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chromatographie en phase gaz 

correlated spectroscopy 

consistent valence force field 

dicyclohexylcarbodiimide 

dicyclohexylurée 

diisopropylcarbodiimide 

4-N ,N-diméthylaminopyridine 

N ,N-diméthy lformamide 

diméthylsulfure 

double quantum filtered COSY 

dithiothréitol 

enzyme-linked immunosorbent assay 

équivalent 

spectroscopie infra-rouge à transformée de Fourier 

groupement directeur de métallation 

chlorure de guanidinium 

glutathion (~lu-Cys-Gly) sous forme réduite 

glutathion sous forme oxydée 

acide chlorhydrique 

acide fluorhydrique 

hydroxybenzotriazole 

homonuclear Hartmann-Hahn experiment 

chromatographie liquide haute performance 

heteronuclear simple quantum correlation 

concentration inhibitrice 50 

impact électronique 
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Kea 

kd 

LH-RH 

Me 

MNDO 

Mob 

MOD 

NOES Y 

Om 

RMN 

rmsd 

Scyllatoxine-DBF 

SM 

SPPS 

t.a. 

TFA 

TFE 

TMEDA 

TMS 

TMSP 

TNBS 

TOCS Y 

Trt 

vrn 

canaux potassium, calcium dépendants 

kilodalton 

luteinising hormone-releasing hormone 

méthyl 

Modified Neglected Differentiai Overlap 

méthoxybenzyle 

métallation ortho-dirigée 

nuclear Overhauser effect spectroscopy 

omithine 

résonnance magnétique nucléaire 

root mean square deviation 

scyllatoxine modifiée avec le mime de coude ~ à structure dibenzofurane 

spectrométrie de masse 

synthèse peptidique en phase solide 

température ambiante 

acide trifluoroacétique 

trifluoroéthanol 

tétramethyléthylènediamine 

triméthylsil yl 

sel de sodium de l'acide triméthyl-2,2',3,3'-D-propionique 

acide 2,4,6-trinitrobenzènesulfonique 

total correlation spectroscopy 

trityle 

virus d'immunodéficience humain 
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NOMENCLATURE DES 20 ACIDES AMINES 

Al a A Alanine 

Arg R Arginine 

Asn N Asparagine 

Asp D Acide aspartique 

Cys c Cystéine 

Gin Q Glutamine 

Glu E Acide glutamique 

Gly G Glycine 

His H Histidine 

ne 1 Iso leucine 

Leu L Leucine 

Lys K Lysine 

Met M Methionine 

Phe F Phénylalanine 

Pro p Proline 

Ser s Serine 

Thr T Thréonine 

Trp w Tryptophane 

Tyr y Tyrosine 

Val v Valine 

13 



INTRODUCTION GENERALE 



Introduction Générale 

INTRODUCTION GENERALE 

Introduction 

Parmi les grands thèmes développés en biochimie, l'étude des mécanismes du repliement 

des protéines enthousiasme de nombreuses équipes de recherche. Plusieurs approches sont 

utilisées à cette fin. La première consiste à étudier la protéine entière et à analyser son 

comportement à l'aide, entre autre, d'expériences de dénaturation thermique (ALExANDER et 

coll., 1992) ou chimique (FRANK et coll., 1995), d'études sur la dynamique de la chaîne 

polypeptidique (BARCHI et coll., 1994) et d'échange hydrogène/deutérium (ORBAN et coll., 

1995) suivies par des expériences de RMN. Une seconde approche consiste à s'intéresser aux 

éléments de structure secondaire (hélices a, feuillets ~. coudes ~) qui, reliés entre eux, 

constituent la structure tridimensionnelle d'une protéine. La formation des éléments de structure 

secondaire est proposée pour être un des mécanismes intervenant dans les étapes précoces du 

repliement des protéines. Alors que pour les hélices a, les études sont bien avancées et les 

mécanismes de formation élucidés (MuNOZ et SERRANO, 1994a,b,c) il n'en est pas de même pour 

les feuillets ~· Il est, en effet, difficile de travailler sur ces éléments car ils possèdent une grande 

propension à l'agrégation et à la précipitation. Pourtant, les feuillets ~ constituent une part 

importante de la structure des protéines (FRISHMAN et MEWEs, 1997) et peuvent jouer des rôles 

fonctionnels importants en particulier dans la reconnaissance protéine-protéine (DERRICK et 

WIGLEY, 1992), protéine-ADN ou protéine-ARN (SMITH et REGAN, 1997). lls représentent donc 

un enjeu majeur dans les recherches menées sur le repliement des protéines. 

La recherche d'unités autonomes de repliement a conduit certains groupes à tenter 

d'obtenir, en solution, des feuillets ~ isolés. A ce jour, seuls BLANCO et coll. (1994) sont 

parvenus à obtenir un feuillet ~. monomérique en solution dans l'eau, 40% des molécules 

adoptant le repliement natif présent dans la protéine. Les autres feuillets obtenus en solution sont 

issus de peptides modifiés de manière à leur conférer la capacité de se structurer en feuillets ~. 

Pour cela, différentes approches sont utilisées et elles sont essentiellement focalisées sur le 

coude ~ou le tournant reliant les deux brins ~ du feuillet. Elles ont consisté en l'incorporation, 

au niveau du coude~. d'acides aminés naturels choisis pour leur probabilité à se structurer en un 

type de coude ~ déterminant la conformation du feuillet ~ (DE ALBA et coll., 1997), d'acides 

aminés non naturels (HAQUE et coll., 1996) ou d'éléments non peptidiques servant d'éléments 

de structuration pour maintenir les brins ~ correctement positionnés pour établir un feuillet P 
(KELLY et coll., 1994; NOWICK, 1995). 
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Nous abordons alors le domaine de l'ingénierie des protéines qui, outre son apport dans 

la compréhension de leurs mécanismes de repliement, fournit les outils nécessaires à la 

conception de novo de protéines (RECHT, 1994; DESJARLAIS et NADEL, 1995; TUSCHERER et 

MUTTER, 1995; BRYSON et coll., 1995; BEASLEY et RECHT, 1997). Celles-ci peuvent alors être 

dotées d'une structure pré-définie (REcHT et coll., 1990; ÜSTERHOUT et coll., 1992; STRUTHERS et 

coll., 1996; BETZ et coll., 1997), ou d'une fonction particulière comme, par exemple, un site de 

liaison à un métal (PESSI et coll., 1993). 

L'incorporation d'éléments non naturels dans les protéines a évolué en plusieurs étapes. 

Dans un premier temps, les modifications respectaient le modèle oligomère de la chaîne 

peptidique en introduisant des acides aminés D, des chaînes latérales modifiées ou en mimant la 

liaison peptidique. 

Dans le cadre de ce travail, nous proposons de nous placer à un niveau plus avancé de 

l'ingénierie des protéines en incorporant un élément non naturel qui va venir remplacer un motif 

structural. Nous verrons quelles en ont été les conséquences pour les protéines modifiées, au 

niveau structural et fonctionnel. Cet élément possède en outre des propriétés structurantes 

connues à l'échelle de peptides, il nous a donc semblé important d'évaluer leurs implications 

dans un contexte protéique et les informations que l'on peut en retirer au niveau du repliement 

des protéines. 

Présentation du travail de thèse 

Les travaux de KELLY et coll., qui s'inscrivent dans le cadre de la conception d'éléments 

de structuration destinés à obtenir des feuillets ~ en solution, nous ont particulièrement 

intéressés. Ils se basent, comme nous le verrons plus loin, sur l'utilisation d'un mime de coude 

~ à structure dibenzofurane qui, lorsqu'il est incorporé dans des peptides, et dans des conditions 

favorables (les acides aminés adjacents au mime doivent être hydrophobes), permet leur 

structuration en feuillet ~· Le mime de coude ~ à structure dibenzofurane, que nous nommerons 

« mime-DBF » dans les parties II et III, est particulièrement bien décrit (DIAZ et coll., 1991, 

1992, 1993a, 1993b, TSANG et coll. 1994, GRACIANI et coll., 1994) mais n'a été incorporé que 

dans des peptides. Nous voulions donc savoir comment les règles établies dans des peptides 

pouvaient s'appliquer au contexte d'une protéine entière, et étudier le comportement d'un tel 

mime dans un environnement spatial défini, constitué par la structure tridimensionnelle d'une 

protéine. 
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Trois points ont motivé notre travail : 

1 - Vérifier la faisabilité de l'incorporation d'un élément structurant non naturel 

dans le contexte d'une protéine; 

2- Analyser les conséquences structurales de l'incorporation d'un élément, décrit 

comme élément structurant dans les peptides, dans une protéine, ainsi que les 

conséquences fonctionnelles qui en découlent; 

3 - Etudier les propriétés de la protéine modifiée, notamment au niveau de la 

stabilité. 

Pour réaliser ces études, nous avons entrepris l'incorporation du mime-DBF dans deux 

protéines modèles, connues au laboratoire, et répondant à des critères que nous avons imposés 

et qui seront énoncés plus loin. Les deux protéines retenues sont la scyllatoxine, une toxine de 

scorpion, et le domaine B 1 de la protéine G du streptocoque. Les deux analogues modifiées 

avec le mime-DBF seront respectivement appelées« scyllatoxine-DBF »et« B 1G-DBF ». 

La synthèse des protéines modifiées nécessite, au préalable, l'utilisation des techniques 

de la chimie organique pour produire le mime-DBF. L'incorporation subséquente du mime dans 

les protéines est effectuée à l'aide de la synthèse peptidique en phase solide. Celle-ci constitue 

une technique plus souple, pour l'incorporation d'éléments non naturels, que l'approche 

biosynthétique. En effet, la voie chimique comporte des avantages majeurs par rapport à 

l'approche biosynthétique. Elle permet l'incorporation d'un large éventail de molécules et les 

quantités de produit obtenu sont plus importantes. Cependant, il faut signaler les progrès récents 

dans le domaine biosynthétique avec les travaux de ELLMAN et coll. (1992), MENDEL et coll. 

(1992), CHUNG et coll. (1993), NOWAK et coll. (1995), HOHSAKA et coll. (1996). 

Nous verrons dans une première partie comment nous avons abordé une nouvelle 

synthèse du mime-DBF dans le but de le fonctionnaliser. Les deuxième et troisième parties 

seront consacrées à l'incorporation du mime-DBF dans la scyllatoxine et dans le domaine B 1. 

Enfin la quatrième partie présentera le travail effectué sur le couplage de fragments peptidiques, 

dans le cadre d'un stage réalisé au sein du laboratoire du Professeur RAMAGE, à Edimbourg. 
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1. LES COUDES ~ ET LES MIMES DE COUDES ~ 

1.1. Les coudes ~ 

1.1.1. Définition 

Les coudes constituent une classe fondamentale d'élément structural et sont définis 

comme des sites d'inversion de la direction de la chaîne polypeptidique. Jusqu'à un tiers des 

acides aminés présents dans une protéine sont susceptibles d'être impliqués dans une structure 

en coude. Ce sont des structures polaires et peuvent être impliqués dans les phénomènes de 

reconnaissance moléculaire : liaison à un récepteur, reconnaissance antigène/anticorps, site de 

modifications post -traductionnelles. 

