toxicité des Acridinyl-peptides 
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Figure 47: Courbes d'inhibition de la fixation de la 
fibronectine sur les trypomastigotes par les 
drogues portées sur Arg-Gly-Asp-Ser 



due à des phénomènes passifs comme la destabilisation de la 

membrane du parasite. 

Les résultats présentés dans la figure 46 montrent que seul 

le peptide Acr-Arg-Gly-Asp-Ser posséde une faible activité 

cytotoxique sur les trypomastigotes . Le peptide Acr-Fn 80-88C 
reste totalement dépourvu d'effet cytotoxique. 

L'activité de l'acridine modifiée (1) n'a pu être déterminée 

en raison de sa faible solubilité dans le milieu de culture même 

après l'avoir préalablement mise en solution dans du 

diméthylsulfoxyde comme cela a été fait pour le Benznidazole. 

5. 4- Etude de l'affinité des pe~tidvles droaues - sur les 

Compte tenu de ces résultats, nous avons étudié la capacité 

de ces peptidyl-drogues à inhiber la fixation de la fibronectine 

marquée sur les trypomastigotes. Ceci, dans le but de déterminer 

si la présence de la drogue avait ou non impliqué une 

modification de l'activité du Arg-Gly-Asp-Ser. 

Les résultats présentés dans la figure 47 montrent que les 

peptidyl-drogues à Arg-Gly-Asp-Ser ont perdu leur capacité 

inhibitrice de la fixation de la fibronectine sur le parasite. 

Ces résultats sont surprenants, surtout en ce qui concerne le 

nitro-2 imidazolyl D-Phg-Arg-Gly-Asp-Ser. En effet, le peptide 

D-Phg-Arg-Gly-Asp-Ser reste capable d'inhiber cette fixation. 

L'introduction de l'acide nitro-2 imidazolyl acétique serait 

donc à elle seule responsable de la perte d'activité. 
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Figure 48: Courbes d'inhibition de la fixation de la 
fibronectine sur les trypomastigotes par les 
drogues portées sur Fn 80-88C 



Dans l e  c a s  des d r o g u e s  c i b l é e s  p a r  l e  p e p t i d e  Fn 80-88C, 

l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  d a n s  l e s  t e s t s  d ' i n h i b i t i o n s  r e s t e n t  

e n c o r e  i m p a r f a i t s .  En e f f e t ,  ces e x p é r i e n c e s  s e m b l e n t  peu  

r e p r o d u c t i b l e s .  Comme nous pouvons l ' o b s e r v e r  d a n s  l a  f i g u r e  48, 

s u r  l e s  deux  p e p t i d e s  t é m o i n s  tes tés ,  l e s  p e p t i d e s  Ayg-Gly-Asp- 

S e r  e t  En 80-88C, nous  n ' o b t e n o n s  un e f f e t  c l a i r e m e n t  d o s e  

dépendan t  que d a n s  l e  c a s  du p e p t i d e  Arg-Gly-Asp-Ser. Cependant,  

il s e m b l e r a i t  q u e  l e  p e p t i d e  En 80-88C c o u p l é  à l ' a c i d e  n i t r o - 2  

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

a l o r s  que ,  quand il es t  c o u p l é  a u  d é r i v é  de l ' a c r i d i n e ,  il n ' e s t  

p l u s  i n h i b i t e u r .  

6- CONCLUSIONS 

L e  b u t  du c i b l a g e  de d r o g u e  s u r  une p o p u l a t i o n  c e l l u l a i r e  

est  d e  p o u v o i r  d i m i n u e r  l ' i n d e x  t h é r a p e u t i q u e  de l a  d rogue  e t  

a i n s i  d ' augmen te r  son  e f f i c a c i t é .  

Dans n o t r e  é t u d e ,  n o u s  a v o n s  m o n t r é  q u e  l a  p e r t e  d e  

l ' a c t i v i t é  c y t o t o x i q u e  du d é r i v é  n i t r o - 2  i m i d a z o l e  é t a i t  due à 

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

p e p t i d y l - r é s i n e ,  c ' e s t - à - d i r e  l a  s u b s t i t u t i o n  d ' u n  hydrogène  du 

méthylène  du Benzn idazo le  p a r  une f o n c t i o n  c a r b o x y l i q u e .  

Dans l e  c a s  du  d é r i v é  à a c r i d i n e  (I), n o u s  pouvons  ê t r e  

s u r p r i s  de l a  p e r t e  t o t a l e  de t o x i c i t é  du p e p t i d e  Acr-Fn 80-88C, 

a l o r s  q u e  l e  p e p t i d e  Acr-Arg-Gly-Asp-Ser r e s te  p a r t i e l l e m e n t  

t o x i q u e .  L a  d i f f é r e n c e  de t o x i c i t é  e n t r e  ces d e u x  d é r i v é s  

p o u r r a i t  ê t r e  due  à l a  p r é s e n c e  d a n s  l e  p e p t i d e  Acr-Arg-Gly-Asp- 

S e r  du r é s i d u  a r g i n i n e  p o r t a n t  une f o n c t i o n  b a s i q u e .  En e f f e t ,  

l ' é t u d e  de r e l a t i o n  s t r u c t u r e  a c t i v i t é  s u r  l e s  d r o g u e s  



cat ioniques amphiphiles a  montré que l a  chaîne l a t é r a l e  de ces 

dér ivés  p o r t a i t  généralement une fonction basique. 

En plus  de c e t t e  pe r t e  de cy to tox ic i t é  des drogues chois ies ,  

nous avons montré dans c e t t e  étude que l e  pept ide Arg-Gly-Asp- 

Ser n ' e s t  pas un bon candidat pour l e  c iblage de drogue sur  l ' u n  

de ces recepteurs c e l l u l a i r e s .  

Les prochains r é s u l t a t s  concernant l e  Fn 80-88C permettront 

de savoir  s i  ce pept ide dans lequel  l e  motif RGD e s t  maintenu à 

d i s t a n c e  de l a  drogue p o u r r a i t  c o n s t i t u e r  une s t r u c t u r e  de 

ciblage mieux adaptée. 



C- IMMUNOGENES SYNTHETIQUES 

1- INTRODUCTION 

Comme nous l'avons vu précédemment, l'obtention d'un vaccin 

efficace contre la maladie de Chagas à partir d'extrait brut de 

trypomastigotes n'est pas concevable en raison de la forte 

composante autoimmune associée à cette pathologie. 

Les protéines de surface impliquées dans les phénomènes 

d'adhésion du trypomastigote à la cellule représentent une cible 

de choix dans le cadre d'une stratégie vaccinale. En effet, une 

solution pour la protection contre cette maladie serait la 

réalisation d'un vaccin synthétique à partir d'une structure 

biologiquement active et parfaitement définie quant à son rôle. 

L'emploi de molécules synthétiques représente un 

développement récent des recherches dans le domaine de la 

vaccination: le premier rapport mentionnant l'obtention d'un 

effet neutralisant in vivo a été publié en 1981 (Audibert, 

1981) . Le principe est d'utiliser un immunogène synthétisé soit 
par voie chimique soit par génie génétique, et possédant une 

information suffisante pour susciter une réponse immune 

protectrice. 

Cette approche permet de s'affranchir de l'obtention de 

pathogènes dangereux et/ou difficiles à cultiver. Un autre 

avantage est qu'il est ainsi possible d'obtenir une réponse de 

spécificité prédéterminée par le choix de la structure 

synthétisée, permettant ainsi un meilleur contrôle du risque de 

réactions auto-immunes. . . 



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

les  phénomènes d ' i n v a s i o n  c e l l u l a i r e  p a r  l e  p a r a s i t e  p r é s e n t e  de  

g r a n d s  i n t é r ê t s  d a n s  l e  c a d r e  d e s  r e c h e r c h e s  s u r  l es  immunogènes 

s y n t h é t i q u e s .  En e f f e t ,  il d e v i e n t  a l o r s  p o s s i b l e  de r e p r o d u i r e  

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

q u ' i l s  i n d u i s e n t .  

La s e u l e  c ib l e  connue a c t u e l l e m e n t  e s t  une  p r o t é i n e  de 85 

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

phénomènes de  p é n é t r a t i o n  du p a r a s i t e  dans  les c e l l u l e s  h ô t e s .  

Une p a r t i c u l a r i t é  d e  ce t te  p r o t é i n e  es t  d ' ê t r e  composée d ' u n  

p e p t i d e  d e  neu f  a c i d e s  aminés  r é p é t é  c o n s é c u t i v e m e n t  c i n q  f o i s .  

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

p r o t é i n e s  p a r a s i t a i r e s .  L e s  p l u s  connues  s o n t  c e l l e s  que  l ' o n  

p e u t  o b s e r v e r  c h e z  P l a smod ium f a l c i p a r u m  ( Asn-Pro-Asn-Ala,  

s é q u e n c e  r é p é t é e  d ' u n e  p r o t é i n e  du  c i r c u m s p o r o z o ï t e  de 

Plasmodium f a 1  c iparum)  . 
L e  c a r a c t è r e  immunodominant d e  ces é p i t o p e s  a n t i g é n i q u e s ,  

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

c h e z  l e s  i n d i v i d u s  e n c o r e  s e n s i b l e s  à l ' i n f e c t i o n ,  a  f a i t  d i r e  

q u e  ces s t r u c t u r e s  a v a i e n t  pu  ê t r e  s é l e c t i o n n é e s  d u r a n t  

l ' é v o l u t i o n  p o u r  a i d e r  l e  p a r a s i t e  à é c h a p p e r  aux  conséquences  

d e  l a  r é p o n s e  immune. Ceci, p e u t - ê t r e  p a r  d i v e r s i o n  d e  ce t t e  

r é p o n s e  l o i n  des é p i t o p e s  i m p o r t a n t s  p r é s e n t s  s u r  d ' a u t r e s  

m o l é c u l e s  du p a r a s i t e  (Anders ,  1 9 8 6 )  . 

C e t t e  h y p o t h è s e  a  é t é  remise e n  q u e s t i o n  p a r  l e  f a i t  que  

d a n s  l e  c a s  d e  P lasmodium f a l c i p a r u m ,  il a é t é  mon t r é  que  des 

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



GLU pHE LEU THR PHE LEU LEU TRP GLY ARG ARG GLY ARG GLN ARG GLN ARG ALA THR  LEU^^ 

THR AÇp VAL PHE LEU TYR ASN ARG PRO LEU S E R  VAL GLY GLU LEU LYS MET I L E  LYS  GLU^^ 

VAL GLU ASP LYS LYS GLU LYS GLY S E R  GLY ASP SER GLU ASP LYS LYS GLU SER GLY A S P ~ O  

ASP LYS LYS GLU S E R  GLY ASP S E R  GLU ASP LYS LYS GLU SER GLY ASP SER GLU ASP L Y S ~ O O  

LYS GLY SER GLY ASP GLY ALA PHE ASN PRO ALA VAL S E R  ASN ALA THR THR H I S  ASP  ~ ~ ~ 1 2 0  

ARG GLY GLY ASP ARG LYS PRO VAL GLY I L E  TRP ASN I L E  PHE ASN TYR ARG GLN TYR 

figure 49:  P e p t i d e  GP 85 t r y p o  63-80 ( zone  e n c a d r é e )  



p e r m e t t r e  d e  b l o q u e r  l ' i n v a s i o n  d e s  s p o r o z o ï t e s  d a n s  des 

c e l l u l e s  h é p a t i q u e s  humaines ( B a l l o u ,  1985) . 
Dans l e  c a s  d e  Trypanosoma c r u z i ,  n o u s  a v o n s  r é a l i s é  l a  

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

s e c o n d  m o t i f  p r é s e n t a n t  une  m u t a t i o n  o b s e r v é e  d a n s  c e s  z o n e s  

r é p é t i t i v e s )  a f i n  d ' é t u d i e r  l a  p r o t e c t i o n  pouvan t  ê t r e  i n d u i t e  

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

n i v e a u  d e  l a  r éponse  i m m u n i t a i r e  T e t  B ( f i g u r e  4 9 ) .  

Nous donne rons  à c e  p e p t i d e  l e  nom: GP 85 trypo C63-80. En 

e f f e t ,  il p r o v i e n t  d ' u n e  g l y c o p r o t é i n e  (GP) d e  85 kDa d e  l a  

f o r m e  t r y p o m a s t i g o t e  d e  T rypanosoma  c r u z i ,  l a  s t r u c t u r e  

r e p r o d u i t e  se s i t u e  d a n s  l a  zone 63-80 du f r a g m e n t  s équencé  e t  

C p a r c e  q u ' u n e  c y s t é i n e  a é té  i n t r o d u i t e  e n  p o s i t i o n  N- te rmina le  

du p e p t i d e .  

2- PREPARATION D'IMMUNOGENES SYNTHETIQUES: COUPLAGE DE 

PEPTIDES SUR PROTEINES PORTEUSES 

L e s  p e p t i d e s  s y n t h é t i q u e s  s o n t  s o u v e n t  u t i l i s é s  p o u r  l a  

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

p e t i t e  t a i l l e  s o n t  c o n s i d é r é s  comme h a p t è n e s  c ' e s t - à - d i r e  

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

eux-mêmes u n e  r é p o n s e  a n t i c o r p s  ( e n  r a i s o n  d e  l ' a b s e n c e  

d ' é p i t o p e  T d a n s  l e u r s  s t r u c t u r e s ) .  L e u r  c o u p l a g e  s u r  une  

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

irnrnunogènes. L e  p o r t e u r  s t i m u l e  l e s  l y m p h o c y t e s  T q u i  a i d e n t  

e n s u i t e  à l a  r éponse  a n t i - h a p t è n e  (Mi t ch i son ,  1 9 7 1 ) .  



Les protéines porteuses utilisées couramment au laboratoire 

sont l'anatoxine tétanique, l'hémocyanine de patelle, la sérum 

albumine bovine et l'ovalbumine. Suivant l'étude que nous 

désirons effectuer avec ces peptides, nous possédons différentes 

techniques de greffage du peptide sur la protéine porteuse par 

des liaisons covalentes. 

2 .  1- Choix de la méthode de cou~laae 

2. 1. 1- Agent homobifonctionnel 

Le glutaraldéhyde, agent homobifonctionnel, permet le 

couplage du peptide par ses fonctions a ou & amines sur les 

fonctions amine de la protéine (Avrameas, 1969) . Le couplage se 
fera principalement par condensation de l'aldéhyde avec une 

fonction amine du peptide ou de la protéine résultant ainsi à la 

formation d'une imine. 

Cette méthode sera préférentiellement employée si nous 

désirons obtenir une réponse anticorps contre la partie C- 

terminale du peptide. En effet, les fonctions carboxylique du 

peptide ne seront jamais mises en jeu par cette technique. 

2. 1. 2- Les carbodiimides hydro-solubles 

Les carbodiimides solubles (Goodfriend, 1964) peuvent aussi 

bien induire après activation la liaison du peptide par ses 

fonctions carboxyliques que par ses fonctions amines sur la 

protéine. Cependant, si nous désirons obtenir une réponse 

anticorps principalement contre la 'partie N-terminale du 



ester 6-maléimidocaproique N-hydroxysuccinimide 

peptide - S 
- ICH~!~-CO-NH -protéine 

f igure 5 0 :  Couplage pept ide p r o i t e i n e  porteuse par 
l ' e s t e r  6-ma1.éimidocaproïque N-hydroxysuc- 
cinimide 



peptide, nous préfèrerons alors cette méthode de couplage à 

celle utilisant le glutaraldéhyde. 

2. 1. 3- Agent hétérobifonctionnel 

La dernière technique employée au laboratoire est la méthode 

utilisant un agent hétérobifonctionnel tel que l'acide 

maléimidocaproïque (Lee, 1980) . Cet agent permet la fixation du 
peptide sur la protéine par un seul point d'ancrage: la fonction 

thiol d'une cystéine. Ceci représente un avantage 

comparativement aux deux techniques précédemment décrites qui 

peuvent diminuer le nombre de degrés de liberté des chaînes par 

ancrage multiple sur la protéine. De plus, suivant la partie que 

l'on veut exposer principalement au système immunitaire, on 

pourra introduire de façon artificielle une cystéine en position 

N ou C-terminale lors de sa synthèse. 

L'acide maléimidocaproique est dans un premier temps activé 

puis couplé sur la protéine porteuse. Après élimination de 

l'excès de réactif, par dialyse le plus souvent, nous faisons 

réagir sur cette protéine "activéew un peptide possédant dans sa 

séquence un résidu cystéine sous forme thiol. 

Classiquement, le couplage de l'acide maléimidocaproïque sur 

la protéine se fait par l'intermédiaire de l'ester activé 

d'hydroxysuccinimide. Cet ester activé est obtenu par réaction 

de l'acide maléimidocaproïque avec 1'hydroxysuccinimide en 

présence de dicyclohéxylcarbodiimide (figure 50). Cette 

activation demandant une longue préparation et pouvant donner de 

mauvais rendements par précipitation de la protéine avec la 



dicyclohéxylurée r é s i d u e l l e  provenant de l ' a c t i v a t i o n ,  nous 

avons a l o r s  envisagé d ' a c t i v e r  l ' a c i d e  maléimidocaproïque au 

moyen du BOP avant de l e  coupler sur  l a  pro té ine .  

L1act. ivation s e  f a i t  dans l e  DMF en présence d'un équivalent 

de D I E A  pour amener l ' a c i d e  maléimidocaproïque sous forme de 

carboxyla te  e t  d 'un  équiva lent  de BOP. Après d i x  minutes, 

l ' e s p è c e  a c t i v é e  e s t  mise en c o n t a c t  avec l a  p r o t é i n e  

préa lablement  s o l u b i l i s é e  dans un tampon phosphate pH 7 

contenant 2 0 %  de D M F .  Le couplage s e  f a i t  sous a g i t a t i o n  à 

température ambiante durant 1 2  heures.  Après d ia lyse ,  l e  peptide 

e s t  amené sous forme rédu i t e .  La quan t i t é  de peptide g re f fé  sur  

l a  p ro té ine .es t  ensui te  évaluée. 

2 .  2- Dosage de l a  crua 8 ,  n t i t e  de ~ e ~ t i d e  c o u ~ l é  s u r  l a  

protéine porteuse Dar analvse d 'ac ides  aminés 

La q u a n t i t é  de pep t ide  couplé à l a  p r o t é i n e  peut ê t r e  

évaluée par analyse d 'ac ides  aminés . 
Pour cec i ,  des q u a n t i t é s  connues de p ro té ine  témoin e t  de 

conjugué sont  hydrolysées.  Cette hydrolyse acide t o t a l e  e s t  l e  

p lus  souvent r é a l i s é e  par l a  technique d'hydrolyse en phase gaz 

permettant de t r a v a i l l e r  su r  de p e t i t e s  quant i tés  de matér ie l .  

Après l ' a n a l y s e  des hydrolysa ts  s u r  l ' a n a l y s e u r  d ' ac ides  

aminés, en f a i s a n t  l e  rappor t  des va leur s  des ac ides  aminés 

s t a b l e s  absents du peptide en t re  l e s  deux analyses,  nous pouvons 

a l o r s  ramener l e s  va leurs  de l ' a n a l y s e  de l a  pro té ine  témoin à 

une concentration en pro té ine  identique à c e l l e  présente  dans l e  

conjugué . 



1 I I  I I I  1 v 

Bsp 

Thr 

Sltr 

u 
P r o  

Gly 

A l a  

V a  1 

M e t  

I l e  

Leu 

T y r  
Phe 

H i s  

LYS 

Arg 

a n a t o x i n e  c o n j u g u é  a n a t o x i n e  x d i f f é r e n c e  
s e u l e  r a p p o r t  R 11-111 

L ' a n a l y s e  d'acides a m i n é s  s u r  " d i f f é r e n c e  II-III" donne l a  

c o m p o s i t i o n  du p e p t i d e :  

T r o u v é e  T h é o r i q u e  

AsP 4 , 8 6  4 

S e r  3 , 3 6  4 

Glu 3 / 0 1  3  

G ~ Y  3 , 0 7  3  

LY s 3 , 0 6  4 

0 , 6 6  nanomole d e  GP 85  t r y p o  63-80C p o u r  6 , 2 5  pg d ' a n a t o x i n e  

Figure 5 O V : M i s e  e n  é v i d e n c e  d u  c o u p l a g e  d ' u n  
p e p t i d e  s u r  p r o t é i n e  p o r t e u s e  p a r  

. a n a l y s e  d ' a c i d e s  a m i n é s  



Ensuite, par différence entre les valeurs de ces deux 

analyses, nous faisons apparaître les acides aminés constitutifs 

du peptide. Les valeurs des acides aminés absents du peptide 

issues de cette différence doivent alors être proches de zéro. 

L'illustration de ce type de calcul est représentée sur la 

figure 50' . Il s'agit du couplage du peptide GP 85 trypo C63-80 
sur l'anatoxine tétanique par la méthode utilisant l'acide 

maléimidocaproïque comme agent hétérobifonctionnel. Celui-ci a 

été couplé sur la protéine après activation au moyen BOP. 

50 mg d'anatoxine ont été hydrolysés ainsi qu 'une aliquote 

de conjugué. Le 1/4 des hydrolysats sont analysés. Les valeurs 

obtenues sont reproduites dans les colonnes 1 et II. 

Le rapport R a été calculé sur la base des quantités 

quantités desacides aminés Ile, Leu et Val (la valeur moyenne 

obtenue est de 0 , 5 )  . 
La colonne III ramène les quantités des acides aminés de 

1 'analyse de 1 'anatoxine à une concentration identique à celle 

du conjugué. 

Par différence, dans la colonne IV, nous faisons alors 

apparaître les acides aminés constitutifs du peptide. 

Le traitement de ces valeurs permet de retrouver une 

composition correcte du peptide. Nous pourrons ensuite 

déterminer la quantité exacte de peptide couplé sur la protéine. 



3- CHIMIE DU PEPTIDE GP 85 trypo C63-80 

3. 1 sy - nthese 

Nous avons choisi de synthétiser un peptide de séquence: 

Asp-Lys-Lys-Glu-Ser-Gly-Asp-Ser-Glu-Asp-Lys-Lys-Gly-Ser-Gly-Asp- 

Ser-Glu. De façon à pouvoir le coupler sur une protéine porteuse 

par la méthode utilisant un agent hétérobifonctionnel, nous 

avons introduit en position N-terminale un résidu cystéine. 