On rencontre essentiellement deux types de coudes : les coudes ~ et les coudes y. Ils 

comportent respectivement 4 et 3 résidus et ils peuvent être stabilisés par la présence d'une 

liaison hydrogène intramoléculaire, bien que celle-ci ne soit pas obligatoirement présente (Figure 

1). Au cours de ces travaux, nous nous sommes plus particulièrement intéressés aux coudes~-

La première définition des coudes ~a été proposée par VENKATACHALAM (1968) et elle 

mentionnait la présence d'une liaison hydrogène entre le CO du résidu i et le NH du résidu i+3. 

Cette définition a été précisée par LEWIS ( 1973) en imposant que la distance entre le Ca du 

résidu i et le Ca du résidu i+3 soit inférieure à 7 Â (Figure du Tableau 2) et que la chaîne 

peptidique ne soit pas en conformation hélicoïdale. La liaison hydrogène reliant le CO du résidu 

i et le NH du résidu i+3 est absente dans environ 25% des cas. C'est maintenant la classification 

de RicHARDSON ( 1981) qui fait le plus souvent référence, et les coudes ~ y sont classés en 

différentes catégories suivant la valeur des angles <1> et 'V des résidus centraux du coude ~ : les 

résidus i+l et i+2 (Tableau 2 et Figure!). Parmi les différents types de coudes, les coudes de 

type 1 sont les plus représentés (deux à trois fois plus que le type Il). Les coudes de types l' et 

II' sont les images dans un miroir (au niveau du squelette peptidique) des coudes de types 1 et II 

mais sont plus rares. Le type III est une courte portion d'hélice 310, il n'est donc pas repris dans 

toutes les classifications. 

L'analyse détaillée de la composition en acides aminés des différents types de coudes ~ a 

permis de mettre en évidence que certains résidus étaient plus représentés à certaines positions 

du coude. Ainsi, les acides aminés rencontrés le plus fréquemment à certaines positions des 

coudes ~de type 1 et II sont indiqués à titre d'exemple au Tableau 1 (WILMOT et THORNTON, 

1988). 
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Position dans 

le coude ~ 

Type 1 

i Asp, Asn, Ser, Cys 

i+l 

i+2 

i+3 

Asp, Ser Thr, Pro 

Asp, Ser, Asn, Arg 

Trp, Met 

Type II 

Pro 

Gly, Asn 

Arg 

Introduction Générale 

Tableau 1 : Acides aminés les plus rencontrés dans les différentes 

positions d'un coude ~ de type 1 ou II (d'après WILMOT et THORNTON, 

1988). 

Ces préférences ont été expliquées par des interactions spécifiques entre chaînes latérales 

observées dans des structures obtenues par radiocristallographie (WILMOT et THORNTON, 1988). 
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Coudes y 

Coude y classique Coude y inverse 

i+2 

Coudes ~ 

Type I Type l' Type II Type II' 

Figure 1 : Représentation des coudes y et des coudes ~ les plus couramment rencontrés. D'après ROSE et 

coll.( 1985) 
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Résidu i+2 

Résidu i+1 

Résidu i Résidu i+3 

Ca (i) - Ca (i+3) < 7 A 

Position i+l Position i+2 
Type de coude ~ <l>n \ji (0) <1> (0) \ji (0) 

1 -60 -30 -90 0 

l' 60 30 90 0 

II -60 120 80 0 

Il' 60 -120 -80 0 

III -60 -30 -60 -30 

III' 60 30 60 30 

VIa -60 120 -90 0 

VIb -120 120 -60 0 

VIII -60 -30 -120 120 

Tableau 2: Classification des coudes~ d'après RICHARDSON (1981) et ROSE et coll., (1985) 

De part leur intérêt en modélisation et en simulation moléculaire, les coudes ~ ont fait 

l'objet d'études de prédiction (WILMOT et THORNTON, 1988), de description topologique (BALLet 

coll., 1990) (MILNER-WHITE et POET, 1987), d'identification dans les protéines (WINTJENS et 

coll., 1994) et d'analyse conformationnelle (RAMAKRISHNAN et coll., 1996). D'autres études 

plus spécifiques ont été décrites sur des coudes particuliers comme le coude « Asx-Pro » 

(WILSON et FINLAY, 1997) ou un modèle sur le coude~ de type VI (MÜLLER et coll., 1993), sur 

le rôle de la solvatation dans la formation de certains coudes (BASHFORD et coll., 1997) ou 

encore sur la simulation du repliement de certains types de coudes (Y AN et coll., 1995). 
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1.1.2. Rôles 

1.1.2.1. Rôle dans la reconnaissance inter-moléculaire 

La localisation des coudes à la surface des protéines et la présence d'acides aminés à 

chaînes latérales hydrophiles et potentiellement réactives vis-à-vis d'une modification post

traductionnelle (Asn, Ser, Thr, Tyr, Pro ou Lys) ont très tôt suscité leur implication dans les 

phénomènes de reconnaissances inter-moléculaires ou de modifications post-traductionnelles. 

RosE et coll. ( 1985) ont fait une revue très précise des activités biologiques dans lesquelles les 

coudes peuvent être impliqués. Nous ne mentionnerons ici que les aspects les plus importants. 

Les coudes peuvent intervenir dans la reconnaissance immunologique et ont été localisés 

dans certaines protéines au niveau de sites antigéniques. lis sont potentiellement le site de 

modifications post-traductionnelles, comme la phosphorylation, la glycosylation ou 

l'hydroxylation des résidus Pro. 

1.1.2.2. Rôle dans le repliement des protéines 

Le rôle des coudes dans la structure, le repliement et la stabilité des protéines n'est pas 

encore bien compris. Deux positions s'opposent quant au rôle que l'on peut leur attribuer dans 

le repliement des protéines. Certains auteurs y voient des sites de nucléation potentiels lors des 

étapes précoces du repliement permettant l'établissement des éléments de structure secondaire 

comme les feuillets~. alors que d'autres les considèrent comme des structures inertes et dont la 

présence ne serait que la conséquence du repliement du reste de la chaîne faisant d'eux des 

éléments flexibles liant des éléments plus rigides (RosE et coll. 1985). Ces deux extrêmes ne 

s'opposent pas mutuellement et certaines études ont montré que dans une même protéine, la 

ribonucléase T 1, un coude sur les cinq présents semblait critique pour un repliement correct 

et/ou la stabilité thermodynamique de la protéine. Ce coude a été proposé par les auteurs pour 

être un site potentiel de nucléation du repliement de la ribonucléase T 1 pour initier la formation 

d'un feuillet~ anti-parallèle (GARRET et coll., 1996). 

D'autres travaux se sont axés sur la substitution des acides aminés constituant le coude 

pour tester la tolérance de la structure à cet endroit de la séquence et étudier les conséquences au 

niveau de la stabilité de la protéine. Le coude central de la plastocyanine (YBE et HECHT, 1996) 

est considéré comme jouant un rôle crucial dans la détermination de la structure 

tridimensionnelle finale de la protéine. 

D'autre part, l'implication des résidus des coudes dans la stabilité des protéines a été 

étudiée par PREDKI et coll. ( 1996) par des expériences de mutagénèse. Les auteurs ont pu établir 
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la corrélation entre la stabilité de la protéine et la préférence pour certains angles dièdres du 

squelette peptidique pouvant être dictée par l'environnement local. ZHou et coll. ( 1996) ont, 

quant à eux, montré que les coudes ~ semblent soumis à la pression sélective de l'évolution dans 

le but de favoriser les structures protéiques les plus stables thermodynarniquement. 

1.2. Les mimes de coude ~ 

Les facteurs intervenant sur la structure, la fonction et le repliement des protéines 

peuvent être étudiés à partir des protéines elles-mêmes. Cependant, des études détaillées sur 

l'importance de facteurs individuels sont également menées sur des molécules de plus faible 

poids moléculaire pouvant servir de modèles (Rlzo et GIERASH, 1992). L'avantage de cette 

approche est de pouvoir concevoir à volonté des séquences, pouvant comporter des éléments 

non naturels. On peut ensuite, dans le cas de peptides actifs, tenter de déterminer les éléments 

indispensables à conserver pour mainternir la fonction biologique voire l'améliorer. Dans un 

cadre plus structural, on est amené à se poser des questions spécifiques sur les propriétés 

conformationnelles intrinsèques, sur des interactions particulières et leurs propriétés 

thermodynamiques, sorties de leur contexte protéique. Des peptides modifiés peuvent ainsi être 

conçus pour mimer certaines parties de protéines avec une structure secondaire pré-définie et en 

tirer des informations sur les règles qui gouvernent le repliement des protéines. 

Nous allons donc aborder dans cette partie les deux aspects de la conception des mimes 

de coudes ~ : leur rôle dans la recherche d'analogues actifs et dans l'étude de la relation 

structure/activité biologique, et leur utilisation comme élément nucléateur de feuillet ~-

1.2.1. Etude de la relation structure/activité biologique Recherche 

d'analogues actifs 

C'est en 1980 que FREIDINGER et coll. sont parvenus à mimer efficacement une 

conformation active de l'hormone LR-RH, contenant un coude ~. par une unité 

conformationnellement contrainte. Depuis, l'intérêt pour la conception de mimes de coudes ~ 

s'est considérablement développé, grâce à des approches et des motivations différentes. 

Au départ, la motivation était la recherche d'analogues hautement actifs de peptides ayant 

une activité biologique intéressante. Le but était bien sûr de concevoir des analogues présentant 

une plus grande sélectivité et une faible toxicité. Pour cela, la détermination de la conformation 

active du peptide sur le récepteur peut apporter beaucoup d'informations dans le cadre de la 
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conception d'analogues de peptides actifs. L'introduction d'une contrainte conformationnelle 

adéquate dans un peptide initialement flexible, peut permettre de se rapprocher de la 

conformation active et, ainsi, limiter la perte d'entropie liée à la liaison au récepteur dans le bilan 

énergétique de cette interaction. De plus, la présence d'éléments non peptidiques permet 

d'augmenter le temps de demi-vie in vivo grâce à une meilleure résistance à la protéolyse par 

rapport au peptide naturel. L'étude des contraintes conformationnelles peut également fournir 

des informations sur les conditions requises par le ligand d'un récepteur pour produire une 

activité agoniste ou antagoniste (BALLet ALEWOOD, 1990). 