Il a été synthétisé, suivant le schéma Boc/TFA, à deux 

reprises. La première fois, sur un synthétiseur semi- 

automatique, la seconde fois sur un synthétiseur automatique 

(Applied Biosystem 430A) . 
Au cours de la première synthèse, des prélèvements de résine 

ont été effectués régulièrement afin d'étudier l'épitope minimum 

nécessaire à une réponse cellulaire ou immune. 

Les groupes protecteurs utilisés au cours de ces deux 

synthèses ont été identiques sauf pour le résidu cystéine situé 

en position N-terminale du peptide. 

Les résidus sérine ont été protégés sous forme d'éther 

benzylique, les résidus acide aspartique et glutamique sous 

forme d'ester de cyclohéxyle s'ils venaient après un résidu 

sérine, sinon sous forme d'ester benzylique. La fonction E amine 

des résidus lysine par un groupe chlorobenzyloxycarbonyle. 

Dans la première synthèse, le résidu cystéine était protégé 

par un groupement acétamidométhyle, protection stable au 

fluorure d'hydrogène. Sa déprotection est obtenue par traitement 

au moyen d'acétate mercurique afin de libérer la fonction thiol. 

. . 



Pour l a  seconde synthèse ,  l a  chaîne l a t é r a l e  du rés idu  

cys té ine  a  é t é  protégé par  un groupement méthyl-4 benzyle qui 

e s t  c l i v é  pendant l e  t ra i tement  f i n a l  au f luoru re  d'hydrogène en 

présence de c réso l  e t  de t h i o c r é s o l .  Dans ce cas, l e  th ioc réso l  

e s t  indispensable  pour ob ten i r  une déprotect ion complète de l a  

chaîne l a t é r a l e  du res idu  cys té ine  (Heath, 1 9 8 6 ) .  Le pept ide 

obtenu s e  t rouve  directement  sous forme r é d u i t e  ( l a  chaîne 

l a t é r a l e  du résidu cys té ine  e s t  sous forme de t h i o l )  e t  pourra 

ê t r e  u t i l i s é  directement pour son couplage s u r  p ro tè ine  porteuse 

préac t ivée  par l ' a c i d e  maléimidocaproïque. 

Après c l ivage  du pept ide  de son support e t  f i l t r a t i o n  sur  

g e l ,  l a  pure té  de ce lu i -c i ,  évaluée par  HPLC phase inverse,  a  

é t é  considérée su f f i san te  pour mener à bien nos études (>80%) .  

C e t t e  séquence pept id ique  f a i t  p a r t i e  d 'une  p r o t é i n e  de 

sur face  de 85 KDa appartenant au trypomastigote.  Cet te  protéine,  

d é c r i t e  pa r  Peterson e t  a l .  (Peterson, 1985) e s t  impliquée dans 

l e s  phénomènes d'adhésion e t  de pénétrat ion du p a r a s i t e .  D'autre 

p a r t ,  A .  Ouaissi  e t  a l  ont démontré que l e  récepteur p a r a s i t a i r e  

pour l a  f i b r o n e c t i n e  é t a i t  r ep résen té  pa r  une p r o t é i n e  de 

surface de masse moléculaire ident ique.  

En premier l i e u ,  nous avons donc essayé de déterminer s i  l e  

pept ide répété  dans l a  séquence en acides aminés de l a  protéine 

85 KDa pouva i t  co r respondre  à une p a r t i e  du r e c e p t e u r  

directement  impliquée dans l a  l i a i s o n  de l a  f i b r o n e c t i n e  e t ,  

éventuellement en conserver l ' a c t i v i t é .  Dans ce  but,  nous avons 



@-s-s-(o) + R-SH - S-S-R 

Thiopyr tdone  

figure 51: Couplage de peptide sur un gel dlagarose au 
soufre activé 



envisagé de procéder par chromatographie d'affinité et par 

marquage du peptide à l'isothiocyanate de fluorescéine. 

3. 2. 1- Couplage du peptide GP 85 trypo C63-80 sur 

une colonne de gel Sepharose 

Après déprotection du groupe acétamidométhyle du résidu 

cystéine de GP 85 trypo C63-80, le peptide a été greffé sur du 

gel Sépharose de type "Thiolactivated Sepharose 4B". Ce gel se 

compose d'un groupement pyridyl dithioglutathion couplé à une 

Sépharose 4B activée au moyen du bromure de cyanogène. Le 

couplage du peptide se. réalisera alors par sa fonction thiol 

(figure 51). Ce procédé permet un contrôle quantitatif de la 

réaction par détection spectrophotométrique à 343 nm de la 

thiopyridone formée. Le coefficient d'absorption à cette 

longueur d'onde étant de 8'08 103 M-1 cm-1. 

Cette technique, facile à mettre en oeuvre si l'on prend 

soin de travailler sous azote, permet la fixation du peptide par 

un seul point d'ancrage. 

3. 2. 2- Marquage du peptide GP 85 trypo 69-80 à la 

fluorescéine 

Toujours dans l'objectif de déterminer si ce peptide pouvait 

représenter le recepteur parasitaire pour la fibronectine, nous 

l'avons marqué à l'isothiocyanate de fluorescéine pour étudier 

son éventuelle fixation à la surface de cellules telles que les 

macrophages ou les fibroblastes. 



Figure 51' : HPLC phase inverse analytique du peptide 
GP trypo 69-80 marqué à l'isothiocyanate de 
fluorescéine après HPLC préparative. 



En r a i s o n  du g r a n d  nombre de  f o n c t i o n s  amine s u r  GP 85 t r y p o  

C63-80, nous  avons  c h o i s i  de marquer  l e  p e p t i d e  de 1 2  a c i d e s  

aminés  a p p e l é  GP 85 t r y p o  69-80 d o n t  l a  s équence  e s t :  Asp-Ser- 

Glu-Asp-Lys-Lys-Gly-Ser-Gly-Asp-Ser-Glu. C e  p e p t i d e  r e p r é s e n t e  

l e  m o t i f  m o d i f i é  p l u s  3  a c i d e s  aminés ,  il p o s s è d e  d a n s  s a  

s t r u c t u r e  t r o i s  f o n c t i o n s  amine  a u  l i e u  d e  5  p o u r  GP 85 t r y p o  

C63-80 . 

L e  c o u p l a g e  a  é t é  r é a l i s é  e n  m i l i e u  b a s i q u e  d a n s  un mélange 

p y r i d i n e / e a u  e n  p r é s e n c e  d e  1,1 é q u i v a l e n t  d ' i s o t h i o c y a n a t e  de  

f l u o r e s c é i n e .  Après e x t r a c t i o n  d e  l ' e x c è s  de r é a c t i f ,  nous avons 

p u r i f i é  p a r  HPLC p h a s e  i n v e r s e  l e  m i l i e u  r é a c t i o n n e l  ( f i g u r e  

5 L e s  t r o i s  p i c s  q u e  l ' o n  p e u t  o b s e r v e r  s u r  l e  

chromatogramrne c o r r e s p o n d e n t  a u  p e p t i d e  GP 85 t r y p o  69-80 marqué 

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

f o n c t i o n s  amine .  En r a i s o n  des c o n d i t i o n s  de pH, ma in t enu  e n t r e  

8  e t  10,  p o u r  f a v o r i s e r  l a  r é a c t i o n  d e  coup lage ,  l e  marquage ne  

s ' e s t  p a s  uniquement  e f f e c t u é  s u r  l a  f o n c t i o n  amine N- te rmina le  

du p e p t i d e  m a i s  éga lement  s u r  les  f o n c t i o n s  & amine des r é s i d u s  

l y s i n e .  

3 .  2 .  3- Couplage d e  GP 85 t r y p o  C63-80 s u r  p r o t é i n e  

p o r t e u s e  

L e  c o u p l a g e  d e  GP 85 t r y p o  C63-80 s u r  p r o t é i n e  p o r t e u s e  a  

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

I l  f a u t  t o u t e f o i s  n o t e r  que  les  i m m u n i s a t i o n s  e n  vue de  

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

. . 



ont é t é  r é a l i s é e s  avec ce pept ide couplé s u r  anatoxine té tanique 

au moyen d'un agent hétérobifonct ionnel .  

Les expériences pour l ' é t u d e  de l a  s t imulat ion lymphocytaire 

T ont é t é  menées avec ce pept ide couplé sur  l 'ovalbumine par l e  

glutaraldéhyde ou sur  sérum albumine bovine par une carbodiimide 

so luble .  

4-  RESULTATS BIOLOGIQUES 

4 .  1- GP 85  t rypo  6 3  - 88 a ~ ~ a  - r t i e n t - i l  au r é c e ~ t e u  r 

p a r a s i t a i r e  pour l a  f ibronect ine? 

Le p e p t i d e  a p p a r t i e n t  à une séquence r é p é t i t i v e  d 'une 

glycoprotéine de 85 kDa de sur face  du trypomastigote e t  semble 

r e p r é s e n t a t i f  d 'une p a r t i e  importante de c e t t e  molécule. Nous 

avons donc voulu é t u d i e r  s ' i l  pouvait  représenter  l e  recepteur  

p a r a s i t a i r e  pour l a  f ibronect ine .  

Nous avons es sayé  dans un premier  temps d ' é t u d i e r  l a  

f i x a t i o n  de l a  f ib ronec t ine  marquée à l ' i o d e  su r  GP 85 t rypo 

C63-80 préalablement couplé à un g e l  de Sepharose. La pro té ine  

e t  l e  g e l  ont é t é  incubés ensemble sous a g i t a t i o n  pendant une 

heure. La séparat ion de l a  f ibronect ine  non f ixée  a é t é  r é a l i s é e  

de deux façons d i f f é r e n t e s .  S o i t  par  lavages s u c c e s s i f s  après  

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

cen t r i fuga t ion  du mil ieu réac t ionnel  su r  un gradient  de sucrose 

à 20% dans l e  R P M I .  A l a  s u i t e  de ces opérations,  l a  quan t i t é  de 

f ibronect ine  f ixée  e s t  déterminée par comptage gamma. 

. . 



D'autres expériences ont été menées avec GP 85 trypo 69-80 

marqué à la fluorescéine. Nous avons essayé de mettre en 

évidence sa fixation sur des cellules telles que les 

macrophages, les fibroblastes (qui sont des cellules recouvertes 

de fibronectine dimère) et d'inhiber cette fixation à l'aide de 

peptide contenant la séquence Arg-Gly-Asp-Ser . Après lavage, le 
pourcentage de cellules marquées à la fluorescéine de celles non 

marquées est déterminé par cytofluorométrie de flux. 

Ces deux types d'expériences, ne nous ont pas permis de 

démontrer que les peptides GP 85 trypo C63-80 et GP 85 trypo 69- 

80 étaient susceptibles de se fixer à la fibronectine. 

En effet, nous n'avons jamais mis en évidence la fixation 

spécifique du peptide GP 85 trypo 69-80 à la surface des 

cellules types macrophages ou fibroblastes, ni la fixation de la 

fibronectine sur GP 85 trypo C63-80 couplé au gel de sépharose. 

Bien évidemment, ces résultats n'excluent pas pour autant 

l'appartenance de ce peptide au récepteur parasitaire pour la 

fibronectine. 

En effet, d'après les résultats d'immunoprécipitation 

obtenus avec des sérums de souris immunisées avec GP 85 trypo 

C63-80 couplé sur l'anatoxine tétanique au moyen d'un agent 

hétérobifonctionnel, nous pouvons dire qu'il fait probablement 

partie du récepteur. Les anticorps obtenus contre cette séquence 

reconnaissent en effet trois protéines de surface du 

trypomastigote les 68, 85 et 160 K D a .  



a 
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+- Anatoxine tétanique 
* GP 85 trypoC63-80 
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figure 52 :  Tableau de l a  mor ta l i t é  cumulative de s o u r i s  
immunisées avec GP 85 trypoC63-80 



4. 2 - Effet protecteur du pept ide GP 85 t r v ~ o  C63 - 80 

chez des souris irnrnunisees 0 0 , # 

Les souris immunisées avec GP 85 trypo C63-80 couplé sur 

anatoxine tétanique développent une importante rép0ns.e anticorps 

dirigée à la fois contre le peptide et contre des antigènes 

solubles de trypomastigotes. Ce phénomène a été démontré par une 

technique d'analyse immunoenzymologique, l'ELISA (Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay) . La production d'anticorps permet à ces 

souris de résister à une infection d'épreuve avec une dose 

létale de trypomastigotes sanguicoles de souches Y. 

Comme le montre la figure 52, l'immunisation avec GP 85 

trypo C63-80 permet une protection partielle des souris 

infectées. En effet, 42 jours après l'infestation, on observe 

que 40% des souris immunisées avec le peptide sont toujours en 

vie. Par contre, la mortalité est de 100% pour le groupe de 

souris immunisées avec l'anatoxine tétanique, et 90% pour le 

groupe de souris n'ayant subi aucune injection. Il est à 

signaler que dans ce lot contrôle, une souris est rentrée en 

phase chronique de la maladie. 

Cette expérience montre donc que par l'induction d'anticorps 

anti-peptide GP 85 .trypo C63-80,. il est possible de limiter la 

prolifération parasitaire; l'intéraction du parasite avec la 

cellule-hôte étant empêchée par les anticorps anti-peptide qui 

se fixent probablement au niveau de la protéine de 85 kDa. 

Ces résultats montrent ainsi pour la première fois dans le 

modèle Trypanosoma cruzi, qu'un peptide synthétique mimant une 

structure du parasite et utilisé comme immunogène, est capable 

d'induire une protection partielle chez la souris. 



Lysat de trypomastigc 
t GP 85 trypoC63-80 
* GP 85 trypoC63-80 1 
* Ovalbumine (Ova) 

figure 53: T e s t  d e  p r o l i f é r a t i o n  d e  c e l l u l e s  T 
s e n s i b l i s é e s  p a r  GP 85 trypoC63-80 c o u p l é  
s u r  ova lbumine  v i s - à - v i s  de d i f f é r e n t s  
a n t i g è n e s .  



l u e n c e  du ~ e p t i d e  G 4 .  3- I n f  P 85 t r v ~ o  C63 - 80 s u r  l e s  

c e l l u l e s  a <  immunitaires T e t  B 

S u i t e .  à l ' o b t e n t i o n  de c e s  r é s u l t a t s  mon t r an t  une p r o t e c t i o n  

p a r t i e l l e  chez  l a  s o u r i s ,  nous avons  voulu  é t u d i e r  l ' i m p l i c a t i o n  

que  p o u v a i t  a v o i r  c e  p e p t i d e  d a n s  l e  s y s t è m e  i m m u n i t a i r e ,  e n  

p a r t i c u l i e r  au  n i v e a u  d e s  c e l l u l e s  T e t  B .  

4 .  3 .  1- R e s t i m u l a t i o n  d e s  lymphocytes  T d e  s o u r i s  

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

C o r r a d i n  e t  a l .  ( C o r r a d i n ,  1 9 7 6 ) .  1 0  à 1 2  j o u r s  a p r è s  

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

i n j e c t i o n  de l ' a n t i g è n e  à l a  b a s e  de l a  queue e n  p r é s e n c e  ou non 

d ' a d j u v a n t  c o m p l e t  d e  F r e u n d ,  l e s  g a n g l i o n s  i n g u i n a u x  e t  

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

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

c u l t u r e  à fond  p l a t ,  e t  mises en  c o n t a c t  a v e c  d i v e r s  a n t i g è n e s  à 

d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s  d u r a n t  5 j o u r s .  1 8  h e u r e s  a v a n t  l a  

f i n  de l a  c u l t u r e ,  de l a  t h y m i d i n e  t r i t i é e  e s t  a d d i t i o n n é e .  

L ' i n c o r p o r a t i o n  de l a  t h y m i d i n e  p e r m e t t r a  d e  q u a n t i f i e r  

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

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  mon t r en t  ( f i g u r e  53) que  l e s  c e l l u l e s  

l y m p h o c y t a i r e s  s e n s i b i l i s é e s  p a r  GP 85  t r y p o  C63-80 c o u p l é  s u r  

o v a l b u m i n e  e n  p r é s e n c e  d ' a d j u v a n t  c o m p l e t  d e  F r e u n d  s o n t  

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

a n t i g é n i q u e .  Cet te  r e s t i m u l a t i o n  n ' e s t  p a s  l e  f a i t  du p o r t e u r  

u t i l i s é .  En e f f e t ,  l a  p r o l i f é r a t i o n  d e - c e s  c e l l u l e s  n ' e s t  p a s  



Lysat de trypomastig 
GP 85 lrypoC63-80 
GP 85 trypoC63-80 
Ovalbumine (Ova) 

figure 54: Test de prolifération de cellules T 
sensiblisées par l'adjuvant complet de 
Freund vis-à-vis de différents antigènes. 



observée lorsqu'elles sont mises en contact avec de l'ovalbumine 

seule. De plus, nous avons pu également observer une 

restimulation de ces cellules par contact avec GP 85 trypo C63- 

80 couplé sur sérum albumine bovine au moyen d'une carbodiimide 

hydro-soluble. Ceci indique que la spécificité de restimulation 

est liée à GP 85 trypo C63-80 et non au porteur ou à l'agent de 

couplage. 

La restimulation des cellules lymphocytaires sensibilisées 

au peptide GP 85 trypo C63-80 couplé sur ovalbumine n'a jamais 

été observée par action du lysat total de trypomastigotes. 

Cependant, nous avons pu constater que les cellules 

lymphocytaires sensiblisées par l'adjuvant complet de Freund, 

pouvaient être restimulées par action du peptide GP 85 trypo 

C63-80 couplé sur ovalbumine (figure 54) . Une communauté 

antigénique entre ce peptide et certains déterminants des 

mycobactéries constituant de l'adjuvant complet de Freund aurait 

pu être responsable de ce phénomène. Cette hypothèse semble 

exclue: en effet, les cellules provenant d'animaux sensibilisés 

par d'autres antigènes sans adjuvant complet de Freund ou en 

présence de d'adjuvant incomplet de Freund sont également 

restimulées par GP 85 trypo C63-80 couplé à un porteur. 

Ces résultats suggèrent donc que GP 85 trypo C63-80, 

reproduisant une séquence d'une protéine parasitaire, peut 

amplifier la réponse proliférative de lymphocytes T déjà 

préactivés. Cette préactivation qui peut être directe (par les 

antigènes) ou indirecte (par des cytokines) apparait 

indispensable pour l'observation du En effet, des 
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milieu de culture 

BSA 50 pg/ml k- 

GP 85 trypoC63-80/OVA 
10 pg/ml 

OVA 50 pg/ml 

figure 5 5 :  Test de prolifération de cellules T humaines 
vis-à-vis de GP trypoC63-80 en présence de P H A .  
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cellules de souris saines (non immunisées) ne présentent aucune 

réponse au contact de GP 85 trypo C63-80. 

Afin de confirmer ces observations, d'autres études ont été 

menées sur la réponse proliférative de cellules T humaines 

n'ayant pas eu de contact avec le parasite. Il a été observé que 

ces cellules T, préactivées par des doses suboptirnales de 

mitogène (PHA 10-5 M), avaient une réponse proliférative lors du 

contact avec GP 85 trypo C63-80 couplé sur porteur (figure 55). 

En absence de mitogène, aucune prolifération n'a pu être 

induite. 

4. 3. 2- Stimulation polyclonale B induite par GP 85 

trypo C63-80 

L'immunisation de souris par GP 85 trypo C63-80 couplé sur 

l'anatoxine tétanique au moyen de l'acide maléimidocaproïque a 

induit la production d'anticorps dirigés contre ce peptide et 

les antigènes solubles libérés par les trypomastigotes. Ces 

anticorps ont été détectés h l'aide d'une méthode 

immunoenzymatique type ELISA. De plus, ces anticorps sont 

capables d'immunoprécipiter 3 protéines de surface du 

trypomastigote dont une protéine de 85 kDa (figure 56). 

Cependant, au cours d'autres tests ELISA réalisés avec ces 

mêmes sérums, il a pu être mis en évidence des anticorps dirigés 

contre des antigènes sans relation avec le parasite tels que la 

sérum albumine bovine, ltovalbumine, l'hémocyanine de patelle et 

la fibronectine. Cette production d'anticorps non spécifiques 



A: Sérum de s o u r i s  immunisée 
avec GP 85 t rypoC63-80;~~ 

B:  Sérum d e - s o u r i s  s a i n e  

Figure 56: P r o f i l  du g e l  d'irnmunoprécipitation des 
an t igènes  de su r f ace  de t rypomast igotes  par  
l e s  an t i co rps  anti-GP 85 t r y p o  C63-80 



montre que le peptide induit une stimulation polyclonale des 

lymphocytes B chez la souris. 

Il faut cependant noter que cette stimulation polyclonale 

des lymphocytes B n'a pas été mise en évidence chez le lapin. En 

effet, les anticorps produits après immunisation avec GP 85 

trypo C63-80 couplé sur anatoxine tétanique au moyen du 

glutaraldéhyde ne reconnaissent que ce peptide et les antigénes 

solubles de trypomastigotes. 

4. 4- Conclusions 

Dans le cadre des études sur les vaccins synthétiques, le 

but est de déterminer une structure suffisante capable d'induire 

une protection efficace contre le pathogène à combattre. 

L'utilisation en tant qu'immunogène du peptide GP 85 trypo 

C63-80 représentant deux séquences répétées se trouvant dans la 

glycoprotéine de surface de 85 kDa a montré qu'il était capable 

d'induire une protection partielle chez la souris après 

infestation. Bien qu'une protection ait également pu être 

obtenue après immunisation avec un peptide représentant le site 

minimum d'attachement cellulaire de la fibronectine, c'est la 

première fois, dans ce modèle, qu'un effet protecteur est obtenu 

après immunisation avec un peptide mimant une structure de 

surface du parasite. 

Les investigations menées ensuite afin d'étudier le rôle que 

pouvait avoir ce peptide sur le système immunitaire ont montré 



qu'il était capable d'induire une stimulation polyclonale des 

lymphocytes T et B. 