Les coudes ~ sont rencontrés dans nombre de structures peptidiques impliquées dans une 

activité biologique (ROSE et coll., 1985). C'est donc logiquement que s'est développé un intérêt 

particulier pour la conception de molécules non peptidiques rigides mimant les coudes ~· Cette 

conception doit reposer sur la topologie même du coude ~ en tenant compte de certains critères : 

liaison 2 

Rv-~ 
HN 

/=Ü"'"""'H-i' 
\ l'. 4 
1
. • 1a1son 
1a1son 1 

• la disposition des liaisons 2 et 3 l'une par 

rapport à l'autre, et par rapport au reste de la 

molécule, est importante pour l'orientation des 

liaison 3 chaînes latérales des acides aminés centraux du 

coude et qui peut être très déterminante pour 

0 l'activité biologique; 

• l'angle selon lequel la chaîne peptidique entre 

dans le coude par rapport à celui selon lequel 

elle en sort est défini par les liaisons 1 et 4; 

• la géométrie du squelette peptidique est 

importante car elle détermine la position des 

liaisons 1, 2, 3 et 4, et doit éventuellement 

permettre la présence d'une liaison hydrogène. 

BALLet ALEwooo (1990a) ont proposé deux approches différentes dans la conception de 

mimes de coudes ~ : ils ont introduit la notion de «mime interne» et de «mime externe ». 

Dans les mimes de coude ~internes la structure rigide introduite se situe dans l'espace occupé 

par le coude ~ original et remplace approximativement le squelette peptidique (exemple 4, Figure 

2), alors que dans le cas des mimes externes elle se place à l'extérieur du pseudo cycle à 10 

chaînons comprenant le pont hydrogène éventuel (exemple 1 Figure 2). De très nombreux 

exemples de mimes de coudes ~ont été décrits (BALLet ALEwooo, 1990a; HüLZEMANN, 1993; 

KAHN, 1988a, 1989, 1993, MARsHALL, 1993) et nous en présentons quelques exemples à la 

Figure 2. 
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H·.;:;N,l H ÇQ2 
H2i~~~OOH H2N H 

0 C02H 

0 0 (CH2)4NH2 

Freidinger et coll., 1980 Nagai et Sato, 1985 Kahn et coll., 1986 

1 2 3 

R2 

~):R' ' 
~~0 ox___ o 

ayN N 
R1 0 -(-R ~ 0 

fH 0 
4 

RX-CN 
HO 

0 X=O,S 
X= 1-5 atomes R = alkyl, aryl 

Kahn et coll., 1992,1993 Nakanishi et coll., 1992 Kyle et coll., 1992 

4 5 6 

R 

~R 
0 

Genin et coll., 1993 Gramberg et Johnson, 1994 Kim et coll., 1996 

7 8 9 

Figure 2 : mimes de coudes ~ utilisés pour la synthèse d'analogues de peptides actifs et l'étude de la relation 

structure/activité biologique 

Comme nous l'avons précisé précédemment, le premier exemple d'un peptide modifié 

par un élément appliquant une contrainte conformationelle a été décrit par FREIDINGER et coll. 

(1980). Dans cette étude, le y-lactame 1 (R = CH2CHMe2) remplace Gly 6 et Leu 7 de LH-RH 

et l'activité agoniste est alors augmentée de 8,9 fois in vitro par rapport à la molécule non 

modifiée. 
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Le mime 2, abrégé par BTD (Bicycle Tumed Dipeptide) conçu au départ pour mimer un 

coude de type II' (NAGAI et SATO, 1985), a été introduit dans différents modèles : dans la 

gramicidine S (SATO et NAGAI, 1986; BACH et coll, 1991) dans différents peptides actifs (NAGAI 

et coll., 1993) ou encore dans une protéine la protéase de VIH-1 (BACA et coll., 1993). C'est, à 

notre connaissance, le seul exemple décrit de l'incorporation d'un élément non naturel dans une 

protéine par voie chimique. La protéine modifiée n'a pas été purifiée à homogénéité. Les tests 

biologiques indiquent que l'activité catalytique est partiellement conservée. La protéine modifiée 

présente, d'autre part, une résistance accrue à l'inactivation thermique. Aucune étude structurale 

n'a cependant été menée sur ce modèle. 

L'équipe de KAHN a utilisé le squelette de l'indolizidinone pour concevoir le mime 3 qui 

a remplacé efficacement les résidus Lys et Arg d'un tripeptide immunosuppresseur (KAHN et 

DEVENS, 1986). 

Le mime 4 et ses dérivés ont fait l'objet de nombreuses études. Un premier modèle avait 

été proposé (KAHN et coll., 1988b) mais c'est avec le modèle 4 que les applications se sont 

développées. L'analyse de la conformation active de l'enképhaline sur son récepteur a été 

réalisée en utilisant 4 pour mimer le coude (GARDNER et coll., 1993; Su et coll., 1993). Un 

peptide modifié, dérivé de 4 a permis de mimer les activités de reconnaissance et de liaison à un 

anticorps monoclonal (SARAGOVI, et coll., 1991). Un mime de coude~ de ce type, remplacant la 

partie Gin 40-Thr 45 du CD4, a également été obtenu et il inhibe la liaison de la glycoprotéine 

gp120 à son récepteur (CHEN et coll., 1992; RAMURTHY, et coll., 1994). 

Le coude~ centré sur les résidus Glu 11 et Gly 12, présent dans la conformation active 

de la fibronectine A quand elle est liée à la thrombine, a pu être identifié et mimé par grâce à 5 

(NAKANISHI et coll., 1992). 

KYLE et coll. (1992) ont proposé d'étudier la topologie de récepteurs de peptides à l'aide 

de 6. 

Le mime 7 a été conçu, dans un but plus structural, pour mimer les coudes ~ de type II 

(GENIN et coll., 1993) et, 8 et 9les coudes~ de type VI (GRAMBERG et ROBINSON, 1994; KIM et 

coll., 1996). 

Il est également intéressant de signaler, pour la conception de mimes servant à l'étude de 

la relation structure/activité biologique, l'utilisation de dérivés de la proline (ZERKOUT et coll., 

1994; LECOQ et coll., 1993), et celle de peptides hydrazine (AUBRY et coll., 1994). 
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1.2.2. Initiation de la formation de feuillets ~ 

De façon à mieux comprendre la structure et le repliement des feuillets ~ (NESLONEY et 

KELLY, 1996a), des systèmes modèles ont été conçus. Pour obtenir un repliement défini, une 

approche consiste à concevoir un peptide qui aura la capacité de se structurer facilement. 

L'introduction d'éléments rigides facilitant le repliement a ainsi été utilisée dans des peptides 

pour tester leur capacité à adopter une structure définie en feuillets ~ (SCHNEIDER et KELLY, 

1995b). Le premier exemple de molécule capable de servir de support à la formation d'un 

feuillet ~ a été conçu par KEMP et coll. ( 1990) sur le noyau de l'épindolidione ( 10 Figure 3). 

Puis les essais se sont portés sur des molécules remplaçant les coudes et faisant la jonction entre 

les brins du feuillet. Les principaux exemples sont présentés à la Figure 3. 
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Figure 3: mimes de coude P (excepté 10) nucléateurs ou nucléateurs potentiels de feuillet p. 

Le mime 11 a été incorporé dans un peptide cyclique comprenant deux acides aminés 

naturels et deux acides aminés à structure biphényle 11 (BRANDMEIER et FEIGEL, 1989). Les 

études de RMN montrent que le peptide obtenu se présente sous la forme d'un mélange de 

diastéréoisomères (au niveau des phényles) en équilibre entre des conformations de type feuillet 

p et coude y. Des études réalisées dans des peptides de plus grande taille sont compatibles avec 
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une structure étendue mais des études complémentaires doivent être effectuées pour vérifier la 

présence d'un feuillet ~-

La molécule 12 représente un nucléateur de feuillet ~ potentiel (WINNINGHAN et SOGAH, 

1994). La liaision hydrogène est effective et pourrait donc permettre d'initier la formation d'un 

feuillet~-

La structure peptidique modifiée représentée en 13 et développée par GARDNER et coll. 

(1995) a été étudiée par RMN et FT-IR et se présente comme une structure compacte avec des 

liaisons hydrogène, favorable à l'établissement d'un feuillet~- Toutefois, sa caractérisation n'a 

pour l'instant été faite que dans CH2Cl2• 

Les unités 14 et 15 décrites par KEMP et LI (1995a,b) ont été analysées par RMN et 

dichroïsme circulaire. Les résultats obtenus sont compatibles avec une conformation en feuillet ~ 

court. Malgré la présence du résidu Pro dans 15, les contacts NOE et les spectres de dichroïsme 

circulaire observés ne sont pas significativement différents de ceux obtenus avec 14. 

KELLY et coll. ont récemment publié d'autres exemples de nucléateurs potentiels de 

feuillet~- La molécule 16 a la particularité, lorsqu'elle est incorporée dans le peptide suivant : 

K-V-T-V-K-16-K-V-T-V-K-NH2 de promouvoir la formation d'un feuillet ~ (caractérisé par 

dichroïsme circulaire) lorsqu'elle est liée à 1 éq. de Cu2
+ en solution aqueuse à pH 9,5 

(SCHNEIDER et KELLY, 1995a,b). 

L'incorporation de 17 dans le peptide K-V-K-V-K-V-17-V-K-V-K-V-K-NH2 permet, 

là, aussi la formation d'un feuillet. L'analyse par RMN révèle la présence d'un complexe 

hydrophobe entre les cycles aromatiques de 17 et les chaînes latérales des résidus Val 

directement adjacents. D'autre part, ce peptide s'auto-associe pour former des fibrilles de haut 

poids moléculaire (NESLONEYet KELLY, 1996a,b). 

Le dernier nucléateur potentiel de feuillet ~ décrit par KELLY et coll. est basé sur la 

structure du diméthylxanthène (18). La capacité de 18 sous forme diamide à former une liaison 

hydrogène entre le NH et le CO du résidu xanthène a été démontré par RMN et IR-TF 

(McWILLIAMS et KELLY, 1996). La capacité de formation de feuillet~ de 18 doit maintenant être 

testée en l'incorporant dans des peptides. 

L'élément le mieux décrit pour initier la formation de feuillet ~ est le dérivé du 

dibenzofurane, que nous n'avons pas encore présenté mais dont la description et les propriétés 

font l'objet du prochain paragraphe. 
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1.3. Le mime de coude ~ à structure dibenzofurane de KELLY et coll. 

1.3.1. Conception et propriétés 

Parmi les mimes de coudes ~ concus pour initier la formation des feuillets ~' le mime de 

coude~ à structure dibenzofurane A (Figure 4) développé par l'équipe de KELLY est le mieux 

décrit. 

+ 
NH3 

A 

cao· 

B c 

Figure 4 : A. Nucléateur de feuillet ~ à structure dibenzofurane (acide 4-(2-aminoéthyl)-6-dibenzofurane 

propanoïque). B. (A) remplace les résidus centraux i+ 1 et i+2 du coude~ représenté en C. 