Les études précédentes menées sur cette maladie avaient pu 

mettre en évidence, aussi bien chez l'homme que chez l'animal 

d'expérience, l'existence de signes de stimulation polyclonale. 

En effet, Minoprio et al. (Minoprio, 1986) ont montré qu'il 

était possible de trouver un grand nombre de lymphocytes T 

activés, chez des souris, en phase aiguë de la maladie. De plus, 

il a été montré que des souris infectées avec Trypanosoma cruzi 

présentaient une activation polyclonale de leurs cellules B se 

traduisant par une augmentation très importante du nombre des 

cellules productrices d'anticorps (Ortiz-Ortiz, 1980; D ' Imperio, 

1985) . Cette stimulation polyclonale peut être mise en évidence 
par l'analyse de la production spontanée de plage de lyses, par 

la technique des plages d'hémolyses, ainsi que par l'observation 

d'une réponse anticorps spécifiques d'antigènes sans relations 

avec le parasite. 

Il faut également préciser que c'est surtout au cours de la 

phase chronique que les manifestations autoimmunes sont les plus 

marquées. L'existence de substances à activité irnmunosuppressive 

pourrait alors réduire les mécanismes de défense de l'hôte et 

laisser l'autoimmunité se dèvelopper. L'effet de stimulation 

polyclonale de la protéine contenant GP 85 trypo C63-80, libérée 

par les quelques parasites encore présents en phase chronique, 

pourrait entretenir les manifestations antoimmunes amorcées en 

phase aiguë. 

Bien qu'une protection ait pu être mise en évidence après 

immunisation et infestation avec une dose létale de parasites, 



l e  p e p t i d e  G P  85  t r y p o  C63-80 n e  s ' a v è r e  p a s  un bon c a n d i d a t  

p o u r  l a  s t r a t è g i e  v a c c i n a l e  q u e  n o u s  a v i o n s  e n v i s a g é e  à 

l ' o r i g i n e  d e  c e  t r a v a i l .  

C e c i  mon t r e  que ,  s i  l es  p e p t i d e s  s o n t  les  o u t i l s  i d é a l s  dans  

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

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

des  d é s o r d r e s  i m m u n o l o g i q u e s  s i m i l a i r e s  à c e r t a i n e s  

m a n i f e s t a t i o n s  o b s e r v é e s  l o r s  d e  l a  m a l a d i e .  

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

c o n t r e  c e t t e  p r o t é i n e  d e  85 kDa à p a r t i r  du p e p t i d e  GP 85 t r y p o  

C63-80 i n f l u a i t  s u r  l a  p é n é t r a t i o n  du p a r a s i t e  d a n s  l a  c e l l u l e  

du f a i t  d e  l a  p r o t e c t i o n  i n d u i t e .  L e  c h o i x  d ' u n  a u t r e  p e p t i d e  

d a n s  c e t t e  séquence  p o u r r a i t  p robab lemen t  p e r m e t t r e  l ' o b t e n t i o n  

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



5- SYNTHESE D'IMMUNOGENES CHIMIQUEMENT DEFINIS 

D e  p l u s  e n  p l u s ,  l e s  p e p t i d e s  s y n t h é t i q u e s  s o n t  u t i l i s é s  

d a n s  l e  domaine  d e  l a  v a c c i n a t i o n  humaine .  I l  d e v i e n t  a l o r s  

o b l i g a t o i r e  d ' é v i t e r  1 ' u t i l i s a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  p o r t e u s e s  

c l a s s i q u e s .  

En e f f e t ,  cel les-ci  n e  s o n t  p a s  d e  q u a l i t é  é g a l e  d ' u n  l o t  à 

l ' a u t r e ,  l e s  c o n j u g u é s  o b t e n u s  a p r è s  c o u p l a g e  s o n t  de n a t u r e  

t r è s  h é t é r o g è n e s .  L e  manque d e  c a r a c t é r i s a t i o n  de ces s t r u c t u r e s  

n ' e s t  p a s  a d m i s s i b l e  e n  t h é r a p i e  humaine.  D e  p l u s ,  ces p r o t é i n e s  

p e u v e n t  ê t r e  à l ' o r i g i n e  d ' e f f e t s  s e c o n d a i r e s  i n d é s i r a b l e s .  Des 

phénomènes d e  t o l é r a n c e  v i s - à - v i s  d e  ces g r o s s e s  m o l é c u l e s  

amènen t  à une  d i m i n u t i o n  d e  l a  r é p o n s e  i m m u n i t a i r e  c o n t r e  

1 ' h a p t è n e  (Herzenbe rg ,  1980)  . E n f i n ,  des a n t i c o r p s  a n t i - a g e n t s  

d e  c o u p l a g e  o n t  d é j à  é t é  m i s  en  é v i d e n c e  a v e c  l e  g l u t a r a l d é h y d e  

e t  l es  m a l é i m i d e s  (Edwards, 1989; Br i and ,  1985)  . 
L a  f r a c t i o n  a n t i g é n i q u e  p e p t i d i q u e  r e p r é s e n t e  d a n s  l a  

p l u p a r t  des cas une  f r a c t i o n  m i n e u r e  d e  l a  masse t o t a l e  du 

c o n j u g u é  p o r t e u r - p e p t i d e .  L e s  a n t i c o r p s  r e c h e r c h é s  n e  

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

s u r t o u t  quand l e  p o u v o i r  immunogène du p o r t e u r  est  s u p é r i e u r  à 

c e l u i  du  p e p t i d e  conjugué  (ceci,  s ' e s t  p a r  exemple a v é r é  ê t r e  l e  

c a s  du p e p t i d e  GP 85 t r y p o  C63-80).  

P o u r  c e s  r a i s o n s ,  d ' a u t r e s  a l t e r n a t i v e s  a u  c o u p l a g e  d e  

p e p t i d e  s u r  p o r t e u r  o n t  é t é  i m a g i n é e s .  La p r e m i è r e  f u t  d e  

c o n j u g u e r  l e  p e p t i d e  s u r  lui-même p a r  p o l y m é r i s a t i o n  (DiMarchi,  

1986; J o l i v e t ,  1 9 8 7 ) .  Cependant ,  l e s  t e c h n i q u e s  u t i l i s é e s  pour  y 

p a r v e n i r  r i s q u e n t  d ' a l t é r e r  l ' i m m u n o g é n i c i t é  e f f i c a c e  du p e p t i d e  
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f i g u r e  57: Candblabre :  r e p r é s e n t a t i o n  s impl i f i ée  



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

couplages  peuvent ê t r e  eux-mêmes immunogènes. 

Un nouveau système d e  p r é s e n t a t i o n  m u l t i p l e  de  1 ' a n t i g è n e ,  

l e  "MAPs" ( " m u l t i p l e  a n t i g e n  p r e s e n t a t i o n  system") , proposé  p a r  

Tam e t  c o l .  (Tam, 1988, P o s n e t t  1988, Tam 1989) c o n t i e n t  une 

m a t r i c e  d e  r é s i d u  l y s i n e  ( n  n i v e a u x )  donc ,  2n c o p i e s  de  

l ' a n t i g è n e  e t  permet d ' o b t e n i r  une p r é s e n t a t i o n  s o u s  forme de 

macromolécule chimiquement d é f i n i e ,  à h a u t e  d e n s i t é  en a n t i g è n e  

p e p t i d i q u e  ( p l u s  d e  90% d e  l a  masse )  e t  d o n t  l a  masse 

m o l é c u l a i r e  dépasse  souvent  10000. Nous avons dénommé l a  ma t r i ce  

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

"candélabre"  ( f i g u r e  57 )  . 
L e  c a n d é l a b r e  o c t a v a l e n t  (3  n iveaux)  semble p r é s e n t e r  l e  

maximum d ' e f f i c a c i t é .  Cependant, d ' a u t r e s  c o n f i g u r a t i o n s  peuvent 

ê t r e  e n v i s a g é e s .  I l  p e r m e t  l a  p r o d u c t i o n ,  d ' a n t i c o r p s  

po lyc lonaux  q u i  peuvent  r é a g i r  avec  l e  p e p t i d e  a u s s i  b i e n  sous 

forme monomère que polymère e t  peu d ' a n t i c o r p s  d i r i g é s  c o n t r e  l e  

p o r t e u r  l y s i n e .  

D e  p l u s ,  il e s t  p o s s i b l e  d ' o b t e n i r ,  a p r è s  immunisation avec 

de t e l l e s  c o n s t r u c t i o n ,  d e s  a n t i c o r p s  monoclonaux s p é c i f i q u e s  du 

p e p t i d e .  

Dans l e  c a d r e  d e s  é t u d e s  s u r  l e  RGD, nous v o u l i o n s  o b t e n i r  

un a n t i c o r p s  monoclonal s p é c i f i q u e  d e  c e t t e  séquence .  L 'échec  

s u b i  pour l a  p roduc t ion  d ' a n t i c o r p s  monoclonal, avec  GP 85 t r y p o  

C63-80 couplé  s u r  p r o t é i n e  p o r t e u s e  en r a i s o n  d e s  t r o p  nombreux 

c l o n e s  r é a g i s s a n t  c o n t r e  l e  p o r t e u r ,  nous  a  e n c o u r a g é  à 

s y n t h é t i s e r  un c a n d é l a b r e  p o r t a n t  l a  séquence  Arg-Gly-Asp-Ser 



pour être utilisé comme immunogène. Nous avons tout d'abord 

synthétisé Arg-Gly-Asp-Ser-candélabre. Avec une structure 

d'aussi petite taille, nous voulions étudier s'il était possible 

d'obtenir des anticorps polyclonaux et éventuellement un 

anticorps monoclonal spécifique. Nous avons également synthétisé 

un autre candélabre portant le peptide Ala-Val-Thr-Gly-Arg-Gly- 

Asp-Ser-Pro-Ala (Fn 80-89). 

5. 1- Synthèses des candélabres 

La première étape dans ce travail fut le choix d'une résine 

compatible pour ce type de synthèse. Les synthèses réalisées par 

Tarn et col. ont été faites sur une résine de type 

phénacylacétamido-méthyle. L'avantage de cette résine est 

qu'elle ne subit pas de perte de peptide à chaque étape de 

déprotection par l'acide trifluoroacétique (voir la partie 

générale) . Au laboratoire, nous avons choisi une résine de type 
benzhydrylamine qui offrait le double avantage de ne pas subir 

de perte de peptide à chaque cycle de déprotection et d'être 

facilement modulable quant à sa charge. 

Dans un premier temps, nous avons greffé comme premier acide 

aminé la BOC-palanine. L'utilisation de cet acide aminé comme 

étalon interne après l'analyse d'acides aminés d'un peptide 

candélabre s'est montré peu satisfaisant. En effet, il apparait 

dans une zone difficile à calibrer sur le chromatogramme obtenu 

après analyse, et, est souvent contaminé par les résidus 

d'hydrolyse incomplète Nous avons donc décidé d'utiliser pour 

les prochaines synthèses la norleucine en remplacement de la 

palanine. Cet acide aminé non naturel -ne sera jamais retrouvé 
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dans la séquence de peptide biologiquement actif et sera un 

étalon interne de choix parfaitement défini sur le 

chromatogramme obtenu après analyse d'acides aminés . 
Après avoir greffé l'acide aminé étalon, nous avons couplé 

les trois rangs de résidus lysine par couplage successif de 

diBoc-lysine. Celle-ci, sous forme de son sel de 

dicyclohéxylamine (DCHA) a été couplée après activation au moyen 

du BOP. Ce mode d'activation évite d'avoir à déplacer 

préalablement le sel. 

5 .  1. 1- Arg-Gly-Asp-Ser-Candélabre 

Les couplages des acides aminés correspondants au peptide à 

synthétiser ont été réalisés après formation de l'ester activé 

d' HOBt, sur une résine benzhydrylamine portant, (LYS) 7-P~la. 

Aucun problème particulier n'a été rencontré durant cette 

synthèse. 

La purification de Arg-Gly-Asp-Ser-Candélabre après clivage 

par le fluorure d'hydrogène a été réalisée par gel filtration 

plutôt que par dialyse en raison de sa bonne solubilité dans 

l'acide acétique à 5%. 

L'analyse d'acides aminés après hydrolyse acide totale, 

montre une composition correcte de tous les acides aminés hormis 

la sérine. La faible valeur de la sérine est imputable aux 

conditions d'hydrolyse qui dégradent de façon importante cet 

acide aminé. 
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figure 58  : Schéma représentant deux voies possibles 
pour la construction d'un peptidyl-candélabre 



La synthèse de ce nouveau candélabre a été réalisée dans les 

mêmes conditions que pour le Arg-Gly-Asp-Ser-Candélabre et sur 

le même type de résine. 

Le faible rendement observé après clivage par le fluorure 

d'hydrogène ( 4 6 , 3 % )  pourrait être imputé en partie à la nature 

de la résine (benzhydrylamine). En effet, la cinétique de 

libération du peptide sur ce type de résine est moins rapide 

qu'avec les autres résines habituellement utilisées. 

La composition de cette structure après analyse d'acides 

aminés après hydrolyse acide totale était satisfaisante. Une 

gel-filtration s'est avérée néanmoins nécessaire pour éliminer 

les traces de p-crésol résiduelles provenant du clivage par le 

fluorure d'hydrogène. 

5. 1. 3- Nouvelles méthodes 

Il est aussi intéressant de posséder le peptide sous forme 

monomère. Il serait donc intéressant d'avoir accès plus 

rapidement à une construction type "candélabre" sans avoir à 

refaire une synthèse compléte du peptide. 

Nous avons alors envisagé une stratégie permettant d'obtenir 

une telle construction à partir de la forme monomère et d'une 

matrice polylysine activée. 

L'idée est de synthétiser une structure polylysine identique 

à celle de Tam mais fonctionnalisée après la troisième rangée de 

lysine par un agent hétérobifon~tionne1'~ui sera ensuite capable 





de réagir avec un peptide préparé indépendernment et muni d'une 

fonction capable de réagir avec l'agent hétérobifonctionnel 

(figure 58). 

Nous avons donc envisagé coupler un peptide par sa fonction 

thiol sur la structure polylysine (Lys7-P~la) par 

l'intermédiaire de l'acide maléimidocaproïque (MC). Une telle 

structure sera appelée "candélabre-MCw. 

5. 1. 3. 1- Synthèse de "candélabre-MC" 

La synthèse de "candélabre-MC" a été réalisée par couplage 

de l'acide maléimidocaproïque au moyen du BOP sur une résine 

benzhydrylamine portant (LYS) -]-P~la suivi du clivage par le 

fluorure d'hydrogène. 

Nous avons voulu d'abord étudier le comportement de l'acide 

maléimidocaproïque dans les conditions de couplage utilisées 

(DIEA) et après traitement au fluorure d'hydrogène. Il ressort 

des HPLC phase inverse A et B (figure 59) que l'acide 

maléimidocaproïque ne subit qu'une faible dégradation en milieu 

DMF/DIEA par rapport à celle que l'on observe en milieu H20/DIEA 

(HPLC phase inverse C, figure 59). Le produit formé résulte 

probablement de l'ouverture du cycle maléimide par hydrolyse 

(Keller, 1980) . De plus, l'acide maléimidocaproïque ne subit de 
dégradation suite à son traitement par le fluorure d'hydrogène 

(HPLC phase inverse D, figure 59) ; cependant, si 1'HPLC phase 

inverse ne semble pas un moyen idéal pour étudier 

quantitativement la destruction de la molécule, 1 'analyse par 

Résonance Magnétique Nucléaire nous a'permis de confirmer la 



figure 60: HPLC phase  i n v e r s e  a n a l y t i q u e s  pendant l e  
couplage  du p e p t i d e  Al le rgène  117-133 s u r  l e  
candélabre-MC 
A:  Après a v o i r  a j o u t e  du p e p t i d e  en  d é f a u t  
B :  Après a v o i r  a j o u t é  du p e p t i d e  en excès 



bonne stabilité de l'acide maléimidocaproïque après traitement 

par le fluorure d'hydrogène. 

Après la synthèse de la polylysine sur la résine 

benzhydrylamine chargée à 0,6 méq/g, nous n'avons jamais pû 

coupler quantitativement l'acide maléimidocaproïque sur le 

dernier rang de lysine. Cette non-saturation a été confirmée par 

analyse d'acides aminés après hydrolyse acide totale de la 

résine ayant été préalablement traiter en milieu basique (ceci 

permet de libérer plus rapidement l'acide Eaminocaprïque) . Dés 

lors, nous sommes repartis d'une résine portant un résidu bAla 

moins chargée (0,28 méq/gr) pour construire un "candélabre-MC" 

sur lequel tout l'acide maléimidocaproïque semble couplé (test 

de Christensen). Après clivage par le fluorure d'hydrogène nous 

obtenons le "candélabre-MC". 

5. 1. 3. 2- Couplage d'un peptide réduit sur le 

"candélabre-MC" 

Nous avons réalisé le couplage du peptide Allergène 117-133 

(peptide correspondant à un allergène majeur de Dermatophagoïdes 

pteronyssinus) possédant dans sa séquence un résidu cystéine. 

1,5 équivalent de peptide ont été utilisés par rapport au 

"candelabre-MC" . Une impureté du peptide semblant ne pas 

contenir de cystéine, a servi de référence pour observer la 

disparition du peptide Allergène 117-133 (couplage au 

candélabre) de façon concomitante à l'apparition d'un massif 

caractéristique du candélabre (figure 60) . Après isolement du 
candélabre-MC-(peptide Allergène 117-133) par gel-filtration, et 

.. 



ana lyse  d ' a c i d e s  aminés a p r è s  hydrolyse a c i d e  t o t a l e ,  u n  

rendement de couplage de 50 % a  pû ê t r e  déterminé. 

5 .  1. 4-  Conclusion 

La synthèse de pept ide sur  candélabre s ' e s t  montrée ê t r e  une 

technique t r è s  f a c i l e  à mettre en oeuvre. Pour l e s  peptides que 

nous avons s y n t h è t i s é s  de c e t t e  façon,  l a  s e u l e  exigence 

importante à respecter  e s t  l a  charge i n i t i a l e  de l a  r é s i n e .  En 

e f f e t ,  une charge t r o p  importante de l a  r é s ine  portant  ~ y s 7 - P ~ l a  

rend l e  couplage des acides aminés suivant plus  d i f f i c i l e .  

En ce  q u i  concerne l e  "candélabre-MC" que nous avons 

syn thé t i sé  en vue de coupler un pept ide possédant une cystéine,  

l e s  r é s u l t a t s  r e s t e n t  encore imparfa i t s .  En e f f e t ,  nous n'avons 

pas r é u s s i  à coupler s u r  ce  nouveau type de candélabre l e s  8 

chaînes peptidiques prévues. 

La non s a t u r a t i o n  du "candélabre-MC par l e  pept ide pour ra i t  

correspondre à une d i f f i c u l t é  d ' a c c e s s i b i l i t é  des fonc t ions  

maléimides par  l e  pept ide ou encore à une modification de ces  

fonct ions (ouverture) . 

Un phénomène d'encombrement s t é r i q u e  au niveau de c e t t e  

molécule semble peu probable .  En e f f e t ,  l a  cons t ruc t ion  du 

modèle moléculaire ne montre pas l ' a p p a r i t i o n  de gènes s té r iques  

importantes. 

La s t r u c t u r e  s y n t h é t i s é e  n ' e s t  que pa r t i e l l ement  so luble  

dans l e s  condi t ions de couplage (DMF/H20 5 0 % ) .  La consommation 



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

phénomène. 

L' i n t r o d u c t i o n  d ' u n e  f o n c t i o n  p e r m e t t a n t  une  m e i l l e u r e  

s o l u b i l i s a t i o n  a m è n e r a i t  p e u t - ê t r e  à une  a m é l i o r a t i o n  d e s  

r e n d e m e n t s .  Ce t t e  f o n c t i o n  p o u r r a i t  ê t r e  u n e  f o n c t i o n  amine 

p e r m e t t a n t  u n e  s o l u b i l i s a t i o n  à pH i n f é r i e u r  à 7 d e  f a ç o n  à 

p r o t é g e r  l e  c y c l e  malé imide  q u i  es t  s e n s i b l e  a u  pH b a s i q u e .  



6 - ANTICORPS MONOCLONAL ANTI-Arg-Gly-Asp-Ser, RESULTATS 

Le but de ce travail était la production d'un anticorps 

monoclonal spécifique de la séquence RGD. La possession d'un tel 

anticorps serait d'une grande utilité pour la mise en évidence 

de façon indirecte de séquences RGD constitutives des protéines 

de surface de cellules humaines ou de microorganismes. Il 

pourrait être utilisé comme sonde spécifique. 

Après immunisation de souris avec Arg-Gly-Asp-Ser-candélabre 

et contrôle des titres anticorps contre la fibronectine et Arg- 

Gly-Asp-Ser-candélabre, ces souris ont été sacrifiées afin de 

récupérer les lymphocytes spléniques. Ceux-ci sont alors 

fusionnés avec des cellules provenant de myélomes. 

Les clones résultants de cette fusion, sont sélectionnés 

après analyse des surnageants de culture par la technique ELISA. 

Celle-ci permet la mise en évidence des anticorps anti- 

fibronectine et anti-Arg-Gly-Asp-Ser-candélabre. 

Les premiers clones positifs dans cette recherche ont 

répondu envers Arg-Gly-Asp-Ser-candélabre. La suite de cette 

sélection a donc été poursuivie par contrôle sur cet antigène. 

L'anticorps monoclonal obtenu a été caractérisé comme étant 

une immunoglobuline de classe IgGl Nous l'appelerons pour 

faciliter l'écriture: Ac III D4. 

Cependant, cet Ac III D4 n'est pas capable de reconnaître en 

méthode ELISA (reconnaissance de l'antigène immobilisé sur un 

support solide par 1 'anticorps en solution) d'autres antigènes 



++ Arg-Gly-Asp-Ser 
* Fn 80-88C 
* Poly LLys 

figure 61: Tests d'inhibition ELISA. 



portant la séquence RGD que le Arg-Gly-Asp-Ser-candélabre. C'est 

ainsi qu'il répond négativement contre Fn 80-88C (peptide 

représentant la séquence entourant et contenant RGD dans la 

fibronectine native), Arg-Gly-Asp-Ser, la fibronectine, la 

laminine, le collagène de type III, le C 3 et les peptides FMDV, 

Pep 63 (peptides contenant une séquence RGD). 