Le but n'était pas de concevoir un mime qui ressemblerait à un coude ~ authentique mais 

de disposer d'une molécule capable d'inverser la direction de la chaîne polypeptidique, de 

promouvoir la formation de liaisons hydrogène intramoléculaires et de favoriser l'établissement 

d'interactions hydrophobes tertiaires, ce qui devait permettre d'initier la formation d'un feuillet 

~- La conception de ce mime a, en fait, reposé sur les hypothèses proposées pour la formation 

des feuillets ~- En effet, la formation de complexes hydrophobes entre les chaînes latérales des 

acides aminés, pendant les étapes précoces du repliement, est suggérée comme l'un des facteurs 

par lequel, une séquence d'acides aminés linéaire, verrait le nombre de ses voies de repliement 

possibles diminuer pour parvenir au repliement favorable (NESLONEY et KELLY, 1996). 

L'incorporation d'un élément rigide, comme la molécule A (Figure 4) devrait donc permettre de 

baisser le coût entropique nécessaire à la chaîne peptidique pour former le feuillet ~- D'autre 

part, le « mime nucléateur » doit respecter la géométrie des feuillets ~ et permettre la formation 

des liaisons hydrogène. La distance de 4,85 Â séparant les carbones C4 et C6 de A (Figure 4 

B) est compatible avec la distance séparant les deux brins d'un feuillet~ anti-parallèle (4,9 Â) 

(DIAZ et KELLY, 1991). 
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Si l'on regarde de plus près la molécule A, deux possibilités de liaisons hydrogène sont 

envisageables : celle reliant le NH et le CO du mime formant un pseudo cycle à 13 chaînons, ou 

la liaison hydrogène représentée à la Figure 4 B formant un pseudo cycle à 15 chaînons. C'est 

cette dernière qui a été déterminée comme préférentiellement formée (DIAZ et coll., 1992). ~ 

plus, elle correspond à la liaison hydrogène que l'on peut trouver dans les coudes 13 entre le CO 

du résidu i et le NH du résidu i+3 (Figure 4 C). 

Une autre condition devait également être remplie : tester la capacité du mime-DBF à 

former un complexe hydrophobe avec les chaînes latérales des acides aminés adjacents. Pour 

cela, deux paramètres ont été étudiés : la longueur des chaînes aliphatiques du mime et la nature 

des acides aminés adjacents. Les chaînes aminoéthyle et acide propanoïque (Figure 4 A, B) sont 

les seules favorables à la formation d'un complexe hydrophobe (TSANG et coll., 1994a). Pour 

déterminer les acides aminés permettant la formation du complexe hydrophobe, différents cas de 

figure ont été étudiés et ils sont résumés dans le Tableau 3. 
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0 R6 H 0 R8 

~~N0~~NH2 
Pro-Vai-Orn-Leu-D-Phe 

H 0 R7 H 0 

Gramicidine S 

0 H R2 0 

~~N0~~NH3+ 
D-Phe-Leu-Orn-V al-Pro 

H R3 0 H R1 

Peptide RI R2 R3 R6-R7 R, Rs Feuillet~ 

1 Val Lys Leu A Val Lys Leu-NH2 + 

2 Val Leu Lys A Lys Val Leu-NH2 

3 Lys Val Leu A Val Leu Lys-NH2 + 

4 Val Lys Leu A Al a Lys Leu-NH2 ± 

5 Val Lys Al a A Al a Lys Leu-NH2 

6 Val Lys Leu A Leu Lys Leu-NH2 + 

7 Val Lys Leu A Phe Lys Leu-NH2 + 

8 Val Lys Phe A Phe Lys Leu-NH2 + 

9 Val Lys Leu A His Lys Leu-NH2 + 

10 Val Lys His A His Lys Leu-NH2 + (pH<7,5) 

11 Val Lys Al a A His Lys Leu-NH2 

12 Val Om Leu A Val Om Leu-NH2 + 

13 Val Om Leu Gly-Giy Val Om Leu-NH2 

Tableau 3 : Les peptides testés sont initialement basés sur la séquence de l'antibiotique gramicidine S, où le 

résidu omithine a été substitué par le résidu Lys plus courant dans les protéines (peptide 1). Les deux résidus 

centraux des coudes (D-Phe -Pro) ont été enlevés et l'un des deux coudes est remplacé par A (Figure 1) (d'après 

SCHNEIDER et KELLY, 1995). La dernière colonne indique la présence de feuillet~-

La capacité des peptides-DBF (peptides où A a été incorporé) à former un feuillet ~a été 

évaluée par dichroïsme circulaire (signal à 213 nm) et RMN (pour le peptide 1). Le peptide 1 a 

été plus particulièrement étudié. Tout d'abord, il a été montré qu'il se présentait en solution sous 

forme monomérique, par des expériences d'ultracentrifugation à l'équilibre, et par des analyses 

de dichroïsme circulaire faites sur une gamme importante de concentration (5-1000 ~) (TsANG 

et coll., 1994). Le spectre de dichroïsme circulaire dans l'UV lointain est compatible avec une 

structure en feuillet ~, accompagnée d'une proportion de peptide non structuré. L'analyse du 

spectre dans l'UV proche indique un signal caractéristique, attribué par les auteurs au 

chromophore dibenzofurane qui serait placé dans un milieu asymétrique, pouvant correspondre 
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à un complexe hydrophobe. Cela est confimé par les expériences RMN. En effet, l'analyse des 

spectres NOES Y révèle la présence de contacts NOE entre les protons aromatiques du mime et 

les protons des résidus Leu et V al adjacents au mime. De plus, les déplacements chimiques des 

protons de ces mêmes résidus sont déplacés vers les champs forts, sous l'influence magnétique 

du dibenzofurane. Ces informations suggèrent donc la présence d'un complexe hydrophobe, 

nécessaire d'après les auteurs, pour la formation du feuillet ~(DIAZ et coll., 1992). Un contact 

NOE entre les deux brins pouvant correspondre à un contact entre le NH de Leu (R3) et NH de 

Val (R6) a également été observé mais n'a pas pu être attribué avec certitude à cause du 

recouvrement (TSANGet coll., 1994). 

D'autres acides aminés ont été incorporés en position adjacente à A pour déterminer 

l'importance de leur nature (Tableau 3). li apparaît nécessaire que ces résidus possèdent un 

caractère hydrophobe (peptides 1, 3, 6, 12) et ils peuvent être aromatiques (peptides 7, 8). Le 

méthyle constituant la chaîne latérale du résidu Ala n'est pas suffisant pour la formation d'un 

complexe hydrophobe organisé et la nucléation du feuillet ~ (peptides 4 et 5). 

Le résidu His peut, dans une gamme de pH où le cycle imidazole est protoné (pH<7,5), 

interagir selon des interactions de type cation-1t et ainsi former un complexe permettant 

l'initiation de la formation d'un feuillet~ (peptide 10) (GRACIANI et KELLY, 1994). La situation 

où l'on trouve un seul résidu His, accompagné d'un résidu hydrophobe comme Leu, n'est plus 

dépendante du pH car elle bénéficie de la présence de Leu qui maintient un complexe 

hydrophobe et une structure partielle en feuillet ~ (peptide 9). Dans le cas du peptide 11, le 

manque d'interaction du méthyle de Ala avec le dibenzofurane ne permet pas le maintien de ce 

complexe. 

La corrélation qui existe entre la formation du complexe hydrophobe et la nucléation de 

feuillet ~ apporte, d'après les auteurs, des arguments en faveur de l'importance de cette 

caractéristique structurale. 

La présence de deux résidus Lys adjacents au mime ne permet pas au peptide 

correspondant (peptide 2) de se structurer en feuillet ~· Les auteurs notent que la comparaison 

des peptides 1 et 2, réalisée à l'aide des modèles CPK, révèle que la partie aliphatique de la 

chaîne latérale de Lys ne prend pas une place suffisamment importante pour interagir avec le 

dibenzofurane. Cela expliquerait l'absence de formation du complexe hydrophobe (TSANG et 

coll., 1994). Cependant, le peptide: V-K-V-K-V-K-A-K-V-K-V-K-V-NH2 est capable de se 

structurer en feuillet ~ mais à des pH supérieurs à 8,5 (CHao et coll., 1996). A ces valeurs de 

pH, la fonction amine de la chaîne de la Lys serait suffisamment neutralisée pour permettre à 

celle-ci d'interagir plus efficacement avec le dibenzofurane. 
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Le remplacement de Lys par un résidu omithine (Om) ne modifie pas la capacité de 

formation du feuillet~ (peptide 12). D'autre part, le remplacement de A (Figure 4) par deux 

résidus Gly montre que la structuration en feuillet ~ est bien due à la présence de A 

(comparaison des peptides 12 et 13) (DIAZ et coll., 1993b). 

La synthèse d'un peptide plus grand (tridécapeptide: K-V-K-V-K-V-A-V-K-V-K-V-K

NH2) a été réalisée et l'analyse par dichroïsme circulaire suggère une structure en feuillet ~bien 

établie (DIAZ et coll., 1993). Cependant le peptide n'est pas monomérique mais serait 

tétramérique d'après les analyses par ultracentrifugation. 

1.3.2. Conclusion 

Le nucléateur de feuillet ~ à structure dibenzofurane A présente donc la capacité de 

promouvoir la formation d'un feuillet ~ anti-parallèle en solution. ll est nécessaire pour cela de 

veiller à la présence d'acides aminés à chaîne latérale hydrophobe, ou la présence de deux 

résidus His, ou d'un seul avec un résidu hydrophobe. Les chaînes latérales de ces acides aminés 

forment un complexe hydrophobe avec la partie aromatique dibenzofurane de A, ce qui, d'après 

les auteurs, serait nécessaire pour la nucléation du feuillet ~. 

Mais ces règles sont établies dans des peptides, et les peptides en eux mêmes ne 

représentent pas des mimes absolus de protéines. Nous nous sommes donc attachés à étudier le 

comportement de A dans le contexte d'une protéine. 

Au niveau de la terminologie employée pour A, il est plus adapté de parler de 

« nucléateur » dans le cas des travaux de KELLY qui recherche les conditions nécessaires à 

l'établissement d'un feuillet ~· Nous avons choisi le terme de « mime » (mime-DBF) dans le 

cas de l'incorporation de cette molécule dans les deux protéines que nous avons retenues. 
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2. SYNTHESE PEPTIDIQUE 

2.1. Introduction 

L'outil nous permettant d'aborder l'élaboration de peptides et de protéines modifiées est 

la synthèse peptidique en phase solide (SPPS). D'une manière générale, l'intérêt que constitue 

les peptides, tant au niveau thérapeutique qu'au niveau de l'étude de la relation structure activité 

biologique par exemple, a contribué au développement de la SPPS. li est en effet nécessaire de 

produire les peptides facilement et quelquefois en quantité importante. Le principe de la SPPS, 

tel que l'a introduit MERRIFIELD en 1963, permet l'obtention de peptides dans des conditions 

ayant permis facilement l'automatisation. 