Ce manque de réactivité vis-à-vis d'autres séquences 

contenant RGD pourrait être dû au fait que cet anticorps 

monoclonal ne reconnaisse que le motif Arg-Gly-Asp-Ser dans 

l'environnement qu'il possède au sein du candélabre. 

Des expériences de compétition en ELISA ont montré que Fn 

80-88C amené en solution en même temps que l'anticorps Ac III D4 

est capable d'inhiber la fixation de cet anticorps sur le Arg- 

Gly-Asp-Ser-candélabre immobilisé sur support insoluble ( ~ : ) A J &  61 ) 

Bien que la polylysine, porteur du peptide, ait été décrit 

comme non génératrice d'anticorps, il semble que dans notre cas 

il joue un rôle. En effet, seule, elle est capable d'inhiber la 

fixation de l'anticorps monoclonal Ac III D4 sur le Arg-Gly-Asp- 

Ser-candélabre. 

Nous avons peut-être atteint la taille minimum de peptide 

sur candélabre pour 1 'obtention d'un anticorps monoclonal 

antipeptide. La séquence reconnue par un tel anticorps devant 

être constituée d'un enchaînement de plusieurs acides aminés 

(supérieur à 4), le Ac III D4 doit reconnaître Arg-Gly-Asp-Ser 

dans une présentation très particulière faisant intervenir les 

résidus lysine. 

.. 



La synthèse d'un a u t r e  candélabre portant  l a  séquence Fn 80- 

89 devra i t  t r è s  certainement permettre d 'ob ten i r  un ant icorps  de 

meil leure s p é c i f i c i t é .  La s é l e c t i o n  des clones au cours de ces 

prochaines expér iences  devra s e  f a i r e  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  à 

l ' a i d e  du peptide Fn 80-88C e t  de l a  f ibronect ine .  

Dans l e  cadre d'immunisation d'animaux avec des pept ides  

couplés s u r  p ro té ines  por teuses ,  on considère souvent que l a  

p r o t é i n e  permet d'amener des é p i t o p e s  T n é c e s s a i r e s  à l a  

production d ' an t i co rps  contre l 'haptène ,  e t  d'augmenter l a  demi- 

v i e  du pept ide  i n  v i v o .  Le système de candélabre ne cons t i tue  

pas un por teur  c lassique,  cependant, il a  é t é  montré comme é tan t  

hautement immunogène. Ce paradoxe peut  ê t r e  expl iqué  s i  l e  

p e p t i d e  c o n t i e n t  dans s a  séquence un é p i t o p e  T ou s i  l e  

candélabre a g i t  comme un antigène T-indépendant. Ces candélabres 

pour ra ien t  ressembler aux an t igènes  T-indépendants q u i  sont  

souvent  r e p r é s e n t é s  comme é t a n t  de  g r o s s e s  molécules  

polymérisées aux déterminants antigéniques r é p é t i t i f s .  

Cependant, l a  réponse indui te  par de t e l s  antigènes e s t  t r è s  

généralement de type IgM même en réponse seconda i re .  Dans 

l ' é t u d e  de Posnet t  e t  a l .  (Posnet t ,  1988),  l a  réponse observée 

é t a i t  principalement de type IgG1. Ceci montre l a  présence d'un 

épi tope  T dans l a  s t r u c t u r e  de l a  molécule. Compte tenu de l a  

longueur du pept ide,  il e s t  f o r t  probable que c e t  ép i tope  s o i t  

s i t u é  dans l e  p e p t i d e .  En e f f e t ,  on cons idère  l a  longueur 

minimale d 'un épi tope  T comme é t a n t  de 6 à 7 r é s idus  d 'ac ides  

aminés. 

Dans no t re  étude,  l ' a n t i c o r p s  obtenu après  hybridat ion e s t  

de type IgGl e t  non de type  IgM. Ceci montre que dans l a  



structure ~rg-Gly-Asp-Ser-candélabre, utilisée en tant 

qu'immunogène, devait également se trouver un épitope T impliqué 

pour la production d'anticorps antipeptide. 





Afin de l u t t e r  con t re  l a  maladie de Chagas, nous avons 

envisagé l a  mise en oeuvre de nouvelles s t r a t é g i e s  basées sur l a  

compréhension des mécanismes d 'adhésion des p a r a s i t e s  sur  l e s  

c e l l u l e s  hôtes .  

Pour r é a l i s e r  c e s  é t u d e s ,  nous avons é t é  amenés à 

syn thé t i se r  de nombreux peptides,  sur tout  en ce qui concerne l e s  

analogues du t é t r a p e p t i d e  Arg-Gly-Asp-Ser, e t  de ce  f a i t  à 

i n t rodu i re  de nouvelles techniques au l abora to i re .  

La synthèse mul t ip le  en phase s o l i d e ,  d é c r i t e  l a  première 

f o i s  par Houghten, s ' e s t  montrée t o u t  à f a i t  performante pour ce 

genre d 'é tude .  Nous avons pu syn thé t i se r ,  en environ deux mois, 

4 0  analogues de Arg-Gly-Asp-Ser correspondants aux s é r i e s  Arg- 

Xxx-Asp-Ser e t  Arg-Gly-Asp-Xxx. Les pep t ides  obtenus après  

c l i v a g e  par  t r a i t e m e n t  par  l e  f l u o r u r e  d'hydrogène dans un  

appare i l lage  multiposte se  sont montrés d'une pureté  t o u t  à f a i t  

s a t i s f a i s a n t e .  Les analyses  d ' a c i d e s  aminés après  hydrolyse 

ac ide  t o t a l e  en phase gaz n 'ont  montré aucune contamination des 

pept ides  e n t r e  eux, r i sque  majeur par  l a  combinaisons de ces 

deux techniques (synthèse multiple en phase so l ide  e t  c l ivage en 

mult iposte)  . Les problèmes rencontrés au cours de ces synthèses 

ont  tou jours  é t é  fonct ions  des groupes p ro tec teur s  ou de l a  

séquence pept idique.  Dans l e  cas  du pept ide Arg-Asp-Asp-Ser par 

exemple, une impor tante  p r o p o r t i o n  de p e p t i d e  sous forme 

d 'aspart imide a  é t é  formée l o r s  du c l ivage  par t ra i tement  par l e  

f luorure  d'hydrogène. 

Les é tudes  menées s u r  ce pept ide  ont montré q u ' i l  é t a i t  

poss ib le  de minimiser c e t t e  réac t ion  sec.ondaire par  modification 



du choix des groupes protecteurs et du traitement final par le 

fluorure d'hydrogène. Cependant, des études complémentaires 

devraient permettre d'améliorer encore les résultats obtenus. 

La spectrométrie de masse utilisant l'ionisation de type FAB 

("Fast Atom Bombardment") nous a également .fourni des 

renseignements très précieux pour l'élucidation des réactions 

secondaires survenues. Dans le cas de Arg-Asp-Asp-Ser, 

1' impureté correspondant à l'aspartimide a pu ainsi être 

rapidement mise en évidence. 

Concernant le peptide Arg-Glu-Asp-Ser, la spectrométrie de 

masse nous a permis de confirmer la présence d'un ester 

benzylique résiduel sur l'acide glutamique. 

Cette méthode d'analyse nous a permis également de confirmer 

la structure des peptidyl-drogues que nous avions synthétisées 

dans le cadre de l'étude du ciblage de drogue sur le parasite. 

Nous avons élaboré plusieurs immunogènes synthétiques 

destinés à la vaccination contre le Trypanosoma cruzi par 

association du peptide sur protéine porteuse suivant différentes 

méthodes. Nous nous sommes particulièrement intéressés à la 

technique utilisant un agent de couplage hétérobifonctionnel, 

l'acide maléimidocaproïque, que nous avons couplé sur protéine 

après activation au moyen du BOP. 

Dans le but d'obtenir un anticorps monoclonal contre le 

tétrapeptide Arg-Gly-Asp-Ser, nous avons synthétisé des 

antigènes de composition chimiquement définie type "candélabre". 

La réalisation de tels immunogènes s'est montrée facile à mettre 

en oeuvre et présentera certainement un essor considérable ces 

. . 
prochaines années. 



Les résultats d'inhibition de fixation de la fibronectine 

sur les trypomastigotes n'ont pas permis de mettre en évidence 

de meilleurs inhibiteurs que le peptide Arg-Gly-Asp-Ser et 

susceptibles d' être utilisés in vivo. L'étude réalisée avec les 

peptides analogues de Arg-Gly-Asp-Ser devait permettre de 

différencier l'affinité de ces peptides envers les recepteurs 

parasitaire et cellulaire de la fibronectine. Il n'a pas été 

possible de mener les expérimentations que dans le modèle 

parasitaire. En effet, nous n'avons jamais été capables de 

reproduire les expériences sur les fibroblastes ou les 

macrophages. 

Les modifications induites par l'introduction d'un acide 

aminé en position N-terminale de Arg-Gly-Asp-Ser n'ont pas 

modifié de manière sensible l'affinité de cette série de 

peptides (Xxx-Arg-Gly-Asp-Ser) pour le recepteur parasitaire 

pour la fibronectine. Cependant, pour les deux autres séries de 

peptides, Arg-Xxx-Asp-Ser et Arg-Gly-Asp-Xxx, les modifications 

induites sont plus conséquentes. Seuls quelques peptides 

possédent une activité inhibitrice de la fixation de la 

fibronectine sur les trypomastigotes. Des études complémentaires 

restent cependant à réaliser afin de déterminer s'ils sont 

meilleurs inhibiteurs que Arg-Gly-Asp-Ser. 

Des phénomènes d'amplification de fixation de la 

fibronectine à la surface des trypomastigotes, qui restent 

encore inexpliqués, ont été mis également en évidence. 

Les études de ciblage de drogues sur les trypomastigotes 

n'ont pas permis d'augmenter la toxicité des drogues utilisées. 



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

l e s  p e p t i d e s  c o n t e n a n t  l a  s équence  Arg-Gly-Asp-Ser o n t  e u  comme 

e f f e t  l e u r  d é t o x i f i c a t i o n .  Ma lg ré  ces r é s u l t a t s ,  n o u s  a v o n s  

v o u l u  c o n f i r m e r  l e  r ô l e  du p o r t e u r  a u  c o u r s  de ces é t u d e s .  Nous 

avons  é t é  a l o r s  s u r p r i s  d ' o b s e r v e r  une p e r t e  de l ' a f f i n i t é  de  l a  

p e p t i d y l - d r o g u e  s u r  l e  p a r a s i t e  l o r s q u e  l e  p o r t e u r  e s t  l e  

t é t r a p e p t i d e  Arg-Gly-Asp-Ser. C e s  r é s u l t a t s  é t a i e n t  d ' a u t a n t  

p l u s  s u r p r e n a n t  que  t o u s  l es  p e p t i d e s  d e  l a  sé r ie  Xxx-Arg-Gly- 

Asp-Ser r e s t a i e n t  i n h i b i t e u r s  de l a  f i x a t i o n  de l a  f i b r o n e c t i n e  

s u r  l e  t r y p o m a s t i g o t e .  L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  a v e c  l e s  d r o g u e s  

c o u p l é e s  s u r  l e  p e p t i d e  Fn 80-88C semblen t  m o n t r e r  que  l e  n i t r o -  

2 im idazo ly l -Fn  80-88C c o n s e r v e  une a f f i n i t é  quo ique  f a i b l e  pour  

l e  p a r a s i t e .  

L ' u t i l i s a t i o n  de p e p t i d e  comme immunogène s y n t h é t i q u e  d a n s  

l e  modèle Trypanosoma cruzi a  p e r m i s  de m o n t r e r  une f o i s  de p l u s  

l a  v a l i d i t é  du c o n c e p t  de v a c c i n  s y n t h é t i q u e .  Nous a v o n s  pu 

o b t e n i r ,  a p r è s  i m m u n i s a t i o n  de s o u r i s  d e  l a b o r a t o i r e  a v e c  un 

p e p t i d e  r e p r é s e n t a n t  un f r agmen t  d ' u n e  p r o t é i n e  de s u r f a c e  de  l a  

f o r m e  t r y p o m a s t i g o t e ,  u n e  p r o t e c t i o n  p a r t i e l l e  c o n t r e  

l ' i n o c u l a t i o n  d ' u n e  dose  l é t h a l e  d e  t r y p o m a s t i g o t e s .  

Cependant ,  nous  avons  éga l emen t  mon t r é  que  ce p e p t i d e  é t a i t  

à 1 ' o r i g i n e  d ' u n e  p r o d u c t i o n  p o l y c l o n a l e  d ' a n t i c o r p s  e t  d ' u n e  

s t i m u l a t i o n  p o l y c l o n a l e  d e  lymphocytes  T .  D e  t e l s  phénomènes o n t  

é t é  m i s  e n  é v i d e n c e  au  c o u r s  de l ' i n f e c t i o n  humaine e t  an ima le ,  

e t  s e r a i e n t  p r o b a b l e m e n t  r e s p o n s a b l e s  du  d é v e l o p p e m e n t  d e  

l ' a u t o i m m u n i t é  c a r a c t é r i s t i q u e  d e  l a  m a l a d i e  de Chagas  e n  phase  

c h r o n i q u e .  



Cependant, s i  dans ce  modèle, l e  pep t ide  é t u d i é  s ' a v è r e  

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

sé lec t ionnée  semble e l l e  ê t r e  une bonne c i b l e  dans l a  s t r a t é g i e  

v a c c i n a l e .  L e  choix d 'une a u t r e  séquence de c e t t e  p r o t é i n e  

pe rmet t r a i t  probablement d 'obteni r  également un e f f e t  protecteur  

t o u t  en év i t an t  1 ' a c t i v i t é  de s t imulat ion polyclonale . 





A- PRINCIPES GENERAUX . 

1- E L I M I N A T I O N  DES FINES PARTICULES 

Un l o t  d e  25 g r  d e  r é s i n e  e s t  m i s  e n  s u s p e n s i o n  d a n s  un 

l i t r e  d e  méthanol ,  les p a r t i c u l e s  l es  p l u s  f i n e s  remonten t  à l a  

s u r f a c e  e t  s o n t  é l i m i n é e s  a v e c  l ' e x c è s  de s o l v a n t .  C e t t e  

o p é r a t i o n  e s t  r é p é t é e  3 f o i s ,  p u i s  l a  r é s i n e  e s t  t r a n s f é r é e  d a n s  

une  ampoule à d é c a n t e r  e t  l a v é e  p a r  du c h l o r u r e  de  m é t h y l è n e .  

Aprés  d é c a n t a t i o n ,  l es  p a r t i c u l e s  f i n e s  de  l a  p h a s e  i n f é r i e u r e  

s o n t  é l i m i n é e s .  L ' o p é r a t i o n  es t  r é p é t é e  3 f o i s .  

2- FIXATION D U  PREMIER A C I D E  A M I N E  

L e  Boc -ac ide  aminé  e s t  m i s  e n  s o l u t i o n  d a n s  un  mélange  

é t h a n o l / e a u :  5 / 1 .  Une s o l u t i o n  d e  c a r b o n a t e  d e  c é s i u m  e s t  

a j o u t é e  g o u t t e  à g o u t t e  j u s q u ' à  o b t e n t i o n  d ' u n  pH é g a l  à 7 .  La 

s o l u t i o n  e s t  é v a p o r é e  à sec à 40°C. L e  r é s i d u  h u i l e u x  est r e p r i s  

d a n s  du DMF. Après a v o i r  a j o u t é  l a  r é s i n e  c h l o r o m é t y l é e ,  l e  

mélange e s t  maintenu s o u s  a g i t a t i o n  à 50°c pendan t  24  h e u r e s .  

La r é s i n e  e s t  e n s u i t e  f i l t r é e  e t  l a v é e  p a r  du DMF ( x 3 ) ,  

~ M F / e a u :  1/1 ( x 3 ) ,  ~ ~ F / é t h a n o l :  1/1 ( x l ) ,  é t h a n o l  ( x 3 ) ,  méthanol  

(x2) . 
La B o c - p e p t i d y l - r é s i n e  e s t  r é c u p é r é e  e t  s é c h é e  d a n s  un 

d e s s i c c a t e u r .  

La c h a r g e  de l a  r é s i n e  p e u t  ê t r e  c a l c u l é e :  s o i t  p a r  dosage  

d e s  i o n s  c h l o r u r e s  (méthode d e  C h a r p e n t i e r - V o l h a r d )  ou d o s a g e  

d e s  f o n c t i o n s  amines (méthode d e  G i s i n )  . 
. . 



3- DETERMINATION DE LA CHARGE DE LA PEPTIDYL-RESINE 

3. 1 - Méthode de C har~entier-Volhard 

Les 7 premièrs filtrats de lavage sont récupérés et 

concentrés à sec. Le résidu est repris dans un volume connu 

d'eau déminéralisée. 

A une aliquote nous ajoutons: 

- 25 ml d1AgN03 0,05N 
- 10 ml d1HN03 6N 

- 5 ml de nitrobenzène 
- 4/5 gouttes d'une solution d'alun de fer 
ammoniacal 

Un dosage en retour de l'excès de nitrate d'argent est 

effectué par une solution de KSCN 0,05N. 

3. 2- Méthode de Gisis 

Après déprotection et neutralisation, 100 à 200 mg de résine 

pesés 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,lN 3 x 2' 
dans CH2C12 

- CH2C12 3 x 2' 

- DIEA 5% 3 x 2' * 
- CH2C12 2 x 2' * 



Les filtrats marqués du symbole *, sont recueillis et 

dosés spectrophotométriquement. La densité optique mesurée à 362 

nm (picrate de DIEA: Ga, = 15000 ~-lcm-l) permet de calculer la 

charge par gramme de peptidyl-résine. 

4- ELONGATION DE LA CHAINE PEPTIDIQUE 

Toutes les synthèses réalisées au cours de ce travail ont 

été efectuées selon la stratégie Boc/TFA. Elle consiste en une 

succession de cycles de déprotection, neutralisation, couplage 

(suivant différentes procédures) avec des étapes de lavages 

intermédiaires. Aprés chaque cycle, un contrôle est effectué 

afin de confirmer le bon déroulement des opérations par un test 

de Kaiser ou Christensen. 

Nous avons travaillé suivant le protocole: 

deprotection - CH2C12 2  x  2' 

- TFA 50% dans 1 x  2' 
CH2C12 1 x 20' 

neutralisation - DIEA 5% dans 3  x  2' 
CH2C12 

- CH2C12 3 x 2  

test de Kaiser ou Christensen 

couplage 

lavages après - DMF 3 x 2 '  

couplage - CH2C12 3  x  2' 

test de Kaiser ou Christensen 



S i  l e  t e s t  res te  p o s i t i f  (ou  d o u t e u x )  a p r è s  p l u s i e u r s  

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

d e  f a ç o n  permanente  p a r  a c é t y l a t i o n  s e l o n  l e  p r o t o c o l e  s u i v a n t :  

- CH2C12 2  x 2 '  

- AcOAc 5% d a n s  

CH2C12 c o n t e n a n t  1 x  10 ' 
2 , 5 %  DIEA 

- CH2C12 3 x 2 '  

5- METHODES DE COUPLAGE DE L ' A C I D E  AMINE 

L e s  c o u p l a g e s  s o n t  e f f e c t u é s  g é n é r a l e m e n t  a v e c  2 , 5  

é q u i v a l e n t s  d e  Boc -ac ide  aminé  e t  d ' a g e n t  a c t i v a t e u r  de l a  

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

5 .1 -  E s t e r  a c t i v é  d ' H O B t  

L e  Boc-acide aminé e s t  i n t r o d u i t  d a n s  l e  r é a c t e u r  c o n t e n a n t  

l a  r é s i n e .  On a j o u t e  u n e  s o l u t i o n  d e  DMF c o n t e n a n t  2 , 5  

é q u i v a l e n t s  d l H O B t .  A p r è s  une  p r e m i è r e  a g i t a t i o n ,  d e  c o u r t e  

d u r é e ,  une s o l u t i o n  d e  DMF c o n t e n a n t  2 , 5  é q u i v a l e n t s  d e  DCC es t  

a j o u t é e .  L e  volume d e  r é a c t i o n  p e u t  ê t r e  c o m p l é t é  a v e c  du CH2C12 

ou du DMF a f i n  d ' a v o i r  une  a g i t a t i o n  e f f icace  t o u t  e n  r e s t a n t  

su f f i s ammen t  c o n c e n t r é .  

5 .2 -  Anhydride s y m é t r i q u e  

Une s o l u t i o n  d e  2 , 5  é q u i v a l e n t s  d e  DCC d a n s  CH2C12,  r e f r o i d i e  

à O°C, es t  a j o u t é e  à une  s o l u t i o n  p r é a l a b l e m e n t  r e f r o i d i e  à O°C 



de 5 équivalents de Boc-acide aminé dans CH2C12. Après 10 minutes 

d'incubation à O°C, la dicyclohéxylurée formée est éliminée par 

filtration, l'éluat est évaporé à sec et repris dans du DMF 

avant d'être introduit dans le réacteur. 

5.3- BOP 

2,s équivalents de Boc-acide aminé et de BOP sont mis en 

solution dans CH2C12, ou DMF, avec parfois présence de NMP ou 

DMSO. A cette solution, sont ajoutés 7,5 équivalents de DIEA. 

Après quelques minutes d'agitation l'ensemble est introduit dans 

le réacteur contenant la peptidyl-résine. 

6- CONTROLES APRES DEPROTECTION OU APRES COUPLAGE 

6.1- Mise en évidence des fonctions amines   rima ires 

Test de Kaiser 

A quelques milligrammes de peptidyl-résine sont ajoutées 3 

gouttes des solutions suivantes: 

- A: 809 de phénol dans 20 ml d'éthanol 
qualité UV. 

- B: 2 ml d'une solution de KCN 0,001N dans 

100 ml de pyridine bidistillée. 