L'utilisation in vivo de peptides composés d'acides aminés naturels se heurte cependant 

au problème du temps de demi-vie qui est relativement faible à cause de la dégradation du 

peptide par des protéases endogènes. L'introduction de modifications, comme la présence 

d'acides aminés de la série D ou d'éléments non naturels permet de diminuer le phénomène. La 

SPPS est une technique suffisamment souple pour permettre l'incorporation de molécules non 

naturelles dans la chaîne peptidique. Et nous verrons, après quelques rappels sur les principes 

de base sur la SPPS, dans quelle mesure cela peut être fait, et quelles sont les contraintes. 
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2.2. Principe 

Le concept de synthèse peptidique en phase solide introduit par Merrifield est basé sur 

l'utilisation d'un support polymérique insoluble (résine) sur lequel s'effectue l'addition 

séquentielle d'acides aminés. La synthèse d'un peptide se fait, en général, de l'extrémité C

terminale vers l'extrémité N-terminale. Les acides aminés incorporés sont protégés sur leur 

fonction a-NH2 par une protection dite temporaire : t-butyloxycarbonyle (Boe) ou 9-

fluorenylméthyloxycarbonyl (Fmoc). Le choix de la protection temporaire détermine la 

« stratégie » ou « chimie » utilisée pour la synthèse du peptide et le choix des protections des 

chaînes latérales dites« protections permanentes». En effet, certains acides aminés possèdent 

une chaîne latérale dont la fonction peut réagir lors des réactions de couplage. Les protections 

permanentes devront rester stables tout au long de la synthèse et ne seront clivées, en général, 

qu'au moment de la coupure de la liaison peptide-résine. 

Le schéma 1 décrit le principe de la SPPS : 

- le premier acide aminé est fixé au support solide par sa fonction acide 

carboxylique après activation; 

- les cycles de déprotection et de couplage sont répétés n fois jusqu'à l'obtention 

du peptide désiré 

- en fin de synthèse les fonctions des chaînes latérales sont déprotégées et la 

liaison peptide-résine est rompue. 

L'utilisation d'un support insoluble permet de simplifier les protocoles de synthèse car 

les purifications intermédiaires ne sont plus possibles. Des lavages successifs de la résine 

permettent d'éliminer les excès de réactifs et certains produits secondaires de réaction. TI en 

résulte un gain de temps. 

2.3. Synthèse 

2.3.1. Stratégies de synthèse peptidique en phase solide 

La nature du groupement protecteur de la fonction a-NH2 des acides aminés détermine le 

choix des groupes protecteurs des chaînes latérales, et du réactif de coupure de la liaison 

peptide-résine. Les deux stratégies de protection temporaires principalement utilisées sont 

basées sur des fonctions de type uréthane que l'on retrouve dans les groupements Boe ou 

Fm oc. 
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2.3.1.1. Stratégie Boe 

Le groupement t-butyloxycarbonyle, mis au point par MERRIFIELD (1963), est clivé par 

les acides forts comme l'acide trifluoroacétique et l'acide fluorhydrique mais il est insensible à 

l'hydrogénolyse. Le Schéma 2 indique le mécanisme de clivage par acidolyse. La libération 

d'un cation t-butyle peut nécessiter l'utilisation d'une molécule piégeant le carbocation 

(scavenger) comme l'éthanedithiol pour éviter l'alkylation de chaînes latérales sensibles. 

H+ 
0 0 -f. o{~)ll +oîr~~~ 

w +~~-,)l~ + 

0 R +o_) R 0, R 
H 

l 
H 

_/ 0 

>= HaN~~ + co2 + 

R 

Schéma 2 

2.3.1.2. Stratégie Fmoc 

Introduit un peu plus tard par CARPINO et HAN (1970, 1986), le groupe fluorenylmethy

loxycarbonyle est quant à lui clivé, par ~-élimination en milieu basique selon le Schéma 3. La 

base la plus utilisée est la pipéridine. La réaction de déprotection peut être suivie en mesurant 

l'absorption à 300 nm de l'adduit A formé entre le dibenzofulvène et la pipéridine. Ce système 

de détection peut être installé directement sur le synthétiseur. 

n ~ H .6J NH-~ ~ OîrNH-< 1 

+ H:o + IG < H)o 0 \_H+ 

H,o 
j 
_/ 

H2N-~ + co2 + 

No 
A 

Schéma 3 
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2.3.2. Protection des chaînes latérales des acides aminés 

Les groupes protecteurs des chaînes latérales, dites protections permanentes, doivent être 

stables pendant la synthèse et donc pendant les étapes de clivage des protections temporaires. 

Elles sont en général clivées au cours de l'étape de coupure de la liaison peptide-résine. 

2.3.2.1. Stratégie Boe 

Les groupes protecteurs utilisés dans le cas d'une stratégie Boe doivent être stables aux 

traitements répétés au TF A et pouvoir être clivés lors du traitement HF final : le groupe benzyle 

pour la protection de la fonction hydroxyle des acides aminés Ser et Thr, le groupe cyclohexyle 

pour la fonction acide carboxylique des acides aminés Asp et Glu. Le tryptophane peut être 

protégé par un groupe formyle. D'autres protections existent pour les autres acides aminés, mais 

il apparaît que leur choix doit aussi se faire en fonction du type de synthèse et de la longueur du 

peptide à synthétiser. 

2.3.2.2. Stratégie Fmoc 

Les groupes protecteurs utilisés dans le cas d'une stratégie Fmoc doivent être stables à 

l'action de la pipéridine et clivés en présence de TFA lors de la coupure finale. lis sont de type t

butyle, pour la protection de la fonction hydroxyle de Ser, Thr, de la fonction acide 

carboxylique des acides aminés Aspet Glu. Là aussi les protections doivent être adaptées au 

type de synthèse envisagée. 

2.3.3. Support solide et liaison peptide-résine 

2.3.3.1. Le support solide 

Le rôle du support solide est important. ll doit répondre aux critères suivants : 

- être inerte vis-à vis des réactifs utilisés en cours de synthèse~ 

- permettre la diffusion rapide des solvants et réactifs par un gonflement adéquat 

de la résine~ 

- porter une fonction réactive permettant la fixation du premier acide aminé. 

Le support le plus couramment utilisé est un support polystyrène réticulé avec 1% de 

divinylbenzène. Cette composition s'est révélée être le meilleur compromis pour obtenir un 

polymère suffisamment solide pour résister aux multiples étapes de filtration intervenant en 

SPPS, tout en permettant un gonflement correct de la résine. Cependant, d'autres types de 
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supports sont maintenant disponibles. lis ont été concus dans le but de disposer d'un polymère 

de polarité comparable à celle d'une chaîne peptidique, et favoriser une solvatation optimale des 

deux types de chaînes polymériques (résines de type polyamide). Des résines plus élaborées de 

type polyacrylamide renforcée avec une structure poreuse inorganique ont été mises au point 

pour répondre aux contraintes physiques de certains types d'applications comme la synthèse en 

flu continu. 

2.3.3.2. Fonctionnalisation du support 

La fonctionnalisation du support permet l'introduction d'un bras espaceur (linker) dont 

la fonction est de faire le lien entre le peptide et le support solide. La nature du linker permet 

l'obtention, après clivage de la liaison peptide-résine, de peptides dont la nature de l'extrémité 

C-terminale peut varier de la fonction acide carboxylique classique : elle peut être amide, 

hydrazide, etc. La conception de linkers labiles en conditions faiblement acides s'est également 

développée pour obtenir des peptides protégés utilisables en couplage de fragments lors de 

synthèses convergentes. 

Le choix du type de fonctionnalisation de la résine dépend de la stratégie envisagée pour 

la synthèse. 

2.3.3.2.1. Stratégie Boe 

En stratégie Boe, la liaison reliant la fonction acide carboxylique du premier acide aminé 

à la résine doit résister aux traitements répétés de TFA mais doit être clivée par HF anhydre. 

C'est une liaison de type ester benzylique qui est généralement retenue. Une résine 

classiquement rencontrée est la résine PAM (4-(hydroxyméthyl)phénylacétamidométhyl): 
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La synthèse de peptides possédant une extrémité amidée peut être réalisée à partir de 

résines MBHA ( 4-méthylbenzhydrylamine) : 

2.3.3.2.2. Stratégie Fmoc 

Dans le cas de la stratégie Fmoc, la liaison intervenant entre le premier acide aminé et la 

résine est aussi de type ester benzylique mais elle doit être clivée par le TFA et stable en milieu 

basique. L'effet mésomère donneur de l'éther de phénol augmente la sensibilité aux acides. La 

résine de Wang (4-benzyloxybenzyl alcool) est très utilisée pour la synthèse de peptides dont 

l'extrémité doit être obtenue sous forme acide carboxylique libre: 

Les peptides possédant une extrémité amidée peuvent être synthétisés à partir d'une 

résine amide Rink (4-(2',4'-diméthoxyphényl-Fmoc-aminométhyl)-phénoxy): 

2.3.4. Méthodes de couplage 

La formation de la liaison amide reliant deux acides aminés nécessite l'activation de la 

fonction a-COOH de l'acide aminé N-a protégé à coupler. L'activation se fait par 

l'intermédiaire d'anhydrides ou d'esters activés. 

2.3.4.1. Le dicyclohexylcarbodiimide 

Le dicyclohexylcarbodiimide (DCC) a été le premier agent couplant utilisé par Merrifield 

et est resté très populaire. ll permet l'activation de la fonction acide via la formation d'une 0-
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acylisourée, en présence d'un équivalent d'acide arrùné, ou d'un anhydride symétrique, en 

présence de deux équivalents d'acide arrùné. La DCC comporte quelques désavantages : une 

utilisation peu pratique, un produit secondaire, la dicyclohexylurée (DCU), pas toujours facile à 

élirrùner, et une tendance à provoquer la déshydratation des résidus Asn et Gln, que l'on peut 

éviter par l'addition d'HOBt. D'autres carbodiirrùdes sont également employés, comme par 

exemple, le diisopropylcarbodiirnide (DIC). li se présente sous forme liquide, il est donc plus 

facile à prélever et l'urée formée est plus soluble dans le dichlorométhane que la DCU. 

2.3.4.2. Les esters activés 

Les esters activés peuvent être par exemple des esters pentafluorophényl, esters d'HOBt. 

Ces derniers peuvent être obtenus à partir de différents réactifs comme l'HBTU, le BOP 

(CASTRO et coll., 1975), le PyBOP, qui sont parmi les plus utilisés. Le PyBrop (COS1E et coll., 

1990, 1991) est un autre type d'agent activant qui a été développé plus récemment. li semble 

présenter moins de risques de racérnisation et être très efficace. 

cr::N o=N o=N 
[ CNt~-Br ·:N PFs- ·:N PFs-

N+ N+ 1 

O-C{N(CH3)2] 2 O-P{N(CH3)2] 3 OH PF6" 

HOBt HBTU BOP PyBrop 

Remarque : les études menées pour le développement de nouveaux agents d'activation ont bien 

sûr pour but d'augmenter leur efficacité pour obtenir les meilleurs rendements de couplage 

possibles, important en synthèse peptidique, et aussi pour éliminer le problème de la 

racérnisation. Une des causes de la racérnisation est la formation d'azalactone. Elle se forme lors 

des couplages, à partir des acides activés, et possède un hydrogène acide pouvant être attaqué 

par une base B" : 

'1 0 

(e· 
H R2 0 R2..;~ r~ R o· R2~~ - H+ \==( H+ Hi-f H~-j"oGP NyO 

H+ NyO - H+ NYO 
R1 

R1 R1 R1 

azalactone 

GP : groupe partant (ex. : ·ost) 

2.3.5. Suivi de synthèse 
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L'efficacité du couplage d'un acide aminé peut être appréciée à l'aide d'un test mettant en 

jeu une réaction colorimétrique entre des fonctions amines libres et un réactif comme par 

exemple la ninhydrine (test de Kaiser) (KAISER et coll., 1970), l'acide trinitrobenzènesulfonique 

(TNBS) (HANCOCK et coll., 1976) ou l'acide picrique (ARAD et HOUGHTEN, 1990). Le test de 

Kaiser (SARIN et coll., 1981) et le test à l'acide picrique permettent une mesure de la quantité 

d'amines libres et donne donc accès au rendement de couplage. 

La composition en acides aminés de la peptidyl-résine peut, par ailleurs, être déterminée 

à différents moments de la synthèse après hydrolyse acide totale et analyse d'acide aminé d'un 

échantillon. Cela permet de suivre l'évolution de l'incorporation des acides aminés en cours de 

synthèse. 

2.3.6. Coupure de la liaison peptide-résine et déprotection des chaînes latérales 

Dans les deux stratégies Boe et Fmoc, la réaction de coupure de la liaison peptide-résine 

implique également la déprotection de la plupart des chaînes latérales fonctionnalisées. n y a 

donc libération de cations réactifs (cations t-butyles, benzyles, etc) pouvant alkyler le peptide. 

La présence de molécules (scavengers) piégeant ces carbocations est donc indispensable. 

2.3.6.1. Stratégie Boe 

Le clivage de la liaison peptide-résine implique l'emploi d'un acide fort : HF anhydre. A 

température ambiante, c'est un gaz extrêmement dangereux qu'il convient de manipuler dans un 

appareillage spécial, en téflon, et avec beaucoup de précautions. 

La coupure HF standard procède selon un mécanisme de type SN 1. Les carbocations 

libérés sont piégés par des scavengers : anisole, diméthylsulfure (DMS), thioanisole, p

thiocrésol ou thiophénol. Le choix des scavengers, de la température, du temps de réaction 

dépend de la séquence en acides aminés du peptide. 

Lorsque de faibles concentrations en HF sont utilisées avec une quantité équimolaire de 

DMS par exemple, le mécanisme de clivage est alors de type SN2. Certaines chaînes latérales 

sont déprotégées tout en évitant des réactions d'alkylation par les carbocations benzyles ou t

butyles, et cela permet, en présence de DMS, la réduction de la méthionine sulfoxyde. A l'issue 

de ce protocole, le peptide étant toujours fixé à la résine et certaines chaînes latérales toujours 

protégées, il faut ensuite procéder à la coupure HF standard. 
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1 - ll est nécessaire d'enlever le groupe Boe de l'acide aminé N-tenninal 

ainsi que le groupe formyl de Trp (par un traitement basique à la pipéridine) 

avant de procéder à la coupure finale. 

2 - Une alternative à l'utilisation de HF anhydre est l'acide trifluoro

méthanesulfonique (TFMSA). 

2.3.6.2. Stratégie Fmoc 

L'acide fort généralement utilisé pour le clivage peptide-résine est le TFA. Dans ce cas 

aussi, l'emploi de scavengers est nécessaire (anisole, rn-crésol, DMS, éthanedithiol, H20, 

phénol, thianisole, p-thiocrésol ou thiophénol). Les conditions de déprotections (température, 

temps, choix des scavengers) se font en fonction des acides aminés présents dans le peptide. 

Remarque: Le groupe Fmoc de l'acide aminé N-tenninal doit être enlevé avant la 

réaction de coupure finale. 

2.3. 7. Conclusion 

2.3.7.1. Comparaison des stratégies Fmoc et Boe 

La stratégie Boe comporte un certains nombres de désavantages. Les traitements TFA 

répétés pour les étapes de déprotection conduisent à des réactions secondaires et peuvent altérer 

les liaisons sensibles. De plus l'emploi de HF est peu commode et dangereux. La stratégie 

Fmoc a, quant à elle, souffert des prix élevés des réactifs mais de nombreux progrès en 

méthodologie et en production ont contribué à son développement. Les conditions de mise en 

oeuvre sont plus faciles que pour la stratégie Boe et des études montrent sa supériorité dans 

nombre de cas (FIELDS et coll., 1990). Cependant, la réussite d'une synthèse dépend aussi de la 

séquence du peptide à synthétiser, et la stratégie à adopter doit donc s'y adapter. 

2.3. 7.2. Compatibilité du mime avec la SPPS 

Connaissant les caractéristiques des deux stratégies Boe et Fmoc, il était nécessaire de 

vérifier la compatibilité du mime-DBF avec les méthodes utilisées en SPPS. 
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a - Stratégie Boe 

La stratégie Boe a été utilisée par KELLY ( 1994) pour incorporer le mime dans de petits 

peptides et aucun problème particulier n'avait été mentionné. Or, lors d'une première tentative 

de synthèse de la scyllatoxine en stratégie Boe, nous avons constaté après analyse du brut de 

coupure par HPLC et spectrométrie de masse, la présence de fragments tronqués ayant subi une 

réaction d'alkylation. Le site le plus probable pour cette réaction est la partie aromatique 

dibenzofurane du rnime-DBF. Il était donc nécessaire de prévenir cette alkylation par l'utilisation 

d'un scavenger et nous avons choisi le dibenzofurane. Celui-ci devra être utilisé à chaque étape 

de déprotection du groupement Boe qui suit l'incorporation du mime-DBF. 

b - Stratégie Fmoc 

En stratégie Fmoc, c'est pour l'étape finale de déprotection et de coupure de la liaison 

peptidyl-résine, où il y a entre autre libération de carbocations t-butyles, qu'il est nécessaire 

d'ajouter du dibenzofurane aux scavengers habituels. 

D'autre part, la préparation du dérivé Fmoc du rnime-DBF est difficile à cause de sa 

faible solubilité, ce qui pose également problème lors de son couplage. 

c - Formation des ponts disulfure 

Pour la synthèse de la scyllatoxine-DBF, nous envisageons une première stratégie de 

synthèse où les cystéines seront toutes protégées avec le groupement trityle et une seconde où 

elles seront protégées de façon orthogonale. Les groupements protecteurs envisagés sont : trityle 

(Trt), méthoxybenzyle (Mob) et acétarnidométhyle (Acm). Les conditions nécessaires à la 

déprotection sélective du groupement Acm et à la formation du pont disulfure nécessitent 

l'utilisation d'iode. Il fallait donc vérifier la stabilité du rnime-DBF vis-à-vis de l'iode. L'étude a 

été menée sur un composé apparenté au rnime-DBF : l'acide 4,6-dibenzofurane propanedioïque. 

Celui-ci a été placé en présence de 1,4 éq. d'iode dans le mélange acide acétique 1 D20 (80/20) et 

le suivi par RMN 1H pendant 14 jours n'a révélé aucune évolution. Cette stratégie de protection 

pouvait donc être envisagée. 
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NOUVELLE APPROCHE DE LA SYNTHESE DU MIME 

DE COUDE f3 A STRUCTURE DIBENZOFURANE 
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PARTIEl 

NOUVELLE APPROCHE DE LA SYNTHESE DU 

MIME DE COUDE /3 A STRUCTURE DIBENZOFURANE 

Introduction 

Synthèse 

La synthèse du mime de coude~ à structure dibenzofurane (mime-DBF) a été décrite par 

KELLY et coll. en 1994. Comme nous le verrons, celle-ci comporte des inconvénients, et nous 

proposons une nouvelle approche de synthèse afin de les réduire. Le nouveau schéma de 

synthèse repose sur une réaction de lithiation impliquant une compétition entre deux 

groupements directeurs. Après avoir rappelé la synthèse décrite par KELLY et coll., nous 

présenterons le nouveau schéma, l'étude de la régiosélectivité de réaction de lithiation ainsi que 

des possiblités de fonctionnalisation du mime-DBF. 

CHAPITRE 1 : SYNTHESE DU MIME DE COUDE ~ A STRUCTURE DffiENZOFURANE 

D'APRES J. KELLY 

Le Schéma 1 décrit la synthèse conçue et réalisée par l'équipe de J. KELLy (TSANG et 

coll., 1994). Elle comprend 7 étapes avec un rendement global de 27%. Le dibenzofurane subit 

d'abord une réaction de dilithiation (s-BuLi et TMEDA à -78°C) puis un piégeage par l'iode 

pour former le dérivé 4,6 diiodo-dibenzofurane 2. Celui-ci est soumis à une réaction de HECK 

avec l'acrylate d'éthyle, catalysée au palladium. L'ester éthylique a.,~-insaturé 3 est ensuite 

saponifié et hydrogéné pour former le diacide symétrique 4, qui est mono-estérifié et converti en 

t-butyl carbamate grâce à un réarrangement de SCHMIDT. La saponification de l'ester 6 permet 

l'obtention du mime 7. Le mime est ainsi directement utilisable en synthèse peptidique (stratégie 

Boe/benzyle) puiqu'il est protégé au niveau de la fonction amine primaire par un groupement 

Boe. Cette synthèse comporte des désavantages, notamment lors de la dissymétrisation par la 

réaction de mono-estérification (transformation de 4 en 5) qui est une étape limitante (53 % de 

rendement). 

D'autre part, cette synthèse permet difficilement l'accès à des analogues du mime 

comportant des fonctionnalités rendant le mime plus hydrophile par exemple. Un autre schéma 

de synthèse a donc été proposé. 
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1) s-BuLi 

eco TMEDA, Et20 

ÇQQ 
acrylate d'éth~e 

-78°C -> t.a. (o-tolyi)3P, Pd( Ac)2 

2) 12, -78°C ->ta DMF, Et3N, 95°C 0 
ho 

a:r>k 1 1 93% 
1 2 

C02Et C02Et 
3 

1) NaOH, EtOH, rfx EtOH, rfx (Ph0)2P(O)N3, Et3N 

2) Pd/C 10%, ~ tBuOH, rfx 
H20, ta, 4 bars 53% 75% 

93% 

C02H C02H C02H C02Et 

4 5 

NaOH, EtOH, rfx 

95% 

NHBoc C O::Et 

6 

Schéma 1 : Synthèse du mime de coude ~ à structure dibenzofurane décrite par KELLY et coll. 