- C: 500 mg de ninhydrine dans 10 ml 

d'éthanol qualité UV. 

Après incubation pendant 5 minutes à llO°C, l'observation de 

la coloration bleue des grains de résine et de la solution 



indique l a  présence de fonct ions amines pr imaires  ( l e  t e s t  e s t  

p o s i t i f )  . Par contre ,  une so lu t ion  r e s t é e  jaune a i n s i  que des 

g r a i n s  inco lo res  témoignent de l ' absence  de fonct ions  amines 

réac t ives .  ( t e s t  néga t i f )  . 
Le t e s t  d o i t  ê t r e  p o s i t i f  après  dépro tec t ion  e t  négat i f  

après  couplage. 

6 . 2 -  Mise en évidence des fonctions amines secondaires 

Test de Christensen 

A quelques milligrammes de peptidyl-résine,  sont a joutés  

- 200  p l  d 'acétone. 

- 50 p l  d'une so lu t ion  sa turée  de 

2,3,5,6-tétrachloro-1 ,benzoquinone 

(ch lo ran i l )  dans l e  toluène.  

Après a g i t a t i o n  à température ambiante pendant 5 minutes, l a  

c o l o r a t i o n  des g ra ins  de r é s i n e  e s t  observée.  E l l e  d o i t  ê t r e  

b leue-ver te  dans une s o l u t i o n  r e s t é e  jaune s i  des fonct ions  

amines secondaires  sont  p résen tes  ( t e s t  p o s i t i f ) .  Par contre  

l ' a b s e n c e  de c o l o r a t i o n  r é v è l e  l a  d i s p a r i t i o n  des fonct ions  

amines secondaires.  

7- CLIVAGE DU PEPTIDE PAR LE FLUORURE D'HYDROGENE 

- " H I G H  HF"  

Le c l i v a g e  e s t  r é a l i s é  dans une i n s t a l l a t i o n  en t é f l o n  

s i t u é e  sous une ho t t e  v e n t i l é e .  



Le fluorure d'hydrogène (HF) est distillé à partir d'une 

bouteille-réserve dans un premier réacteur mis sous vide et 

plongeant dans de l'azote liquide. Après liquéfaction par 

réchauffement, 1 'HF est distillé dans un second réacteur 

plongeant dans de l'azote liquide où se trouve la peptidyl- 

résine et les pièges à carbocations. 10 ml d'HF/ lgr de 

peptidyl-résine/ 1 gr de para crésol/ 1 gr de diméthyl sulfure. 

Après une heure d'agitation à O°C, l'HF est évaporé sous 

vide, le mélange peptide résine est lavé sur fritté n04 par de 

l'éther qui permet l'élimination du para crésol et des 

groupements protecteurs libérés. Le peptide est ensuite 

solubilisé dans des solutions aqueuses d'acide acétique à 5% 

puis à 50%. 

Ces solutions sont congelées et lyophilisées. 

Le principe du clivage par le fluorure d'hydrogène en 

appareil multiposte est identique. Seul le matériel change. A 

savoir que le premier réacteur d'HF peut contenir un volume 

important, et que l'appareil multiposte permet de réaliser 6 

clivages peptide-résine, simultanément dans 6 réacteurs. La 

distillation du premier réacteur vers les 6 autres se fait de 

façon homogène. Nous n'avons pas observé de variation. 

8- HYDROLYSE ACIDE TOTALE-ANALYSE D'ACIDES AMINES 

8. 1- Hvdrolyse en   hase liquide 

A 1 mg de peptide, placé dans un tube à hydrolyse, 1 ml 

d'acide chlorydrique 6N et quelques gouttes d'une solution de 



phénol à 5% sont ajoutés. L'hydrolyse est effectuée sous vide à 

llO°C pendant 24 ou 72 heures suivant la séquence du peptide. 

8.2- Hvdrolvse sur résine 

A 2 ou 3 mg de peptidyl-résine, dans un tube à hydrolyse, 1 

ml d'acide chlorydrique 12N et 1 ml d'acide propionique sont 

ajoutés. La solution est dégazée par un rapide courant d'azote. 

Le tube est placé à 130°C pendant 2 heures s'il s'agit d'une 

résine chlorométhylée, ou 16 heures s'il s'agit d'une 

benzhydrylamine résine. 

8. 3- Hydrolyse en phase aaz 

Un micro-tube en pyrex préalablement pyrolisé contenant une 

solution de 10 à 20 nanomoles de peptide et 10 pl de phénol à 5% 

est mis à sec puis placés dans un dessiccateur dans lequel se 

trouve un becher contenant 2 ml d'HC1 6N et 140 pl d'acide 

thioglycolique. Le dessiccateur, sous vide, est placé dans une 

étuve chauffée à llO°C pendant 24 heures. 

8. 4- 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. 



9- CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 

Les solutions de peptide sont déposées sur des couches mince 

de silice sur plaque d'aluminium. 

Après migration dans un système de solvants approprié, les 

plaques sont révélées par un réactif à la ninhydrine (spécifique 

des fonctions amines primaires), puis par la technique de 

Reindel-Hoppe (révélateur des liaisons peptidiques) 

9. 1- Révélation à la ninhvdrine - 

Les plaques sont aspergées par une solution de: 

- ninhydrine : 1 gr 

- éthanol : 375 ml 

- acide acétique: 75 ml 
- collidine : 15 ml 

puis chauffées une minute à l'étuve à llOO~. 

- - (Von 

Arx, 1976) 

Après décoloration par l'hypochlorite de sodium à 8% et 

acidification par une solution d'acide acétique à 20% dans 

l'eau, les plaques sont séchées une minute à llOOc puis révélées 

par un mélange à volume égal des solutions suivantes: 

- 25 gr de tétraméthyldiaminodiphénylméthane 
dans 500 ml d'acide acétique à 20% 

- 5 gr d'iodure de potassium dans 100 ml 
d ' eau . . 



10- SYNTHESE DE BOC-AMINO-ACIDES 

30 mmoles d 'ac ide  aminé non protégé sont d i s sou tes  dans 30 

m l  de KHC03 1 N e t  35 m l  d ' a l c o o l  t e r t i o b u t y l i q u e .  A c e t t e  

so lu t ion ,  sont a joutés  2,s excès de N t e r b u t y l  dicarbonate .  Le 

pH e s t  a j u s t é  en t re  8 e t  9 au moyen d'une so lu t ion  de Na2C03 1 N 

dans l e s  premières heures de r éac t ion .  La c iné t ique  de couplage 

s e  contrôle  par chromatographie sur  couche mince. 

Une f o i s  l a  réac t ion  terminée, l ' a l c o o l  t e r t i o b u t y l i q u e  e s t  

évaporé sous v i d e .  La phase aqueuse e s t  a c i d i f i é e  p a r  une 

s o l u t i o n  d'HC1 I N .  Le Boc-amino-acide e s t  e x t r a i t  pa r  de 

l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  (AcOEt) . La phase organique e s t  lavée par de 

l ' e a u ,  séchée s u r  Na2S04, f i l t r é e  puis  concentrée à s e c .  Une 

h u i l e  e s t  obtenue. 

S o i t  l e  produi t  c r i s t a l l i s e  sous c e t t e  forme, s o i t  après 

formation de son s e l  de dicyclohéxylamine ( D C H A ) .  

Pour former l e  s e l  de DCHA, l ' h u i l e  e s t  remise en so lu t ion  

dans de  l ' é t h e r ,  à l a q u e l l e  e s t  a j o u t é e  1,2 excès  de 

d icyc lohexy lamine .  Après 5 mn d ' a g i t a t i o n ,  l e  p r o d u i t  

c r i s t a l l i s e  de lui-même, il e s t  lavé sur  f r i t t é  avec du pentane. 

11- COUPLAGE DE PEPTIDE SUR UNE PROTEINE PORTEUSE 

Les p r o t é i n e s  employées de façon courante  au l a b o r a t o i r e  

s o n t :  l a  sérum albumine bovine ( B S A ) ,  l ' a n a t o x i n e  t é t an ique  

( T T ) ,  1 'ovalbumine (OVA) e t  llhémocyanine de p a t e l l e  (KLH)  . 
Avant couplage ou a c t i v a t i o n  de l a  pro té ine ,  il convient de 

l e s  met t re  en so lu t ion  dans un tampon adapté .  Pour l a  BSA e t  

l l O V A ,  que l ' o n  dispose sous forme lyophi l i sée  il n ' y  a  qu 'à  l e s  



s o l u b i l i s e r  dans ce tampon. Pour l a  TT e t  KLH, commercialisés en 

so lu t ion ,  il fau t  l e s  d ia lyse r  préalablement contre  l e  tampon de 

couplage.  Dans ce de rn ie r  cas ,  il faudra e n s u i t e  r é a l i s e r  un 

dosage de. pro té ine  selon l a  méthode de Folin a f i n  de déterminer 

l a  quan t i t é  de protéine obtenue. 

11. 1- Couplaae par  l e  alutaraldéhvde 

Ce t t e  r é a c t i o n ,  qui  met en jeu l e s  fonc t ions  amines du 

pept ide à coupler a i n s i  que c e l l e s  de l a  pro té ine ,  e s t  r é a l i s é e  

avec 3 meq amine de peptide pour 1 meq amine de l a  pro té ine .  En 

r è g l e  généra le ,  on cons idère  que l e s  d i f f é r e n t e s  p r o t é i n e s  

u t i l i s é e s  possédent 250 nmoles de fonctions amines par mg. 

La p r o t é i n e  e t  l e  pep t ide  sont  mis en s o l u t i o n  dans un  

tampon pH 8-9 avant a d d i t i o n  du g lu tara ldéhyde  en so lu t ion  

aqueuse à 2 ,5%.  

Le glutaraldéhyde e s t  additionnée en p lus ieu r s  f o i s ,  sur  une 

période de 2 à 3 jours, e t  correspond à 2 f o i s  l e  nombre de meq 

amine mis en jeu par l e  pept ide.  La réac t ion  s e  f a i t  à l ' a b r i  de 

l a  lumière. 

Le mélange e s t  ensui te  d ia lysé  par  u l t r a f i l t r a t i o n  contre du 

sérum phys io logique  a f i n  d  ' é l i m i n e r  l e s  s e l s  e t  r é a c t i f s  

(pept ide ou glutaraldéhyde) n 'ayant pas r éag i .  La quant i f ica t ion  

du pept ide couplé sur  l a  pro té ine  e s t  f a i t e  par  comparaison des 

analys d ' ac ides  aminés du conjugué e t  de l a  pro té ine  de départ .  



- 

soluble  

Cet te  réac t ion  qui met en jeu l e s  fonctions carboxyliques du 

pept ide à coupler e t  l e s  fonct ions  amines de l a  pro té ine  e s t  

r é a l i s é e  avec 3 meq carboxylique de peptide pour 1 meq amine de 

l a  p r o t é i n e .  La carbodiimide e s t  a jou tée  en excès de 3 par 

rapport  au pept ide.  

La carbodiimide que nous avons u t i l i s é e  e s t  l e  chlorydrate  

de l a  (N(3diméthylaminopropyl)-NI-éthy1)carbodiimide. 

Le pept ide e t  l a  protéine sont m i s  en contact dans un tampon 

phosphate 0,lM pH 5,6  puis  l a  carbodiimide s o l u b i l i s é e  dans ce 

même tampon e s t  a j o u t é e  en une f o i s .  Après une n u i t  à 

température ambiante sous a g i t a t i o n  à l ' a b r i  de l a  lumière, l e  

mélange e s t  d i a l y s é  p a r  u l t r a f i l t r a t i o n  c o n t r e  du sérum 

phys io logique .  La q u a n t i f i c a t i o n  du p e p t i d e  couplé s u r  l a  

pro té ine  e s t  f a i t e  par comparaison des analyses d ' ac ides  aminés 

du conjugué e t  de l a  protéine de dépar t .  

A l .  3- Cou~lacye au moven d'un aaent heterob , . i fonct ionnel  

Ce t t e  méthode permet l e  g re f fage  du pept ide  pa r  un  s e u l  

point  d 'ancrage sur  l a  p ro té ine .  Avec l ' a c i d e  maléimidocaproïque 

couplé s u r  l a  p ro té ine  par  s a  fonct ion  carboxylique,  il se ra  

e n s u i t e  p o s s i b l e  d ' y  g r e f f e r  un pep t ide  possédant dans sa  

séquence une fonct ion  t h i o l  . C e t t e  technique s e  f a i t  en 2 

é t apes :  couplage de l ' a c i d e  maléimidocaproïque après  ac t iva t ion  

su r  l a  p ro té ine ,  pu i s  couplage du pept ide contenant un résidu 

cystéine rédu i t  s u r  l a  protéine "act ivéeH. 



11. 3. 1- Couplage de l'acide maléimidocaproïque 

après activation sur la protéine 

Activation de 1 'acide maléimidocaproïque au moyen 

de 1 'hydroxysuccinimide 

Les différents réactifs sont ajoutés dans des proportions 

équimoléculaires 

L'acide maléimidocaproïque et 1'hydroxysuccinimide sont 

dissouts dans du DMF, la dicyclocarbodiimide est également 

dissoute dans du DMF mais séparemment. Les 2 solutions sont 

placées à OOC pendant 10 mn. 

Elles sont ensuite réunies, maintenues à O°C durant 2 heures 

puis une nuit à température ambiante sous agitation. Avant son 

addition à la protéine, l'urée formée est éliminée par 

centrifugation ou simple filtration sur laine de verre. 

Activation de 1 'acide maléimidocaproïque au moyen du 

BOP 

Cette méthode nécessite la préactivation de 1 'acide 

maléimidocaproïque dans le DMF au moyen du BOP en présence de 

DIEA. BOP, DIEA et l'acide maléimidocaproïque sont solubilisés 

en proportions équimoléculaires dans le DMF. L'activation est 

faite pendant 10 mn à température ambiante. 

L'acide maléimidocaproïque activé est ensuite ajouté à la 

protéine mise en solution dans un mélange tampon phosphate 0,l M 

- - 



pH 7 /  D M F ,  de façon à ob ten i r  une concentrat ion f i n a l e  en D M F  

d 'environ 2 0 % .  

L 'acide maléimidocaproïque e s t  i n t r o d u i t  en excés de 5 par  

r appor t  au nombre de f o n c t i o n s  amines a c c e s s i b l e s  su r  l a  

p ro té ine .  

Le temps de couplage e s t  généralement de 1 2  H .  

Le mélange e s t  d ia lysé  par u l t r a f i l t r a t i o n  contre  du tampon 

phosphate 0 , l  M pH 7 pour éliminer l ' excès  de r é a c t i f .  

La quan t i t é  de pro té ine  récupérée e s t  évaluée par un dosage 

de Fol in .  

La capaci té  de f i x a t i o n  des résidus cys té ine  par l a  protéine 

peut ê t r e  évaluée par  un dosage d1Ellman. 

11. 3 .  2- Couplage du peptide sur  l a  protéine 

"act ivée" 

Le pept ide e s t  u t i l i s é  en excès de 3 par rapport  à l a  charge 

de l a  p ro té ine .  La réac t ion  de couplage s e  déroule  à pH 7 ,  une 

n u i t  à température ambiante. L'excès de pept ide e s t  éliminé par 

u l t r a f i l t r a t i o n  contre du sérum physiologique. 

Avant couplage l e  pept ide e s t  préalablement r édu i t  s o i t  au 

moyen du d i t h i o t h r é i t o l  pu i s  g e l f i l t r é ,  s o i t  par  réduction au 

moyen de l a  t r i b u t y l  phosphine. 

La q u a n t i f i c a t i o n  du pept ide  couplé s u r  l a  p ro té ine  e s t  

f a i t e  par  comparaison des analyses d ' ac ides  aminés du conjugué 

e t  de l a  protéine de dépar t .  



12- DOSAGE DE PROTEINE (FOLIN). (Lowry, 1951)  

L ' é t a l o n  es t  c o n s t i t u é  d ' u n e  s o l u t i o n  d e  BSA à 1 mg/ml. 

L e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  l a  gamme é t a l o n  s o n t ,  1 0 ,  25, 50,  75 ,  

1 0 0  pg. 

Chaque p o i n t  d e  l a  gamme é t a l o n ,  c h a c u n  d e s  é c h a n t i l l o n s  e t  

l e  " b l a n c "  s o n t  a m e n é s  à u n  vo lume d e  1 m l  a v e c  d e  l ' e a u  

d i s t i l l é e .  

A ces s o l u t i o n s  s o n t  a j o u t é s  3  m l  d ' u n e  s o l u t i o n  composée d e  

50 m l  d e  s o l u t i o n  B e t  1 m l  d e  s o l u t i o n  A .  

S o l u t i o n  A: - CuS04 100  m g  

- H2S04 1 g o u t t e  

- Eau d i s t i l l é e  q s p  100  m l  

S o l u t i o n  B :  - Na2C03 a n h y d r i d e  2  g r  

- T a r t r a t e  N a  e t  K 20 mg 

- NaOH 0 , l  N q s p  1 0 0  m l  

A p r è s  1 0  mn, 0 , 3  m l  d ' u n e  s o l u t i o n  d i l u é e  a u  1 / 2  du r é a c t i f  

d e  F o l i n  est  a j o u t é .  A p r è s  30 mn à l ' o b s c u r i t é ,  l'absorbante es t  

l u e  spectrophotométriquement à h=ï50nm. 

13- DOSAGE DES THIOLS LIBRES (METHODE D'ELLMAN) 

C e t t e  méthode p e r m e t  d e  v é r i f i e r  l a  r é d u c t i o n  du p e p t i d e ,  ou  

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

" a c t i v é e v .  



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

c y s t é i n e  2 .10-3  M p r é p a r é e  ex temporanément  a v e c  d e  l ' e a u  d é g a z é e  

e t  s a t u r é e  e n  a z o t e  ( 3 5 , 0 4  mg/lOOml) . 
L e s  p o i n t s  d e  l a  gamme é t a l o n  se s i t u e n t  e n t r e  O e t '  200 

nmoles  d e  c y s t é i n e - S H  p o u r  un volume d e  100 p l .  

P o u r  é v a l u e r  l a  consommat ion  d e  c y s t é i n e  p a r  l a  p r o t é i n e  

a c t i v é e ,  200 nmoles  d e  c y s t é i n e - S H  s o n t  a j o u t é e s  à 250 nmoles  d e  

p r o t é i n e  a c t i v é e .  

A c h a q u e  é c h a n t i l l o n  à d o s e r  e t  a u x  p o i n t s  d e  l a  gamme 

é t a l o n  s o n t  a j o u t é s :  

-300 p l  de tampon T r i s  0 , 2  M pH 8 , 2  ( 2 4 , 2  g r /  1 d e  T r i s  

(hydroxyméthy1)-aminométhane a j u s t é  a u  pH 8 , 2  p a r  H C 1  1 N) 

-20 pl d ' u n e  s o l u t i o n  d ' a c i d e  d i t h i o - 5 , 5 '  b i s  ( n i t r o - 2  

b e n z o ï q u e )  ( 7 9 , 2  mg/20 m l  d ' é t h a n o l )  

-méthano l  q s p  2  m l  

A p r è s  30 mn, l a  d e n s i t é  o p t i q u e  e s t  l u e  a u  s p e c t r o p h o t o m è t r e  

à 412 nm. La d i f f é r e n c e  de d e n s i t é  o p t i q u e  e n t r e  l e  p o i n t  à 200 

n m o l e s  de l a  gamme é t a l o n  e t  l ' é c h a n t i l l o n  de l a  p r o t é i n e  

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

l e  nombre  de r é s i d u s  m a l é i m i d o c a p r o ï q u e s  r é a c t i f s  p a r  m l  d e  

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



B- SYNTHESES 

1- SYNTHESES DE BOC-AMINO-ACIDES 

1. 1 R o c  - -fiAlLQH 

L a  r é a c t i o n  e s t  r é a l i s é e  s u r  3 3 . 7  m m o l e s  de p A l a - O H  e n  

présence de 8 4 , 2 5  m m o l e s  de N t e r b u t y l  carbonate.  A p r è s  une n u i t  

sous  a g i t a t i o n ,  l e  p rodu i t  es t  e x t r a i t  e t  c r i s t a l l i s é  sous  f o r m e  

B o c - p A l a - O H .  

CCM: CHC13-AcOH 9 5 - 5 .  R f :  0 , 3 .  P f :  81 .  R d t : 6 6 % .  PM: 1 8 9 .  

L a  r é a c t i o n  e s t  r é a l i s é e  s u r  7 2 , 6  m m o l e s  de l y s i n e  

m o n o c h l o r o h y d r a t e  e n  présence de 3 6 3  m m o l e s  de N  t e r b u t y l  

carbonate. A p r è s  une n u i t  sous  a g i t a t i o n ,  l e  p rodu i t  es t  e x t r a i t  

e t  c r i s t a l l i sé  sous f o r m e  de son se l  de DCHA. 

CCM: CHC13-ACOH 9 5 - 5 .  R f :  0 , 4 .  P f :  1 3 3 - 1 3 4 .  R d t :  9 1 % .  PM: 

1. 3- BOC-D-Pha. DCHA 

L a  r éac t ion  e s t  réal isée  s u r  2 0  m m o l e s  de P h é n y l g l y c i n e  e n  

présence de 50 m m o l e s  de N t e r b u t y l  carbonate .  A p r è s  une  n u i t  

s o u s  a g i t a t i o n ,  l e  p rodu i t  est  e x t r a i t  e t  c r i s t a l l i s é  sous  f o r m e  

de son s e l  de DCHA. 

CCM: CHC13-MeOH 2 - 1 .  R f :  0 , 55 .  P f :  1 5 9 - 1 6 0  . R d t :  6 2 % .  PM: 

4 3 0 .  



2- SYNTHESES DES ANALOGUES DE Arg-Gly-Asp-Ser 

2. 1- Obtention des sachets 

Le tissu utilisé pour la fabrication des sachets devait 

répondre à certaines exigences. 

-solidité et possibilité de soudures étanches. 

-résistance aux divers solvants utilisés pendant la 

synthèse tels que TFA, chlorure de méthylène et DMF. 