CHAPITRE Il : NOUVELLE APPPROCHE DE SYNTHESE DU MIME A STRUCTURE 

DIBENZOFURANE 

2.1. Nouveau schéma de synthèse 

La mise au point d'une nouvelle synthèse doit répondre à un certain nombre 

d'exigences. Etant donné la nécessité de disposer d'une quantité importante de mime pour son 

utilisation en synthèse peptidique, le schéma de synthèse envisagé doit comporter un nombre 

mimimal d'étapes avec des réactions faciles à mettre en oeuvre. D'autre part, il est très 

intéressant d'avoir accès à des analogues fonctionnalisés du mime. La nouvelle approche 

(Schéma 2) propose donc une synthèse en 4 étapes où la dissymétrisation intervient sur le 

produit de départ : le dibenzofurane. Des analogues peuvent être obtenus à partir du composé 

nitro a-~ insaturé 10, et en fonctionnalisant la partie aromatique par des réactions de métallation 

successives (SNIECKUS, 1990a). 
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La dissymétrisation est donc envisagée dès la première étape par une réaction de mono

lithiation du noyau dibenzofurane. Le dérivé mono-lithié formé réagit avec le DMF pour donner 

l'intermédiaire 8 où l'effet ortho-directeur du groupe a-N,N-diméthylaminoalcoxy devra être 

minimisé lors de la deuxième réaction de lithiation. En effet, au niveau de l'intermédiaire 8 les 

effets de deux groupements ortho-directeurs vont entrer en compétition : l'oxygène du 

dibenzofurane et le groupement a-N,N-diméthylaminoalcoxy. Afin d'optimiser la régio

sélectivité de la deuxième étape de lithiation différents paramètres ont été testés : la température, 

le temps de réaction, la nature et la stoechiométrie de l'agent de lithiation, la composition du 

solvant. Le but de l'optimisation est d'obtenir les conditions les plus abordables possibles : 

temps de réaction et conditions de température raisonnables, minimum de purifications 

intermédiaires; c'est-à-dire obtenir, à l'issue d'une séquence réactionnelle one pot, un dérivé du 

dibenzofurane 4,6 disubstitué et dissymétrique. 

La chaîne portant l'acide carboxylique est introduite par une addition 1 ,4 de 

l'intermédiaire 8, ayant subi la lithiation, sur un acrylate silylé. La présence de l'atome de 

silicium devrait faciliter la réaction, car son effet électroattracteur stabilise l'anion formé en 

position a {SOMMER et coll., 1954 ), et minimiser la polymérisation car 1' anion est rendu moins 

réactif. La chrune amino-éthyle est quant à elle obtenue par condensation du nitrométhane sur 

l'aldéhyde 9 pour former un composé possédant une fonction nitro a-~ insaturée, qui est ensuite 

réduite. Le mime est obtenu après saponification de l'ester 11. Suivant la stratégie de SPPS 

envisagée, la fonction amine du mime est protégée par un groupement Fmoc ou Boe. 
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Synthèse 
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Schéma 2 : Nouvelle voie proposée pour la synthèse du mime de coude ~ à structure dibenzofurane 

2.2. Dissymétrisation du dibenzofurane 

~ 
~0~ 

R 

Schéma 3 

2.2.1. Monolithiation du noyau dibenzofurane 

13a:R:Li 

13b: R = D 

13c: R = CHO 

La dissymétrisation du dibenzofurane a nécessité une optimisation des conditions 

réactionnelles, pour obtenir une monolithiation en position 4 avec un rendement maximum. Ces 

expériences sont réalisées en milieu strictement anhydre et sous atmosphère inerte. Mm d'avoir 

accès à la quantité de dérivé lithié formé, un moyen consiste à piéger le milieu réactionnel par un 

électrophile simple comme D 20. Le composé lithié est ainsi transformé en dérivé deutéré que 

l'on peut ensuite analyser par RMN. 
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Un premier essai tenté avec n-BuLi, suivi d'un piégeage du milieu réactionnel avec D20, 

n'a permis d'obtenir que 30% de deutération en 4 (Schéma 3). L'optimisation des conditions, 

nature de 1' agent de lithiation et stoechiométrie, temps de réaction, température, nous a conduit à 

utiliser 1,2 éq. s-BuLi, pendant 30 min à température ambiante, pour obtenir 100% de 

deutération en position 4 (produit 13b, Schéma 3). 

Remarque: Le pourcentage de deutération en 4 est déterminé à partir de l'intégration du signal 

correspondant aux protons 4 et 6. 

2.2.2. Formylation du 4-lithio dibenzofurane 

Les conditions de mono-lithiation étant maintenant au point, il est nécessaire de vérifier 

la formation du dérivé 8. Cela revient à optimiser les conditions opératoires de l'étape de 

formylation. Le DMF, distillé sur hydrure de calcium, est ajouté à la solution de 4-lithio 

dibenzofurane. Une quantité minimale de DMF doit être ajoutée car un excès serait piégé par le 

lithien ajouté lors de la deuxième réaction de lithiation. Après hydrolyse à 0°C, le 4-formyl 

dibenzofurane 13c (Schéma 3) est obtenu avec 79% de rendement. ll est absolument nécessaire 

de réaliser l'hydrolyse à 0°C pour minimiser une réaction de CANNIZZARO c'est-à-dire la 

formation de l'alcool 14 et de l'acide 15 (Schéma 4). Lorsque l'hydrolyse a été faite à 

température ambiante, l'alcool14 a pu être isolé. 

La réaction de CANNIZZARO intervient sur des aldéhydes non enolisables portés par des 

aromatiques par exemple (FUEN1ES et coll., 1987). En milieu alcalin, l'aldéhyde est transformé 

en acide et en alcool. 

~ 
~0~ 

+ ~ 
yo~ 

CHO COOH 
HO 

13c 14 15 

Schéma 4 

A ce stade, les paramètres sont suffisamment au point pour entreprendre dans de bonnes 

conditions les études sur la régiosélectivité de la lithiation de l'intermédiaire 8 (Schéma 2). 
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2.3. Etude de la régiosélectivité de la deuxième étape de lithiation 

2.3.1. L'effet ortho-directeur 

La métallation ortho-dirigée (MOD) est une méthode de choix pour la fonctionnalisation 

de cycles aromatiques. Cette réaction consiste en la déprotonation du site situé en ortho d'un 

groupement comportant un ou plusieurs hétéroatomes, appelé groupement directeur de 

métallation (GDM), par une base forte, habituellement un alkyllithien, et conduisant à une 

espèce ortho-lithiée 18 (Schéma 5) . Cette espèce, après traitement par un électrophile, conduit 

au produit 19. 

Plus de 40 GDM ont été répertoriés (SNIECKUS, 1990a) parmi lesquels : 

0 
les groupements forts : -CONH-R, -CONR2, -CN, --<·N~ , ... 

o· 
_.). NR2 les groupements modérés : -CF3, ' ... 

les groupements faibles : CH(OR)2, -CH20·, -Ph, -OPh, -OMe, NR2, ••• 

Le processus de métallation ortho-dirigée demande l'utilisation de bases alkyllithiées 

dans des solvants organiques où elles présentent habituellement une grande solubilité grâce à la 

formation d'agrégats : principalement des hexamères dans les solvants hydrocarbonés ou 

tétramères-dimères dans les solvants basiques. La présence de solvants basiques (éthers, 

amines, phosphines) provoque la dissociation par une réaction de type acide/base au sens de 

Lewis et, par exemple, la coordination du THF à (n-BuLi)6 conduit à (n-BuLi)4 (SNIECKUS, 

1990a). De plus, l'addition de ligands bidentés comme la TMEDA, dissocie les agrégats 

d'alkyllithiens, forme des dimères ou monomères en solution, et augmente ainsi 

considérablement leur basicité. Par exemple, la déprotonation du benzène n'est possible avec n

BuLi qu'en présence de TMEDA. 

Le schéma simplifié du mécanisme d' ortho-métallation peut être représenté sous forme 

de 3 étapes comme indiqué au Schéma 5 : 

-coordination de l'agrégat (RLi)n à l'hétéroatome du GDM (étape 16 ~ 17) 

- déprotonation pour donner l'espèce ortho-lithiée coordinée (étape 17 ~ 18) 

-réaction avec l'électrophile pour donner le produit (étape 18 ~ 19) 
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Schéma 5 : Mécanisme simplifié de la réaction d' ortho-métallation 
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Les premières études menées sur le mécanisme d' ortho-lithiation suggéraient une 

stabilisation de l'espèce ortho-lithiée par un phénomène de coordination avec le groupement 

ortho-directeur. Les mesures de pKa, les effets stériques, les calculs ab initia, vont 

effectivement dans le sens d'une stabilisation thermodynamique de l'espèce ortho-lithiée 18 

quand GDM = OMe (SNIECKUS, 1990). On ne peut cependant pas exclure un effet acidifiant de 

la complexation (intermédiaire 17) comme 1' ont montré des études par RMN quantitative, 

cinétique isotopique et effet stérique. 

Le groupement ortho-directeur dirige donc la régiochimie mais a également une influence 

sur l'accélération de la vitesse de la réaction. 

2.3.2. Nature du groupement ortho-directeur 

Pour obtenir une déprotonation efficace, le GDM doit posséder deux propriétés : être un 

bon site de coordination pour l'alkyllithien et un électrophile pauvre pour éviter l'attaque de la 

base sur le GDM. La présence d'un hétéroatome sur le GDM est donc indispensable. GscHWEND 

et RODRIGUEZ ( 1979) avaient suggéré l'existence de deux types de mécanisme : « coordination 

seule» ou « acide-base » (effet inductif). Entre ces deux extrêmes, il existe des intermédiaires 

où les deux effets interviennent simultanément à des degrés variant suivant le type de GDM. ~ 

plus, l'influence du facteur stérique n'est pas négligeable, et doit être pris en considération 

notamment lors de la compétition entre deux groupements directeurs. 

L'interprétation des résultats de compétition entre deux groupements ortho-directeurs 

doit prendre en compte les effets stériques et inductifs qui affectent l'agrégation et la 

complexation des alkyllithiens. 

Nous avons donc été amenés ici à tester, lors de la réaction de métallation sur 

l'intermédiaire 8, rappelée Schéma 6, la force ortho-directrice de deux groupements ortho

directeurs : l'oxygène du dibenzofurane et le groupement a-N,N diméthylarninoalcoxy. ll 

apparaissait assez difficile de prédire a priori quelle serait la tendance de la régiosélectivité de la 

lithiation sur l'intermédiaire 8. Nous cherchions à privilégier la lithiation de la position 6 mais la 
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position 3 pouvait également être lithiée. La présence de composés dilithiés ou non lithiés devait 

également être envisagée. 