Le polypropylène répondait à toutes ces conditions. Nous 

nous sommes alors procurés du tissu en polypropylène à ouverture 

de maille de 45pm et 30pm. 

Le tissu d'ouverture de maille de 45pm a été utilisé pour 

contenir la résine de forte granulométrie 100-200 mesh, celui de 

30pm pour la résine classiquement utilisée de 200-400 mesh. 

Dans le cas de la synthèse des Arg-Gly-Asp-Xxx, nous avons 

utilisé les 20 résines portants Xxx préparées au laboratoire à 

partir d'une résine chlorométhylée de granulométrie 200-400 

mesh. Nous avons donc utilisé le tissu d'ouverture de maille de 

30pm. 

Dans le cas de la synthèse des Arg-Xxx-Asp-Ser, nous avons 

fonctionnalisé une résine de 100-200 mesh avec de la Boc- 

Ser(Bz1). Elle a ensuite était répartie dans le tissu 

d'ouverture de maille de 45pm. 
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2 .  2 .  1- Synthèses 

Ces peptides ont é t é  r é a l i s é s  selon l a  s t r a t é g i e . d e  synthèse 

Boc/TFA à p a r t i r  de 9 gr de Boc-Ser pept idyl-résine chargée à 1 

meq/gr . 
Après déprotec t ion ,  2 excés de Boc-Asp(0cHx) sont  couplés 

pendant 1 2 0  mn par l a  méthode à l ' e s t e r  a c t i v é  d'HOBt. 

Cet te  résine a  ensu i t e  é t é  f ract ionnée en 1 7  p a r t s  de 600 mg 

( s o i t  0 , 5  meq) e t  mise en sachets .  Les couplages su ivants  ont 

é t é  r é a l i s é s  avec un excés de 3 en ac ide  aminé à incorporer par 

l a  méthode à l ' e s t e r  a c t i v é  d'HOBt. Un couplage de 1 2  heures e s t  

e f fec tué ,  systématiquement s u i v i  d'un recouplage de 4 heures.  

Le t ro i s i ème  ac ide  aminé a  é t é  couplé séparément s u r  l e s  

r é s i n e s  contenues dans l e s  sache t s .  L ' e s t e r  a c t i v é  de chaque 

acide aminé e s t  r é a l i s é  i n  situ sauf pour l e s  résidus Arginine, 

Asparagine e t  Glutamine qui  sont préincubés à O°C. 

Après un lavage individuel  g ross ie r ,  l e s  sachets  sont réunis  

e t  l e s  pept idyl-résines  lavées de façon p lus  approfondie. 

Le quatrième ac ide  aminé, l a  Boc(Tos)Arginine, e s t  couplé 

s u r  t o u s  l e s  s a c h e t s  r é u n i s  dans un même r é a c t e u r ,  ap rès  

p réac t iva t ion  à O°C 

Deux couplages de 1 2  e t  4 heures sont r é a l i s é s .  

2 .  2 .  2- Clivage par l e  f luoru re  d'hydrogène dans un 

appare i l  multiposte 

Déprotection préa lable  du Dnp du pept ide à h i s t i d i n e .  
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Du d i m é t y l  s u l f u r e  a  é t é  a j o u t é  dans l e s  r é a c t e u r s  pour l e s  

p e p t i d e s  contenant  d e s  r é s i d u s  t ryptophane e t  méthionine .  

2 .  2 .  3- P u r i f i c a t i o n s  

Arg-Xxx-Asp-Ser 

Ala 
CYS 
AsP 
Glu 
Phe 
GLY 
His 
1 le 
LYS 
Leu 
Met 
Asn 
Pro 
Gln 

Compte t e n u  d e s  h y d r o p h i l i e s  r e l a t i v e s  d e s  p e p t i d e s  e t  du 

c r é s o l  ( n o s  p e p t i d e s  é t a n t  t r è s  peu r e t e n u s  s u r  l a  phase  de  

s i l i c e  g r e f f é e  en C 18  comparativement a u  c r é s o l ) ,  nous avons pu 

f a i r e  d e s  HPLC phase  i n v e r s e  p r é p a r a t i v e s  e n  " s é r i e s " .  Une f o i s  

s u r  deux seulement ,  nous avons e f f e c t u é  l e  l a v a g e  de l a  colonne 

pour  é l i m i n e r  l e  c r é s o l  s a n s  contaminat ion  du second p e p t i d e  p a r  

l e  p r é c é d e n t .  

T h r  92,4% 
V a  1 4 7 5  80,0% 

5 6 2  81,0% 99% 
5 3 9  43,0% 8 6% 

PM 

447  
6 5 1  
4 9 1  
5 0 5  
5 2 3  
4 3 3  
5 1 3  
4 8 9  
5 0 4  
489  
5 0 7  
4 9 0  
4 7 3  
5 0 4  

Pureté 

90,3% 
72,9% 
27,0% 
48,2% 
87,0% 
97,6% 
74,9% 
77,1% 
78,3% 
76,9% 
44,5% 
68,7% 
83,0% 
79,3% 

Rendement 

8 3 %  
63% 
7 1 %  
68% 

1 0 0 %  
1 O O % 

7 5% 
95% 
8 1 %  
5 8 % 
8 1 %  
7 3 % 



2. 2. 4- Hydrolyses acide totale suivies de 

l'analyse d'acides aminés quantitatives 

Les produits lyophilisés sont remis en solution dans l'eau. 

Ces solutions sont ensuite dosées de façon quantitative par 

hydrolyse acide totale en phase gaz. A partir de ces solutions 

"mères", nous avons pu préparer des solutions à 1 pmoles/ml qui 

ont été analysées quantitativement. 

Résultats des analyses d'acides aminés: 

2. 2. 5- Autres synthèses de Arg-Asp-Asp-Ser 

r 

A l a  

CYS 
A s P  
G l u  
Phe 
GLY 
H i s  
1 le 
LYS 
L e u  
Met 
A s n  
Pro 
G l n  

A r g  
S e r  
T h r  
Va 1 
T r P  
T y r  

& 

2 .  2. 5. 1- Synthèses avec des esters benzyliques 

comme protection des résidus acides aspartiques 

r 

A r g  

1,08 
O, 95 
1,02 
1,02 
1,03 
1,Ol 
O, 99 
O, 89 
O, 99 
O, 94 
O, 97 
1,14 
1,04 
1,03 
2,02 
1,OO 
1,03 
O, 97 
O, 99 
O, 92 

Xxx 

1,OO 

1,OO 
1,03 
1,02 
O, 98 
O, 93 
O, 86 
1,02 
O, 95 
0,72 
1,OO 
O, 98 
O, 94 

O, 95 
O, 91 

O, 88 

A s P  

1,OO 
1'00 
1,OO 
1,OO 
1,OO 
1,OO 
1,oo 
1,OO 
1,OO 
1,OO 
1,00 
1,OO 
1,OO 
1,OO 
1,OO 
1,OO 
1,OO 
1,OO 
1,OO 
1,OO 

S e r  

0,84 
O, 87 
O, 84 
O, 91 
O, 81 
O, 82 
0,79 
O, 85 
O, 88 
O, 85 
O, 90 
O, 94 
O, 83 
O, 82 
O, 85 
1,69 
O, 86 
O, 84 
O, 84 
O, 86 

$ 

i 



La synthèse a  é t é  r é a l i s é e  se lon  l a  s t r a t é g i e  Boc/TFA à 

p a r t i r  de 0,4 g r  de r é s ine  chlorométhylée fonct ionnal isée par l a  

Boc ( B z l )  Ser chargée à 1 meq/gr. 

I Réactif I Méthode de 

de couplage 

Le c l ivage  l e  f luoru re  d'hydrogène a  é t é  r é a l i s é  selon l e  

protocole  de "Low and High HF". 4 0 0  mg de rés ine  ont é t é  mis en 

Temps de 

BO CAS^ ( O B Z ~ )  

BO CAS^ ( O B Z ~ )  

BocArg (Tos) 

présence de 6,5 m l  de diméthyl su l fu re ,  2,5 m l  d'HF e t  1 gr  de 

couplage 

p-crésol pendant 2 heures à O°C. Après é l iminat ion  du diméthyl 

couplage 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

s u l f u r e  par évaporation à sec,  l a  r é s ine  e t  l e  p-crésol sont mis 

60  mn 

60  m n  

60 mn 

en présence de 1 0  m l  d'HF e t  t r a i t é s  1 heure à O°C. Le pept ide 

b r u t  e s t  e n s u i t e  p r é c i p i t é  par  de l ' é t h e r ,  e x t r a i t  avec une 

so lu t ion  d 'ac ide  acét ique à 5% dans l ' e a u  puis  lyoph i l i sé .  

2 .  2 .  5.  2- Synthèses avec des e s t e r s  de 

cyclohéxyles comme pro tec t ion  des rés idus  acides 

aspart iques . 

La synthèse a  é t é  r é a l i s é e  se lon  l a  s t r a t é g i e  Boc/TFA à 

p a r t i r  de 0 , 4  g r  de r é s ine  chlorométhylée fonct ionnal isée par l a  

Boc (Bzl) Ser chargée à 1 meq/gr. 



Le clivage par le fluorure d'hydrogène est réalisé sur 166 

mg de résine en présence de 500 mg de crésol et 6 ml d'HF. Après 

lyophilisation, nous récupérons 40 mg de peptide brut dans la 

fraction AcOH 5%. 

Réactif 

de couplage 

BocAsp (OcHx) 

BocAsp (OcHx) 

BocArg (Tos) 

2. 3- Série Xxx-Ara-Glv-ASD-Sec 

2. 3. 1- Synthèses 

Méthode de 

couplage 

BOP 

BOP 

BOP 

La modification n'intervenant que sur le dernier acide 

aminé, nous n'avons pas eu besoin de mettre la résine en sachet. 

La synthèse a été réalisée selon la stratégie Boc/TFA à 

partir de 10 gr de résine chlorométhylée fonctionnalisée par la 

Boc (Bzl) Ser chargée à 1 meq/gr. 

Temps de 

couplage 

60 mn 

60 mn 

60 mn 

La résine a ensuite été fractionnée en 20 parts et mise dans 

des erlens pour le couplage de Xxx. Le couplage a été réalisé 

avec un excés de 2. 

i 

Réactif 

de couplage 

BO CAS^ (OCHX) 

BOC-G~Y 

BocArg (Tos ) 

Méthode de 

couplage 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

- 
Temps de 

couplage - 
120 mn 

30 mn 

30, 30 mn 



2 .  3 .  2-  C l i v a g e  p a r  l e  f l u o r u r e  d ' h y d r o g è n e  dans  un 

a p p a r e i l  m u l t i p o s t e  

D é p r o t e c t i o n  p r é a l a b l e  du  Dnp du p e p t i d e  à h i s t i d i n e  e t  du 

Boc du p e p t i d e  à méth ion ine  e t  t r y p t o p h a n e .  

Du d i m é t y l  s u l f u r e  a  é t é  a j o u t é  d a n s  l es  r é a c t e u r s  p o u r  l e s  

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

L e s  p u r i f i c a t i o n s  e t  l e s  a n a l y s e s  q u a n t i t a t i v e s  d ' a c i d e s  

aminés  a p r è s  h y d r o l y s e  a c i d e  t o t a l e  o n t  é t é  réal isées  d e  f açon  

s i m i l a i r e  à l a  sé r ie  Arg-Xxx-Asp-Ser. 

Xxx-Arg-Gly-Asp-Ser 

Al a 
CYS 
AsP 
Glu 
Phe 
G ~ Y  
His 
1 le 
LYS 
Leu 
Met 
Asn 
Pro 
Gln 
Arg 
Ser 
Thr 
Va 1 
TrP 
Tyr 

L e s  p r o d u i t s  l y o p h i l i s é s  s o n t  remis e n  s o l u t i o n  d a n s  l ' e a u .  

C e s  s o l u t i o n s  s o n t  e n s u i t e  d o s é e s  d e  f a ç o n  q u a n t i t a t i v e  p a r  

h y d r o l y s e  a c i d e  t o t a l e  e n  p h a s e  g a z .  A p a r t i r  d e  c e s  s o l u t i o n s  

"mères1', nous  avons  pu p r é p a r e r  des s o l u t i o n s  à 1 pmoles/ml q u i  

o n t  é té  a n a l y s é e s  q u a n t i t a t i v e m e n t .  

PM 

504 
709 
548 
562 
580 
490 
570 
546 
561 
546 
564 
547 
530 
561 
589 
520 
534 
532 
619 
596 

Pureté 

86,025 
86,7% 
78,5% 
87,6% 
87,7% 
87,8% 
89,l% 
80,6% 
85,8% 
84,0% 
88,1% 
63,3% 
90,2% 
66,2% 
89,1% 
90,3% 
88,4% 
80,1% 
93,2% 

Rendement 

7 8 % 
8 3 % 
84% 
82% 
6 8 % 
68% 
1 O 0 % 
71% 
100% 
39% 
94% 
46% 
93% 
78% 
73% 
87% 
75% 
100% 
100% 

80,7% 1 703 1 



Résul tats  des analyses d 'ac ides  aminés: 

- - - - 

2 .  4 .  1- Synthèses 

A l a  

CYS 
A s P  
G l u  
P h e  
G ~ Y  
H i s  
I l e  
LYS 
L e u  
M e t  
A s n  
P r o  
G l n  
A r 9  
S e r  
T h r  
V a  1 
T r P  
T y r  

Dans ce cas ,  l e s  20 rés ines  ont é t é  mises t o u t  de s u i t e  en 

s a c h e t s ,  l e s  couplages s u i v a n t s  é t a n t  communs à t o u s  l e s  

pept ides .  Dans chaque sachet e s t  disposée une quan t i t é  de rés ine  

correspondante à 0,3 mrnole. Les couplages e t  recouplages de 1 2  

e t  4 heures sont r é a l i s é s  avec un excès de 3 .  Les déprotect ions 

sont e f fec tuées  avec du TFA 40% dans l e  C H 2 C 1 2  en présence de 2 %  

d'éthane d i t h i o l .  

Les c l ivages  par  l e  f l u o r u r e  d'hydrogène e t  l e s  analyses  

d ' ac ides  aminés q u a n t i t a t i v e s  après  hydrolyse ac ide  t o t a l e  ont 

é t é  r é a l i s é s  de façons ident iques aux Arg-Xxx-Asp-Ser e t  Xxx- 

Arg-Gly-Asp-Ser . Les c o n t r ô l e s  a p r è s  coupure n ' o n t  é t é  

Xxx 
1 , O O  

2,OO 
O ,  9 5  
1 , O O  
1 , 9 2  
O ,  9 9  
O ,  6 5  
1 , O O  
1 , 0 2  
O ,  9 2  
1 , 7 2  
1 , l O  
1 , O l  
2,OO 
1 , 3 4  
1 , 0 5  
O ,  7 2  

1 , 0 4  

A r 9  
1 , 0 6  
O ,  9 9  
1 , 0 2  
1 , 0 3  
1 , 0 2  
1 , 0 3  
1 , 0 2  
O ,  68  
1 , 0 3  
1 , 0 3  
1 , 0 3  
1 , 0 2  
1 , 0 4  
1 , 0 4  

1 , 0 6  
1 , 0 5  
O ,  7 8  
0 ,  98  
O ,  9 5  

G ~ Y  
1 , O O  
O ,  9 9  
1 , O O  
1 , 0 5  
1 , 0 2  

1 , 0 3  
O ,  9 6  
1 , 0 2  
1 , O l  
1 , 0 2  
1 , o o  
1 , 0 2  
1 , O l  
O ,  9 9  
1 , O l  
1 , O O  
1 , O l  
O ,  98  
O ,  98 

A 3 P  
1 , O O  
1 , O O  

O ,  9 7  
1 , O O  
1 , O O  
1 , o o  
1 , O O  
1 , O O  
1 , O O  
1 , O O  

1 , O O  
1 , O O  
1 , o o  
1 , O O  
1 , O O  
1 , O O  
1 , O O  
1 , O O  

S e r  
O ,  7 5  
0 , 7 6  
O ,  7 1  
O ,  8 0  
O ,  7 4  
O ,  7 2  
O ,  7 6  
O ,  7 1  
O ,  7 5  
O ,  7 6  
O ,  7 4  
O ,  7 1  
O ,  7 0  
O ,  7 3  
O ,  7 5  

O ,  7 9  
O ,  7 2  
O ,  7 1  
O ,  7 2  



réalisés qu'en couche mince (1 'injecteur automatique ne 

fonctionnait plus à ce moment). 

Résultats analyses d'acides aminés: 

t 

Arg-Gly-Asp-Xxx 

Ala 
CYS 
ASP 
Glu 
Phe 
G ~ Y  
His 
Ile 
LYS 
Leu 
Met 
Asn 
Pro 
Gln 
Arg 
Thr 
Va 1 
TrP 
Tyr 

PM 

4  1 7  
5 2  1 

4  7  5  
4 9 3  
4  O 3  
4  8  3  
459  
474  
459  
477  
460 
4  4  3  
47 4  
5 0 2  
447  
4 4 5  
5 3 2  
5 0 9  

Ala 
CYS 
AsP 
Glu 
Phe 
G ~ Y  
His 
Ile 
LYS 
Leu 
Met 
Asn 
Pro 
Gln 
Arg 
Thr 
Va 1 
TrP 
Tyr 

Rendement 

1 0 0 %  
94% 
5  1 % 
92% 

1 0 0 %  
1 0 0 %  

1 0 0 %  
6 9 %  
7 4 %  

1 0 0 %  
7  8  % 

7  6% 

9 6 %  
1 0 0 %  

97% 

v 

Arg 

1 , 1 0  
1 , 1 2  
O ,  8 7  
1 , 1 2  
1 , 0 7  
1 , 0 6  
1 , 0 5  
1 , 0 6  
1 , 0 3  
1 , 0 6  
1 , 0 4  
1 , 1 2  
O ,  9 6  
1 , 0 5  
2 , 0 7  
1 , 0 6  
1 , 0 5  
1 , 1 6  
1 , 0 6  

G ~ Y  

1 , 0 4  
l , O 8  
O ,  8 5  
1 , O O  
1 , O O  
2,OO 
1 , 0 2  
O ,  99  
1 , O O  
1 , O O  
1 , O l  
1 , 0 5  
1 , 0 5  
O ,  97 
1 , O O  
O ,  99  
1 , O l  
1,11 
1 , O O  

ASP 

1 , o o  
1 , O O  
2 , 1 4  
O ,  8 1  
O ,  9 5  
O ,  9 4  
O ,  9 9  
O ,  9 5  
O ,  9 6  
O ,  9 4  
O ,  9 6  
1 , 8 3  
1 , 0 4  
O ,  9 8  
O ,  9 3  
O ,  9 5  
0 , 9 6  
O ,  7 3  
O ,  9 4  

w 

Xxx 

O ,  99  
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Spectre RMN de l ' e s t e r  méthylique de l 'acide 
(nitro-2 imidazolyl) acétique 



3- SYNTHESES DES PEPTIDYL-DROGUES 

3 .  1- Nitro-2 imidazolvl ~ e ~ t i d e s  

3 .  1. 1- Synthèse de l ' e s t e r  méthylique de l ' a c i d e  

(ni t ro-2 imidazolyl) acétique 

2 0 0  mg ( 1 , 7 6  mmoles) de n i t r o - 2  imidazole son t  mis en 

suspension dans 1 m l  de DMF. Une s o l u t i o n  concent rée  de 

méthyla te  de sodium e s t  a j o u t é e  jusqu 'à  o b t e n t i o n  d 'une  

colora t ion  orangée ( ind ica t ion  de l a  transformation complète du 

nitro-2 imidazole en sous s e l  de sodium). L 'addi t ion  de nitro-2 

imidazole permet d 'é l iminer  l 'excédent  de méthylate de sodium). 

Un chauffage à l l O ° C  permet d 'é l iminer  l e  méthanol en excès. 

La s o l u t i o n  e s t  r e f r o i d i e  e t  2 9 1  p l  ( 3 , 0 8  mmoles) de 

méthylbromacétate sont addi t ionnés .  Le mélange e s t  de nouveau 

p o r t é  à 105-llO°C pendant 45 mn. Ensui te ,  l a  s o l u t i o n  e s t  

concentrée à sec ,  r e p r i s e  par  une s o l u t i o n  aqueuse pH 1 ,5  e t  

e x t r a i t e  par  du C H C 1 3 .  La phase organique e s t  séchée s u r  Na2S04 

puis  concentrée à sec .  

309 mg d ' e s t e r  méthylique de l ' a c i d e  (n i t ro-2  imidazolyl)  

acét ique sont obtenus. 

CCM: AcOEt. Rf: 0,55. Rdt: 9 4 % .  P f :  92-94OC. PM: 185. 

6(ppm)= 3,81 ( - C H 3 ) ,  5,16 (-CH2-1, 7 , 1 6  (-CH=CH-) . 
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3. 1. 2- Synthèse de l'acide (nitro-2 imidazolyl) 

acétique 

309 mg de l'ester méthylique de l'acide (nitro-2 imidazolyl) 

acétique sont mis en contact de 6 ml d'une solution aqueuse de 

NaOH 0,lN et chauffés à reflux pendant 20 mn. 

La cinétique de la réaction est suivie par CCM. Après 

refroidissement, le pH est diminué à 1,5 avec de l'acide 

chlorhydrique (50 pl d'HC1 12N dans 1/95 ml d'eau). Après 

extraction par l'acétate d'éthyle, la phase organique est séchée 

sur Na2S04 et concentrée à sec. 

205 mg d'acide (nitro-2 imidazolyl) acétique sont obtenus. 

Rdt: 72%. Pi: à 154O~ le produit se décompose violemment. 

PM: 171. 

3. 1. 3- Synthèses des nitro-2 imidazolyl peptides 

Dans cette série, nous avons synthétisé: 

a- Nitro-2 imidazolyl D-Phg-Arg-Gly-Asp-Ser 

b- Nitro-2 imidazolyl D-Phg Fn 80-88C 

c- Nitro-2 imidazolyl D-Phg-Arg-Phe-Asp-Ser 

d- Nitro-2 imidazolyl D-Phg CO-NH2 

e- Nitro-2 imidazolyl =Phg CO-NH2 

a- a été réalisé manuellement, selon la stratégie de 

synthèse Boc/TFA à partir de 350 mg de peptidyl-résine portant 

préalablement la séquence Arg-Gly-Asp-Ser, chargée à 0,461 

meq/gr . 
-,.. 



Le clivage par le fluorure d'hydrogène est réalisé sur 170 

mg de résine en présence de 300 mg de crésol et 3 ml d'HF. Après 

lyophilisation, nous récupérons 30 mg de peptide dans la 

fraction AcOH 5%. 

Une purification par gel filtration (G 10) du peptide brut a 

permis d'obtenir une pureté supérieure à 80%. On obtient 22 mg 

de peptide a. (Temps de collecte/tube=lO mn) 

Réactif 

de couplage 

BOC-D-Phg, DCHA 

Acide nitro-2imidazol 

Résultat de l'analyse d'acides aminés: Asp: 0,98; Ser: 0,75; 

Gly: 1,02; Arg: 0,8 

FAB-MS (MH) + calculé: 720; trouvé: 720. 

Méthode de 

couplage 

BOP 

BOP 

- 
Masse 

déposée 

30 mg 

b- a été réalisé manuellement dans les mêmes conditions de 

synthèse que pour a, à partir de 0,25 gr de peptidyl-résine 

portant préalablement la séquence Fn 80-88C, chargée à 0,125 

meq/gr . 

Temps de 

couplage 

120 mn 

18 H 

Gel 

G 10 

Prélèvement 

200 mg 

Dimension 
e~ UH 

2,5x40 

Eluant 

AcOH 5% 

h 
eus rm 

240 

Débit 

30 ml/h 

Fraction 

22-26 

r 

Rdt 

73% 

Pureté 

9 4 % 
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Le clivage par le fluorure d'hydrogène est réalisé sur 240 

mg de résine en présence de 400 mg de crésol et 4 ml d'HF. Après 

lyophilisation, nous récupérons 33 mg de peptide b dans la 

fraction AcOH 5%. 

Une purification HPLC phase inverse préparative, sur gel de 

silice greffée en C 18, du peptide brut a permis d'obtenir une 

pureté supérieure à 80%. 

t 

R é a c t i f  

de c o u p l a g e  

BOC-D-Phg, DCHA 

A c i d e  n i t r o - 2 i r n i d a z o l  

Résultat de l'analyse d'acides aminés: Asp: 1,03; Thr: 0,91; 

Ser: 0,77; Pro: 1,54; Gly: 1,97; Ala: 0,99; Val: 0,99; Arg: 1,02 

FAB-MS (MH) + calculé: 1319; trouvé: 1319. 

M é t h o d e  de 

couplage 

BOP 

BOP 

Masse G e l  

déposée 

2 0  m g  C  1 8  

c- a été réalisé manuellement dans les mêmes conditions de 

synthèse que pour a, à partir de 0,5 gr de peptidyl-résine 

portant préalablement la séquence Arg-Phe-Asp-Ser, chargée à 0,5 

meq/gr . 

T e m p s  de 

c o u p l a g e  

6 0  m n  

1 2 0  mn 

D i m e n s i o n  
e w  WI 

1 x 4 0  

E l u a n t  

H2 0 
CH3CN 
TFA 

h 
eu nm 

313 

D é b i t  

1 ,5  m l / m n  

R d t  

4 0 %  

F r a c t i o n  

1 8  

P u r e t é  

1 0 0 %  

1 



Le clivage par le fluorure d'hydrogène est réalisé sur 110 

mg de résine en présence de 300 mg de crésol et 3 ml d'HF. Après 

lyophilisation, nous récupérons 44 mg de peptide c dans la 

fraction AcOH 50%. 

Une purification par gel filtration (TSK HW 40s) du peptide 

brut a permis d'obtenir 7,5 mg de peptide c. (Temps de 

collecte/tube= 10 mn) 

A 

d- a été réalisé manuellement, selon la stratégie de 

synthèse Boc/TFA à partir de 200 mg de benzhydrylamine chargée à 

0,77 meq/gr. 

. 
Réactif 

de couplage 

Boc-D-Phg,DCHA 

Acide nitro-2imidazol 

Masse 

déposée 

44 mg 

Méthode de 

couplage 

BOP 

BOP 

Temps de 

couplage 

Le clivage par le fluorure d'hydrogène est réalisé sur 216 

mg de résine en présence de 300 mg de crésol et 3 ml d'HF. Après 

Prélèvement 

Gel 

Réactif 

de couplage 

Boc-D-Phg, DCHA 

Acide nitro-2imidazol 

1 nuit, 60 mn 380 mg 

2x18 H 

Dimension 

Méthode de 

couplage 

BOP 

BOP 

TSK HW 2,5x80 
40 S 

Eluant 

Temps de 

couplage 

A 

60 mn 

12 H 

AcOH 50% 

i 

h 
a H > H  

254 

Débit 
t 

Rdt 

40 ml/h 

Fraction 

17% 

Pureté 

3 9 91% 



lyophilisation, nous récupérons 17 mg de peptide dans la 

fraction AcOH 5%. 

La purification a été effectuée par HPLC phase inverse 

préparative. 

e- a été réalisé manuellement, selon la stratégie de 

synthèse Boc/TFA à partir de 128 mg de benzhydrylamine chargée à 

0,6 meq/gr. 

i 

P u r e t é  

1 0 0 %  

Le clivage par le fluorure d'hydrogène est réalisé sur 127 

mg de résine en présence de 200 mg de crésol et 2 ml d'HF. Après 

lyophilisation, nous récupérons 11,5 mg de peptide dans la 

fraction AcOH 5%. 

La purification a été effectuée par HPLC phase inverse 

préparat ive. 

M a s s e  

déposée 

1 0  m g  

D é b i t  

2  m l / m n  

T e m p s  de 

c o u p l a g e  

6 0  m n  

1 2  H 

R é a c t i f  

de couplage 

BOC-L-Phg, DCHA 

A c i d e  n i t r o - 2 i m i d a z o l  
1 

I 

G e l  

C  1 8  

M é t h o d e  de 

couplage 

BOP 

BOP 

R d t  

77% 

Masse 

déposée 

8 , s  m g  

I 

Frac t ion  

2 3 - 2 4  

D i m e n s i o n  
- C A -  

1 x 4 0  

TF A  
I 

P u r e t é  

1 0 0 %  

G e l  

C  1 8  

R d t  

6 4 %  

E l u a n t  

H z 0  
CH3CN 

F rac t ion  

2 6 - 2 8  

CM »m 

2 5 4  

D i m e n s i o n  

tcn t(M 

1 x 4 0  

E l u a n t  

H2 0 
CH3CN 
TFA 

h 
m.3 Hh. 

2 2 0  

D é b i t  

2  m l / r n n  



3 .  2-  Synthèses des acr idinvl-pept ides  

3 .  2 .  1- Boc-bminocaproate de méthyle 

5,2 g (12,68 mmoles) d ' ac ide  Boc-bminocaproïque sous forme 

de son s e l  de DCHA sont r e p r i s  en milieu ac ide  ( K H S 0 4  5%)  e t  

e x t r a i t  pa r  l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e .  La phase organique e s t  lavée 

avec de l ' eau ,  séchée sur  Na2S04 e t  concentrée à sec .  

La formation du s e l  de césium de l ' a c i d e  Boc-bminocaproïque 

e s t  r é a l i s é e  par addi t ion  de 6,3 rnmoles de carbonate de césium 

en mil ieu éthanol/eau 80%. Après concentrat ion à sec ,  r ep r i se  

pa r  du dioxanne puis  de nouveau une concentrat ion à sec,  une 

h u i l e  e s t  obtenue. 

Cet te  h u i l e  e s t  r e p r i s e  dans 5  m l  de DMF avant addi t ion  de 

9 4 1  p l  (15,21 mmoles) d'iodométhane Après a g i t a t i o n  une nu i t  à 

température ambiante, c e t t e  so lu t ion  e s t  concentrer  à sec .  Le 

Boc-bminocaproate de méthyle e s t  e x t r é  en mi l ieu  basique par 

d e l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e .  La phase organique e s t  lavée à l ' e a u .  

On ob t i en t  2,8 g de Boc-bminocaproate de méthyle. 

PM: 245. Rdt: 90%. 

3 .  2 .  2- Ester  méthylique de l ' a c i d e  bminocaproïque 

Le groupe ter t iobutyloxycarbonyle du Boc-bminocaproate de 

méthyle e s t  déprotégé au moyen d'une so lu t ion  de TFA à 5 0 %  dans 

l e  ch lorure  de méthylène pendant 4 5  mn. Après concentrat ion à 

sec,  l e  résidu e s t  r e p r i s  par  l ' é t h e r  e t  de nouveau concentré ( 2  

f o i s )  . 
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L'hui le  e s t  r e p r i s e  dans un mélange éthanol/eau à80% e t  l e  

pH e s t  a j u s t é  à 7 avec de l a  D I E A .  Après concentration à sec, l e  

résidu e s t  r e p r i s  dans de llAcOEt, sèché sur  Na2S04 e t  concentré 

à sec .  

3 .  2 .  3- Synthèse de l ' a c i d e  N-(chloro-6 méthoxy-2 

acr idinyl-9)  brnino-6 héxanoïque 

Sur l a  t o t a l i t é  de l ' e s t e r  méthyl ique  de l ' a c i d e  

bminocaproïque, 705 mg (2,536 mrnoles) de dichlorométhoxyacridine 

sont couplés .  8  g  de phénol anhydre sont a jou tés  e t  l 'ensemble 

e s t  chauffé à r e f lux .  En 60 mn, tou te  l a  dichlorométhoxyacridine 

e s t  consommée. 

Par concent ra t ion  à s e c  sous v ide  poussé, on é l imine  l e  

maximum de phénol . 
L'excès d ' e s t e r  méthylique de l ' a c i d e  Eaminocaproïque e s t  

e x t r a i t  ex t rac t ion  en milieu acide par  1'AcOEt. 

Pur i f i ca t ion  sur  une colonne de s i l i c e  80g, 40cm, 2 cm @. 

CCM: CH3C1/MeOH 5/1.  Rf: 0,33. 

FAB-MS ( M i l ) +  c a l cu lé :  387; trouvé: 387. 

La t o t a l i t é  de l a  f r a c t i o n  e n r i c h i e  en produi t  e s t  mise en 

so lu t ion  dans 30 m l  de méthanol. A c e t t e  so lu t ion ,  on a jou te  1 0  

m l  d'une s o l u t i o n  de KOH/MeOH ( 1 0  g/100 m l ) .  Après chauffage à 

r e f l u x  pendant  une heure,  l e  méthanol e s t  é l i m i n é  pa r  

concen t ra t ion .  L ' a c i d i f i c a t i o n  du mi l ieu  e s t  r é a l i s é e  pa r  de 

l ' H C 1  I N .  Un p r é c i p i t é  s e  forme a l o r s .  I l  e s t  récupèré par 

f i l t r a t i o n ,  lavé pa r  de l ' e a u  d i s t i l l é e ,  r e p r i s  dans du MeOH, 

séché su r  Na2S04, e t  concentré à sec .  ce p r é c i p i t é  correspond à 



Spectre de masse FAB du peptide 
Acridinyl-Arg-Gly-Asp-Ser 

Spectre de masse de l'impureté du peptide 
acridinyl-Arg-Gly-Asp-Ser 



1 'acide N- (chloro-6 méthoxy-2 acridinyl-9) bmino-6 héxanoïque . 
On obtient 223 mg de produit. 

CCM: CHC13/MeOH 2/1. Rf: 0,43. Rdt: 23%. 

FAB-MS (MH)+ calculé: 372; trouvé: 372 

3. 2. 4- Synthèse des acridinyl-peptides 

Dans cette série nous avons synthétisé: 

a- Acr-Arg-Gly-Asp-Ser 

b- Acr-Fn 80-88C 

c- Acr-Arg-Phe-Asp-Ser 

a- a été réalisé manuellement, selon la stratégie de 

synthèse Boc/TFA à partir de 50 mg de peptidyl-résine portant 

préalablement la séquence Arg-Gly-Asp-Ser, chargée à 0,461 

meq/gr. 

Le clivage par le fluorure d'hydrogène est réalisé sur 61 mg 

de résine en présence de 510 mg de crésol et 5 ml d'HF. Après 

lyophilisation, nous récupérons 12,5 mg de peptide dans la 

fraction AcOH 5%. 

Réactif 

de couplage 

Acridine 

Mdthode de 

couplage 

DCC 

BOP 

Temps de 

couplage 

60 mn 

une nuit 
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La purification a été effectuée par HPLC phase inverse 

préparat ive. 

Résultat de l'analyse d'acides aminés: Asp: 1,Ol; Ser: 0,78; 

Gly: 1,02; Arg: 0,96 

FAB-MS (MH)+ calculé: 788; trouvé: 788. 

r 

Masse 

déposée 

12 mg 

b- a été réalisé manuellement, selon la stratégie de 

synthèse Boc/TFA à partir de 250 mg de peptidyl-résine portant 

préalablement la séquence Fn 80-88C et chargée à 0,125 meq/gr. 

G e l  

C 18 

Le clivage par le fluorure d'hydrogène est réalisé sur 255 

mg de résine en présence de 400 mg de crésol et 4 ml d'HF. 

La purification a été effectuée par HPLC phase inverse 

préparative sur la fraction AcOH 5%. 

Réact i f  

de  couplage 

Acr id ine  

Dimension 

eh CIM 

1x40 

Méthode de  

couplage 

BOP 

Masse 

déposée 

b 

Eluant  

H20 
CH3CN 
TF A 

Temps de  

couplage 

120 mn 

G e l  

C  18 

h 

ah) (?  

215 

L 

Débit  

2 ml/mn 

+ 

Dimension 

eh & 

1x40 

h 

a4 t ~ k  

215 

Eluant  

H20 
CH3CN 
TFA 

Rdt 

40% 

Débit  

F r a c t i o n  

20-22 

Pure té  

94% 

F r a c t i o n  Pu re t é  

1,5 ml/mn 24-29 100% 



Spectre de masse du peptide 
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Résultat de l'analyse d'acides aminés: Asp: 1,03; Thr: 0,9; 

Ser: 0,79; Pro: 1,55; Gly: 1,98; Ala: 0,99; Val: 0,98; Arg: 1,03 

FAB-MS (MH)+ calculé: 1387; trouvé: 1387. 

c- a été réalisé manuellement, selon la stratégie de 

synthèse Boc/TFA à partir de 100 mg de peptidyl-résine portant 

préalablement la séquence Arg-Phe-Asp-Ser et chargée à O,5 

meq/gr . 

Le clivage par le fluorure d'hydrogène est réalisé sur 116 

mg de résine en présence de 300 mg de crésol et 3 ml d'HF. Après 

lyophilisation, nous récupérons 30 mg de peptide dans la 

fraction AcOH 5% et 17,5 mg dans la fraction AcOH 50%. 

La purification a été effectuée par HPLC phase inverse 

préparative sur la fraction AcOH 5%. 

- 

Réactif 

de couplage 

Acridine 

FAB-MS (MH) + calculé: 720; trouvé: 720. 

- 
Masse 

déposée 

30 mg 

Méthode de 

couplage 

BOP 

Temps de 

couplage 

120 mn 

G e l  

C 18 

1 

Dimension 

- C h  

1x40 

h 

e ~ h ) i r  

215 

t 

Eluant 

H20 
CH3CN 
TFA 

Débit 

2 ml/mn 

Rdt Fraction 

20-21 

Pureté 

100% 



4- SYNTHESE DU PEPTIDE GP 85 TRYPO C63-80 

La s y n t h è s e  d e  ce p e p t i d e  a  é t é  r é a l i s é e  s e l o n  l e  schéma 

BOC/TFA. 1,5 g r  d e  Boc-Glu (OBzl) - r é s i n e  c h l o r o m é t h y l é e  c h a r g é e  à 

1,14 meq/gr  o n t  é t é  m i s  e n  j e u  e n  d é b u t  d e  s y n t h è s e .  Des 

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

f a ç o n  à o b t e n i r  les  p e p t i d e s  d e  9,  12 e t  20 a c i d e s  aminés  (GP 85 

t r y p o  71-80, GP 85 t r y p o  69-80, GP 85 t r y p o  C63-80). 

En f i n  d e  s y n t h è s e ,  l a  r é s i n e  est  d e  nouveau f r a c t i o n n é e  en  

p l u s i e u r s  l o t s .  S u r  un q u a r t  d e  ce t te  r é s i n e ,  un r é s i d u  t y r o s i n e  

Réactif 

de couplage 

Boc-Ser (Bzl) 

BOC- AS^ (OCHX) 

BOC-Gly 

Boc-Ser (Bzl) 

BOC-Gly 

BOC-LYS ( c ~ c ~ z )  

BOC-Lys (ClCbz) 

BOC- AS^ (OBZ~) 

Boc-Glu (OBzl) 

Boc-Ser (Bzl) 

Boc-Asp (OcHx) 

BOC-Gly 

Boc-Ser (Bzl) 

BOC-Glu (OBzl) 

BOC-LYS (Cbz) 

BOC-Lys (Cbz) 

BOC- AS^ (OBZ~) 

Méthode de 

couplage 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

DCC/HOB~ 

Temps de 

couplage 

120 mn 

120 mn 

30, 30 mn, AC 

30 mn 

30, 30 mn 

30 mn, AC 

600 mn 

600, 200,120 mn 

Prélèvement 

600, 120 mn 

600, 120 mn 

90, 600, 60, 60 mn 

Prélèvement 

900, 30, 30 mn, AC 

30, 30 mn 

90, 120, 90 mn 

90, 120, 60 mn 

120, 120, 60, 60 mn, AC 

100, 100, 60 mn 



est couplé, sur un autre quart, un résidu Boc-cystéine Acm est 

couplé. 

4. 1- GP 85 trvgo 69 - 80 

Le clivage par le fluorure d'hydrogène est réalisé sur 500 

mg de résine en présence de 500 mg de p.crésol et 5 ml d'HF. 

Après lyophilisation, nous récupérons 400 mg de peptide dans la 

fraction AcOH 5%. Le peptide GP 85 trypo 69-80 a été purifié par 

filtration sur gel. (Temps de collecte/tube=20mn) 

Résultat de l'analyse d'acides aminés: Asp: 2/84; Ser: 2,56; 

Glu: 2,03; Gly: 2,14; Lys: 1/36. 

La faible valeur de la lysine est due à la mauvaise 

intégration du pic lui correspondant. 

Masse 
déposée 

200 mg 

4. 2- GP trvpo C63 - 80 

Le clivage par le fluorure d'hydrogène est réalisé sur 350 

mg de résine.en présence de 500 mg de p.crésol et 5 ml d'HF. 

Après lyophilisation, nous récupérons 200 mg de peptide dans la 

fraction AcOH 5%. Le peptide GP 85 trypo C63-80 a été purifié 

par filtration sur gel. (Temps de collecte/tube=30mn) 

Ge 1 

P 2 

Dimension 
c A ~ C 4 b  

2 , 5 ~ 4 0  

Eluant 

AcOH5% 

h 
Ct\W 

237 

Débit 

12ml/H 

Fraction 

53-67 



4 .  3- Couplaae de l a  f luorescéine sur  l e  ~ e ~ t i d e  GP 85 

trvwo 6 9  - 80 

C 

Masse 

déposée - 
100 mg 

4 

6,7 mg ( 5 , 1 5  pmoles) de GP 85 t r y p o  69-80 sont  mis en 

so lu t ion  dans 1 0 0  p l  d ' eau .  A c e t t e  so lu t ion ,  on a jou te  2 0 0  p l  

de pyridine e t  2 , 2  mg ( 5 , 6 6  pmoles) de F I T C  ( isothiocyanante de 

f l u o r e s c é i n e ) .  Le pH e s t  controlé  régulièrement e t  maitenu à 8-9 

avec du NaHC03. Après 2 0  heures d ' a g i t a t i o n ,  l e  système ne 

semble p lus  évoluer d ' ap rès  l e s  con t rô les  r é a l i s é s  par analyse 

en couche mince. L'excès de F I T C  e s t  é l iminé par ex t rac t ion  à 

1'AcOEt. La phase aqueuse e s t  lyoph i l i sée .  Le milieu réact ionnel  

e s t  ensu i t e  p u r i f i é  par  HPLC phase inverse  prépara t ive  sur  C18. 

Après lyophi l i sa t ion ,  nous obtenons 0,9 mg de peptide marqué. 

4 .  4- Couplaae du ~ e ~ t i d e  GP t r v ~ o  C 6 3  - 80 sur  u  n a e l  de - 

type " S e ~ h a r o s e  Thioactivated 4 B w  

Ge 1 

P 2 

Le pept ide u t i l i s é  au cours de c e t t e  expérience provenait  de 

l a  synthèse dans l a q u e l l e  l e  résidu cys té ine  é t a i t  protégé par  

une fonc t ion  acétamidométhyle. Nous avons du déprotéger  l a  

cys té ine  par t ra i tement  à l ' a c é t a t e  mercurique. 

Dimension 

2,5 x 40  

Eluant 

AcOH 5% 

h 

a.4  h k  

237 

Débit 

30ml/H 

Fraction 

34-39 



4 .  4 .  1- Déprotection d'un groupement acétamido- 

méthyle d'une cystéine 

6 , 2  mg ( 2 , 5  pmoles) de GP 85 t rypo  C63-80 e t  0 ,8  mg (2 ,5  

pmoles) d ' a c é t a t e  mercurique sont  mis en so lu t ion  dans 0 , 4  m l  

d 'eau dégazée a c i d i f i é e  à pH 3 , l  par  de l ' a c i d e  acé t ique .  On 

l a i s s e  sous a g i t a t i o n  pendant 20 heures.  

Le mi l ieu  réac t ionne l  e s t  e n s u i t e  d i l u é  1 0  f o i s  avec de 

l ' e a u  dégazée avant de p r é c i p i t e r  l e  mercure sous forme de 

s u l f u r e  mercurique par  barbotage d1H2S, f i l t r é  s u r  f i l t r e  

Mill ipore 0,22 pm puis  lyoph i l i sé  après él iminat ion de 11H2S par 

barbotage d ' azo te .  

Le dosage de t h i o l  par  l a  méthode dlEllmann a  permis de 

déterminer l a  présence de 1595,7 nmoles de pept ide GP 85 t rypo 

C63-80 sous forme SH (Rdt= 63,8%) . 

4 .  4 .  2-  Couplage du peptide rédui t  s u r  l e  g e l  de 

"Sépharose-Thioactivated 4B" 

300 mg de g e l  de Sépharose ont d'abord é t é  mis en suspension 

dans de l ' e a u  dégazée pendant deux heures, puis  lavés t r o i s  f o i s  

par  un tampon d ' acé ta te  d'ammonium pH 4,77. 

Ce g e l  e s s o r é  e s t  e n s u i t e  m i s  en contac t  avec 2 m l  de 

tampon. Le pept ide GP 85 t rypo C63-80 rédui t  e s t  amené dans 1 m l  

d 'eau dégazée. Le couplage a  é t é  r é a l i s é  sous a g i t a t i o n  pendant 

40 heures. 

Après lavage du g e l  avec de l ' e a u  dégazée.  La d e n s i t é  

opt ique de l ' é l u a t  e s t  mesurée au spectrophotomètre à 343 nm. 



Nous avons pu a i n s i  déterminer que 0,38 pmole de pept ide GP 85 

t rypo C63-80 é t a i t  f ixée  sur  l a  Sépharose (Rdt=36%). 

5- SYNTHESES DES CANDELABRES 

1- n h' t ese de la-e 5 .  Sy 

Sur  5 g r  de r é s i n e  benzhydrylamine p r é a l a b l e m e n t  

n e u t r a l i s é e ,  on couple 236 mg (1,25 mmoles) de B O C - P ~ l a  sous 

forme d ' e s t e r  ac t ivé  dlHOBt pendant une n u i t .  

Après lavage, 100 mg de r é s i n e  sont a c é t y l é s  ( 2  f o i s )  au 

moyen d'anhydride acét ique en présence de D I E A .  Après cl ivage du 

groupement tertiobutyloxycarbonyle, l a  charge de l a  r é s ine  e s t  

déterminée par l a  méthode de Gisin.  Nous trouvons une charge de 

0,28 meq/gr. 

L 'acé ty la t ion  e s t  e f fec tuée  su r  l e  r e s t e  de l a  r é s ine .  

Les couplages de l a  DiBoc-Lysine ont é t é  e n s u i t e  r é a l i s é s  

avec un excés de 2,5 par  rapport  à l a  charge de l a  r é s i n e .  La 

charge e s t  considérée comme doublant à chaque é tape .  

En f a i t ,  l a  charge r é e l l e  de l a  r é s i n e  p o r t a n t  l e s  7 

T 
Réactif 

de couplage 

r 

(Boc) 2Lys,DCHA 

(Boc) 2Lys,DCHA 

(Boc) 2Lys,DCHA 

résidus lys ines  e s t  de 1,38 meq/g. 

Méthode de 

couplage 

BOP 

BOP 

BOP 

Temps de 

couplage 

60 mn 

60  mn 

60 mn 



Par la suite un autre arbre Lysine a été synthétisé sur 

benzhydrylamine suivant le même protocole. La BOC-b~la étant 

remplacée par une Boc-norleucine. La charge de cette résine est 

de 1/05 meq/g. 

5. 2- Synthèse de Ara-Glv-ASD - Se r-candélabre 

Il a été réalisé manuellement, selon la stratégie de 

synthèse Boc/TFA à partir de 150 mg de polylysine-résine chargée 

à 1,38 meq/gr . 

Le clivage par le fluorure d'hydrogène est réalisé sur 300 

mg de résine en présence de 300 mg de crésol et 3 ml d'HF. Après 

lyophilisation, nous récupérons 200 mg de peptide dans la 

fraction AcOH 5%. 

La filtration sur gel (TSK HW 40s) du peptide brut a permis 

d'obtenir une pureté supérieure à 80%. 

, 

- 
Réactif 

de couplage 

Boc-Ser (OBzl) 

BOC-Asp (OcHx) 

Boc-Gly 

Boc-Arg (Tos) 

Masse 

déposée 

200 mg 

k 

Méthode de 

couplage 

DCC/HOB~ 

BOP 

BOP 

BOP 

BOP 

Gel 

TSK HW 
40 S 

Temps de 

couplage 

2 x 6 0 m n  

60 mn 

2 x 6 0 m n  

2 x 6 O m n  

3 x 6 O m n  

Dimension 

2,5x40 

h 
Cu Y% 

25 4 

Eluant 

AcOH 5% 

-7 

Fraction 

26-30 
31-36 



5% 3- Svnthèse du Fn 80-89-candélabre 

La synthèse a été réalisée sur 200 mg de polylysine résine 

chargée à 1,38 meq/g. 

Masse de peptidyl-résine obtenue: 384 mg. Rendement: 71,2%. 

Le clivage par le fluorure d'hydrogène a été réalisé sur 360 

mg de résine avec 500 mg de crésol et 5 ml d'HF. Coupure 1H30 à 

O°C. Masse de Fn 80-89-candélabre dans la fraction AcOH 5%: 166 

mg. Rendement de la coupure: 97,2%. Le peptide Fn 80-89- 

candélabre a été purifié par filtration sur gel. (Temps de 

collecte/tube=8mn) 

Réactif 

de couplage 

Boc-Ala 

Boc-Pro 

Boc-Ser (Bzl) 

Boc-Asp (OcHx) 

Boc-Gly 

Boc-Arg (Tos) 

Boc-Gly 

Boc-Thr (Bzl) 

Boc-Val 

Boc-Ala 

Méthode de 

couplage 

DCC/HOBt 

BOP 

DCC/HOBt 

DCC/HOBt 

DCC/HOBt 

DCC/HOBt 

DCC/HOBt 

DCC/HOBt 

BOP 

DCC/HOBt 

BOP 

BOP 

DCC/HOBt 

BOP 

Temps de 

couplage 

60, 60, 30 mn 

30, 60 mn 

60, 90, 60 mn 

60, WK 

60, 60 mn 

30, 60 mn 

30, 30, 60 mn 

30, 60, 60 mn 

60 mn 

30, 60 mn 

60, 60 mn 

60, 60, 60, 60 mn 

60 mn 

60 mn 



Résultats des analyses d'acides aminés: 

La valeur 1 a été calculée sur la base des acides aminés 

suivants: Asp, Pro, G l y ,  Ala, Val, Arg. 

D é b i t  

45ml /H  

Masse 
déposée 

1 0 0  mg 

t 

c 

E l u a n t  

A c O H 5 %  

Les calculs ont été effectués sur la valeur du résidu 

lysine. 

R d t  

7 2 %  

Ge 1 

TSKHW 
40  S  

h 
e.u h w  

2 4 0  

r 
Acide aminé 

AsP 
Thr 
Ser 
Pro 
G ~ Y  
Ala 
Val 
Arg 

r 
Acide aminé 

AsP 
Thr 
Ser 
Pro 
G ~ Y  
Ala 
Va 1 
Arg 
LY s 

F r a c t i o n  

1 0 - 1 1  
12 -13  
14 -15  

i 

D i m e n s i o n  

h a &  

2 , 5 ~ 8 5  

Théorique 

1 
1 
1 
1 
2  
2  
1 
1 

Théorique 

8  
8  
8  
8  
1 6  
1 6  
8 
8  
7  

Trouvé 

A 

Trouvé 
T 

T 10-11  

8 , 3 5  
7 , 5 8  
6 , 9 2  
1 0 , 1 5  
1 6 , 8 1  
1 6 , 3 5  
8 , 0 8  
7 , 1 2  
7  

T 10-11  

O ,  90  
O ,  82  
O ,  7 5  
1 , l O  
1 , 8 2  
1 , 7 7  
O ,  8 7  
O ,  77 

T 12-13 

8 / 6 1  
7 , 7 6  
5 , 6 8  
8 , 3 1  
1 6 / 3 7  
16,OO 
7 , 7 6  
8 , 0 4  
7  

T 12-13  

1 / 0 6  
O ,  95 
O ,  70  
1 , 0 2  
2 , O l  
1 , 9 7  
O ,  95 
O ,  99 

T 14-15 

9 , 4 7  
7 , 5 8  
7 , 3 9  
7 , 4 8  
1 5 , 6 6  
1 5 , 0 7  
7 , 2 0  
7 , 2 5  
7  

T 14-15  

1 , 2 2  
0 , 9 8  
O ,  95  
O ,  96 
2 , 0 2  
1 , 9 4  
O ,  93 
O ,  93 



6- COUPLAGE DE PEPTIDE SUR CANDELABRE ACTIVE A L ' A C I D E  

MALEIMIDOCAPROIQUE 

6 .  1- Svnthèse de "candélabre-MC" 

Sur 1 7 2  mg de r é s i n e  poly lys ine  chargée à 1,38 meq/g, on 

couple 1 0 0  mg (0,473 mmoles) d 'ac ide  maléimidocaproïque au moyen 

du BOP pendant 2 heures.  Après lavage, l e  t e s t  de Kaiser donne 

une so lu t ion  incolore e t  des grains  de r é s ine  n o i r s .  Le t e s t  e s t  

considéré comme négat i f  puisque q u ' i l  e s t  basé sur  l a  co lora t ion  

bleue de l a  so lu t ion  par  l i b é r a t i o n  du pourpre de Ruhmann. L a  

n é g a t i v i t é  du t e s t  de Chris tensen pour l e s  amines pr imaires  

(avec l 'acétaldéhyde)  nous a  permis de confirmer l e  r é s u l t a t  du 

Kaiser  donc l a  s a t u r a t i o n  des fonc t ions  amines des r é s idus  

lys ine .  

Le c l ivage  par  l e  f luorure  d'hydrogène e s t  r é a l i s é  s u r  176 

mg de r é s i n e  en présence de 180 mg de c r é s o l  e t  2 m l  d'HF, 

pendant 1 h  30 à O°C. La masse de candélabre-MC dans 1'AcOH à 

50% e s t  de 9,5 mg 

6 .  2- Couplaffe d'un peptide à S H  sur  l e  "candélabre-MCw 

15 mg de pept ide Allergène 117-133 (pept ide de l ' a l l e r g è n e  

DER P l )  ( 1 , 5  équ iva len t s )  sont s o l u b i l i s é s  dans 0,9 m l  d 'eau 

dégazée. 

A 2 mg de candélabre-MC (en s o l u t i o n  dans 0 , 4  m l  de D M F  

dégazé) e s t  a jou té  en 4 temps (au temps 0 ,  7 0  mn, 120 mn e t  18 

heures) respectivement 0 ,3  m l ,  0 ,3 m l ,  0,15 m l  e t  0,15 m l  de l a  

so lu t ion  de pept ide Allergène 117-133. . 



Après lyophilisation du milieu réactionnel, une filtration 

sur gel (TSK HW 40 S )  est effectué dans 1'AcOH à 5%. 

L'analyse d'acides aminés sur la première fraction éluée 

nous indique la composition de l'espèce synthétisée. D'après les 

calculs, nous avons réussi à greffer 4 molécules de peptide par 

molécule de candélabre. 

Ge 1 

TSK HW 
40 S 

Dimension 
eu- 

1,5 x 85 

Eluant 

ACOH 5% 

Fraction 

14-15 

J 

h. 

238 

Débit 

30ml/H 



C- TECHNIQUES UTILISEES EN BIOLOGIE 

1- MARQUAGE A L ' I O D E  DE LA FIBRONECTINE- METHODE A LA 

CHLORAMINE T 

Une so lu t ion  de chloramine T à X mg/ml de tampon phosphate 

e t  une s o l u t i o n  de mé tab i su l f i t e  de sodium (MBS) à X mg/ml de 

tampon phosphate (nous aurons X pour X x  100 pg de p ro té ine )  

sont préparées extemporanémment. 

A X x  100 pg de p ro té ine  mis en s o l u t i o n  dans 1 0 0  p l  de 

tampon phosphate,  e s t  a j o u t é e  Y mCurie d ' i o d e  ,125.  Après 

a g i t a t i o n ,  100 p l  de l a  s o l u t i o n  de chloramine T sont  

addi t ionnés au gout te  à gou t t e .  La réac t ion  dure une minute à 

p a r t i r  du moment ou l a  première gout te  a  é t é  a joutée .  

La réac t ion  e s t  stoppée par  addi t ion  en une f o i s  de 200 pl 

de l a  so lu t ion  de MBS. 

Le milieu réac t ionnel  e s t  ensu i t e  déposé sur  une colonne de 

g e l  Séphadex PD10 préalablement s a t u r é e  avec une s o l u t i o n  de 

tampon phosphate/BSA à 0,1%, puis  équ i l ib rée  en tampon phosphate 

qui  s e r v i r a  à 1 ' é l u t i o n .  

L ' é lua t  e s t  récupéré dans 13 tubes à ra'ison de 1 0  gout tes  

par  tube ( s o i t  environ 0,5 m l ) .  

Le comptage e s t  r é a l i s é  s u r  10 p l  de chaque tube ,  il se  

dessine a l o r s  un p r o f i l  de marquage avec un p i c  correspondant au 

marquage de l a  p r o t é i n e  e t  l ' a m o r c e  d ' u n  second p i c  

correspondant à l ' excés  d ' iode  125. 

Sur l e s  tubes contenant l a  p lus  f o r t e  concentrat ion en iode 

125 se ra  déterminée l ' a c t i v i t é  spéc i f ique  de l a  p r o t é i n e .  Pour 

ce la ,  100 p l  de sérum humain normal son t  a joutés  dans ces  tubes.  



Les protéines sont ensuite précipitées par 1 ml d'acide 

trichloracétique à 20 %M dans l'eau. Les petits fragments iodés 

ou l'iode libre sont comptés dans le surnageant et le marquage 

réel de la protéine dans le culot de centrifugation. 

2- RECUPERATION DES PARASITES 

Les trypomastigotes sont mis en culture sur un tapis 

cellulaire de fibroblastes 3T3 de souris. Après pénétration dans 

les cellules, ils se transforment en amastigotes, se multiplient 

et sont libérés dans le milieu de culture par éclatement des 

cellules. Les trypomastigotes que nous récupérons sont donc dans 

le milieu de cc ture. Après une première centrifugation afin 

d'éliminer les débris cellulaires (10 mn à 800 tours/mn), le 

surnageant dans lequel se trouvent toujours les parasites est 

récupéré puis de nouveau centrifugé 10 mn à 3000 tours/mn. Les 

parasites se trouvent maintenant dans le culot, le surnageant 

est éliminé. Les parasites sont ensuite repris dans du RPMI et 

lavés plusieurs fois par centrifugation 10 mn à 3000tours/mn. 

3- ETUDE DE LA TOXICITE DES DROGUES SUR LES TRYPOMASTIGOTES 

Après récupération, lavage et comptage des parasites, ils 

sont répartis dans une boite à fond plat Nuclon 96 puits (1 

million par puits dans 50 pl de RPMI 1640 sérum de veau à 10%). 

Les parasites sont ensuite mis en contact avec 50 pl d'une 

solution de Benznidazole ou peptidyl-drogues à différentes 

concentrations. Les drogues sont solubilisées dans du milieu 

RPMI 1640 DMSO 1%. 



Après 5 heures d'incubation, 1 pcurie (37 K B q )  

d'hypoxanthine tritiée est ajoutée dans chaque puits. 20 heures 

après, les parasites sont récupérés et lavés sur papier filtre 

en fibre 'de verre. 

L'hypoxanthine tritiée incorporée est mesurée sur un 

compteur à scintillation liquide (Rackbeta, Turku, Finlande). 

4- ETUDE DE LA PROLIFERATION DES LYMPHOCYTES T 

L'immunisation des souris est réalisée par injection à la 

base de la queue de 100 pl d'une solution contenant 20 à 50 pg 

d'antigène en présence ou non d'adjuvant complet ou incomplet de 

Freund. En présence d'adjuvant, celui-ci sera en proportion de 

50 pl pour 50 pl d'antigène. 

3 souris servent à l'immunisation avec un type d'antigène. 

10 à 12 jours après l'injection, les souris sont sacrifiées 

afin de récupérer de façon aseptique les ganglions inguinaux et 

périaortiques . 
Ceux-ci sont ensuite dilacérés et les cellules sont remises 

en suspension dans du RPMI-PS contenant 10% de sérum de veau 

fétal, 10 mM Hepes, 2 mM L-glutamine, 100 U de penicilline/ml, 

100 U de streptomycine/ml, 1 mM de pyruvate de sodium et 5x10-~ M 

de pmercaptoéthanol. 

Nous répartissons ensuite 105 cellules par puits dans un 

volume de 100 pl. Les antigènes sont introduits à différentes 

concentrations (16; 8; 1,6; 0,16; 0,016 pg) dans un volume de 

100 pl de façon à obtenir des concentrations finales de 80; 40; 

8; 0,8; 0,08 @/ml. 



Après 4 jours d'incubation à 37OC sous une atmosphère humide 

à 5% de C 0 2 ,  0,5 pcurie de thymidine tritiée est ajouté. 

18 heures après, les cellules sont filtrées. L'incorporation 

de la thymidine est mesurée après addition de liquide de 

scintillation avec un compteur gamma à scintillation. 

5- TEST ELISA INDIRECT (TITRATION DES IMMUNSERUMS) 

Les tests sont réalisés sur des plaques EIA (Enzyme Immuno 

Assay) Nunc 96 trous à fond plat. 

5.1- Fixation de l'antiaène 

Le peptide ou la protéine sont mis en solution dans un 

tampon phosphate 0,lM pH 7,4 aux concentrations respectives de 

10 et 2 pg/ml. 

On dépose dans chaque puits 100 pl de ces solutions (une 

solution par puits). Après incubation d'une nuit à température 

ambiante, la plaque est lavée 3 fois avec le tampon phosphate. 

5. 2- Addition de l'imrnunsérum (1s) a tit . , rer 

100 pl de différentes dilutions de 1'1s dans du tampon 

phosphate/BSA à 1% ou 100 pl des mêmes dilutions de sérum pré- 

immun sont déposés. Après incubation de 2 heures à 37O~, la 

plaque est lavée 3 fois avec le tampon phosphate. 



5. 3  - Add i t i o n  du second a n t i c o r ~ s  a n t i  IaG de  s o u r i s  

100 p l  du s e c o n d  a n t i c o r p s ,  a n t i c o r p s  de monton a n t i -  

a n t i c o r p s  d e  s o u r i s  marqué  p a r  l a  p e r o x y d a s e  ( P a s t e u r  

p r o d u c t i o n )  d i l u é  a u  1 /10000 d a n s  du tampon phosphate/BSA 1% 

s o n t  a d d i t i o n n é s .  Après  i n c u b a t i o n  de 2 h e u r e s  à 3 7 ' ~ ~  l a  p l a q u e  

e s t  l a v é e  3  f o i s  a v e c  l e  tampon p h o s p h a t e .  

5 .  4-Addi t ion du s u b s t r a t  

100  pl p a r  p u i t s  du s u b s t r a t  de l a  p e r o x y d a s e  s o n t  

a d d i t i o n n é s .  Après i n c u b a t i o n  de  30 mn à l ' a b r i  d e  l a  l u m i è r e ,  

l a  r é a c t i o n  e s t  a r r ê t é e  p a r  a d d i t i o n  d e  100 p l  p a r  p u i t s  d ' a c i d e  

c h l o r h y d r i q u e  I N .  

L ' i n t e n s i t é  de c o l o r a t i o n  es t  l u e  spectrophotométriquement à 

4 9 2  nm. 
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DEFOORT Jean-Philippe 

ETUDE DE STRUCTURES PEPTIDIQUES MINIMALES SUSCEPTIBLES 

D'INTERFERER AVEC L'INFECTION DE LA CELLULE HOTE PAR TRYPANOSOMA 

C R U Z I .  

RESUME 

La maladie de Chagas aladie à forte composante 
autoimmune, due à un protozoaire flagellé, Trypanosoma cruzi . 
Les traitements curatifs ou préventifs restent, à nos jours, 
encore peu satisfaisants. Nous avons alors étudié deux nouvelles 
stratégies de lutte basées sur l'inhibition de la fixation de la 
forme trypomastigote sur la cellule hôte, étape cruciale du 
cycle parasitaire. 

-Nous avons synthétisé 60 analogues du tétrapeptide Arg-Gly-Asp- 
Ser, peptide constitutif de la fibronectine et impliqué dans les 
phénomènes d'adhésion hôte-pathogène, afin de déterminer une 
structure plus spécifique du trypomastigote capable d'inhiber 
cette étape. Ces peptides ont été synthétisés par une méthode 
originale et performante: la synthèse multiple en phase solide. 
L'utilisation de la spectrométrie de masse FAB nous a également 
été précieuse pour la confirmation de structures peptidiques 
ainsi que pour la résolution de problèmes rencontrés au cours de 
ces synthéses. L'activité de ces différents analogues a été 
déterminée par 1 ' inhibition de la fixation de la f ibronectine 
sur le trypomastigote . 
Différentes peptidyl-drogues, ont été synthétisées et testées en 
vue de réaliser le ciblage de drogue sur les trypomastigotes. 
Nous avons montré que les drogues choisies ont perdu leurs 
activités cytotoxiques. De plus, les peptides porteurs contenant 
la séquence Arg-Gly-Asp-Ser ont vu leur capacité à se fixer sur 
le trypomastigote diminuer considérablement. 

-L'immunisation de souris avec un peptide synthétique 
représentant une séquence répétitive d'une protéine de surface 
du trypomastigote, a permis de protéger partiellement ces souris 
contre une infection massive de pathogènes. Cependant, nous 
avons pu observer que ce peptide était à l'origine de désordres 
immunologiques évoquant les manifestations autoimmunes 
apparaissant au cours du développement de la maladie chez 
1 ' homme. 

Trypanosoma cruzi, Synthése multiple de peptides en phase 

solide, Spectrométrie de masse FAB, Fibronectine, Ciblage de 

drogue, Irnmunogène synthétique, Autoimmunité. 