1) s-Bull 

2) DMF 

[ ()----]jj l 3-x.~~/~ 
LiO NMe2 

6 

s-Bull 
,9 

L. 

~10 NM9:2 

,9 
8 

LiO NM9:2 

Schéma 6 

L'étude de la littérature fournit quelques éléments sur la réactivité de ces groupements. 

Pour la synthèse one pot d'aryl cétones ortho-substituées, BARSKY et coll. (1976) ont utilisé 

avec succès 1' intermédiaire tétraédrique 21, généré par l'addition de RLi à l' ary lcarboxamide 

tertiaire 20, comme groupement ortho-directeur (Schéma 7). Ces groupements a-arninoalcoxy 

apparaissent comme étant stables aux réactifs alkyllithiens, et convertis facilement en aldéhyde 

ou cétone après hydrolyse. Les rendements isolés obtenus sont moyens (37 à 56 %) étant donné 

le nombre d'opérations pour obtenir le produit. Mais, peu d'études de compétition ont été faites 

pour situer le pouvoir ortho-directeur du groupe a-arninoalcoxy. SNIECKUS (1990a) le décrit 

comme un groupe ortho-directeur« modéré». 

/CH3 ffP' ~Rp, 
0 PCON 

"cH 
Rli N n-Buli N 1. E+ ~R 'èH3 '" 3 CH3 2.H20 

LI E 

2) 21 22 Z3 

X=H,CI 

Schéma 7 

Depuis, CoMINS et coll. ont également prouvé l'utilité synthétique des groupements a

aminoalcoxy, préparés à partir d'un amidure de lithium réagissant sur des aldéhydes 

aromatiques (COMINS et coll., 1984; 1989; 1992), des 2-thiophènecarboxaldéhydes ou des 2-

furaldéhydes (COMINS et coll. 1987; 1992), et la régiosélectivité semblait dépendre grandement 

de l'amine utilisée. D'autre part, les conditions décrites sont assez drastiques pour obtenir les 

dérivés ortho-substitués avec des rendements suffisants (3 éq. n-BuLi, benzène, reflux, lüh). 

Nous verrons dans quelles mesures des conditions plus douces peuvent être utilisées. 
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L'autre partenaire intervenant comme groupement ortho-directeur dans la réaction de 

lithiation compétitive, qui nous intéresse ici, est 1' oxygène du dibenzofurane. Moins de données 

sont disponibles sur ce sujet. Cependant, on connaît depuis longtemps la capacité du 

dibenzofurane à subir une réaction de lithiation en position 4, dirigée par l'oxygène (GILMAN et 

coll., 1945). Une réaction de lithiation sur le 4-méthoxydibenzofurane 24 décrite Schéma 8 a 

permis d'obtenir le dérivé 4,6 disubstitué 25, après réaction avec le soufre élémentaire puis 

hydrolyse, avec un rendement de 43% (KEMP et coll., 1986a). Cela suppose donc un effet 

ortho-directeur prédominant de l'oxygène furanique puisque les auteurs précisent que l'analyse 

par HPLC du produit brut ne montre pas d'isomères de position. 

1. n-Buli 
2.Sa .. 
3. H3o+ 

Schéma 8 

~ 
YoY 

OCH3 SH 

25 

Dans l'intermédiaire 8 (Schéma 6), l'oxygène furanique et le groupement a-N,N

diméthylaminoalcoxy représentent deux groupements ortho-directeurs de force non négligeable 

mais on peut difficilement prédire, à partir de ces études, leur comportement mutuel vis-à-vis 

d'une réaction de lithiation. La dominance de l'influence d'un groupement ortho-directeur peut 

se jouer au niveau de leur force relative mais des facteurs d'ordre stérique liés au phénomène 

d'agrégation des composés organolithiés peuvent également intervenir. 

2.3.3. Résultats 

2.3.3.1. Traitement des données 

A l'issue de la deuxième réaction de lithiation (Schéma 6), et après piégeage par D20, 

quatre produits différents peuvent apparaître dans le mélange réactionnel : le dérivé A mono

deutéré en position 6 (produit voulu), le dérivé B mono-deutéré en position 3, le dérivé C di

deutéré en position 3 et 6 et le dérivé D n'ayant pas réagi donc non deutéré (Schéma 9). Et l'on 

recherche les valeurs de P A• PB, Pc et PD leurs proportions respectives dans le mélange. Le 

spectre RMN ne peut pas donner accès à ces informations car les intégrations des protons 3 et 6 

correspondent à la superposition des signaux provenant de chaque composé. L'utilisation d'une 

autre technique d'analyse devient donc indispensable. La spectrométrie de masse par impact 

électronique fournit la proportion des composés non, mono- ou di-deutérés. Le principe du 

calcul est expliqué ci-après. 
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9 

A B c D 

Schéma 9 

1 
a - Analyses des spectres de RMN H 

Les informations fournies par la RMN sont d'ordre quantitatif et qualitatif. Elles vont en 

effet donner la proportion d'incorporation de deutérium aux positions susceptibles d'être 

deutérées. Ainsi, l'intégration des pics correspondant respectivement aux positions 3 et 6 

(Schéma 10) donne la proportion d'hydrogène restant à ces positions respectives, le 

complément étant donc la proportion de deutérium. D'autre part, l'intégration des doublets 

apparaissant aux positions adjacentes des positions deutérées (positions 2 et 7) est une 

information redondante avec la précédente mais nécessaire lorsque le spectre est mal défini pour 

certaines positions, à cause de recouvrements de signaux. 
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3/7 2/8 
119 

Pli" 8.3 8.2 8.1 8.0 1.9 7.8 7.7 

---- "" '---~---
Pli" 8.3 8.2 8.1 a.o 1.9 7.8 7.6 7.5 7.4 

1 9 

8 
1 

9 
2 

3 

7 

6 

v ~ ~~ lr'w 

p;a 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 J.S 7.4 

Schéma 10 
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Ici, nous allons utiliser l'intégration du signal du proton 6, appelée S 6, et l'intégration 

du doublet apparaissant en 2, appelée Sz(ct)• et correspondant à la suppression du couplage avec 

la position 3 deutérée (Schéma 1 0). 

Soient PA, PB, Pc, et PD les proportions relatives des composés A, B, C et D, définis 

précédemment. 

On a donc car B et D non deutérés en 6 

soit (1) 

D'autre part (2) carBet C deutérés en 3 

ou encore correspond au complément 

soit (3) 

A ce stade, ayant deux inconnues pour une équation, il est nécessaire d'incorporer les données 

issues de l'analyse des spectres de masse. 

b - Analyse des spectres de masse 

• Soient x, y et z les proportions respectives en dérivés non deutéré (D), mono

deutérés (A et B) et di-deutérés (C). 

L'analyse des spectres de masse (impact électronique) donne une information 

quantitative sur les proportions x, y et z. 

• La masse du 4-formyl dibenzofurane (D) est de 196 (M·+o), et l'on va 

s'intéresser d'une part au pic 195 correspondant à [ M·+n- H] et d'autre part 

au pic 196 correspondant à [ M·+ nJ et [ M·+ A+B - H] . 
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• Pour le 4-formyl dibenzofurane D, donc non deutéré, la hauteur des pics 195 et 

196 a pour valeur a et b respectivement. 

• Dans le mélange à analyser, les hauteurs des pics 195 et 196 sont respectivement 

H 195 et H 196• Lorsque l'on étudie un mélange à l'issue d'une réaction de 

métallation et que l'on analyse les valeurs obtenues pour les différents pics, on 

peut écrire : 

Pour le pic 195 on a: 

Pour le pic 196 on a: 

Le rapport donne donc : 

soit : 

H195 =x. a 

H 196 = X . b + Y . a 

H 196 = x . b + y . a 
H195 x · a 

H196=.b_+_l_ 

H195 a X 

H196 _ b._=!_= R 
H195 a X 

Le rapport des proportions en composés mono-deutérés sur non deutérés est donné par : 

R = .r_ et donc R = pA + PB 
x Po 

soit R . P 0 =PA +P8 et d'après (3) et (1) on a: 

donc (R + 2) P0 = 1 - S 2<d> + S 6 
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et donc 

Et d'après (1) 

D'après (3) 

D'après (2) 

La vérification se fait par : 

Pn = 1 - S2(ct) + s6 
R + 2 

IPB = s6 -Pol 

'PA= 1 + S2(d) -Pol 

IP c = s2(d) - PBI 

D 

L Pi= 1 
A 
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2.3.3.2. Résultats - Discussion 

Le tableau suivant présente les résultats de l'optimisation. 
9 

A 

Entree s-BuLi 
(eq.)a 

1 1.2 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

llC 

12 

13 

14 

1.5 

1.5 

1.5 

1.5 

1.5 

1.5 

2 

2 

2 

2 

4 

4 

2x4 

t.a. 

t.a. 

0 

0 

-10 

-30 

-50 

t.a. 

0 

0 

0 

t.a. 

t.a. 

t.a. 

B 

Temps 
(h) 

0.5 

0.5 

0.5 

1 

2 

3 

3 

0.5 

0.5 

0.5 

0.5 

0.5 

17 

17 et 6 

A 
(%) 

54 

66 

66 

68 

64 

57 

37 

75 

72 

77 

70 

63 

53 

39 

0 

B 
(%) 

20 

17 

13 

13 

13 

13 

8 

13 

12 

13 

13 

12 

11 

4 

c 

9 

c 
(%) 

5 

4 

4 

3 

4 

3 

4 

8 

6 

0 

1 

23 

34 
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1 9 

H~ 

D 
(%) 

21 

13 

17 

15 

19 

27 

51 

4 

10 

10 

16 

2 

2 

1 

CHO H 

D 

rendementb ~ 
(ratio A/B) 

63 (2.7) 

63 (3.9) 

65 (5.1) 

63 (5.2) 

68 (4.9) 

61 (4.4) 

64 (4.7) 

62 (5.7) 

62 (6.0) 

60 (5.9) 

63 (5.4) 

63 

61 

55 

Tableau 1 : Résultats de l'étude de la régiosélectivité de la réaction de lithiation de 

l'intermédiaire a-N,N-diméthylaminoalcoxy. a. Rendement pour le mélange des aldéhydes A-D 

purifiés par chromatographie éclair; b. Pas de cyclohexane ajouté avant la deuxième métallation; ratio final 

cyclohexane/ether : 39%; c. Cyclohexane anhydre ajouté avant la deuxième métallation; ratio final 

cyclohexane/ether: 50% pour l'entrée 11 et 65% pour l'entrée 12. 
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a - Effet de la stoechiométrie 

La première expérience tentée (entrée 1) a permis de montrer que la tendance de la 

régiosélectivité était encourageante dans le sens où l'on obtient une valeur de 2, 7 pour le ratio 

AIB, et donc un rapport en faveur d'une lithiation en position 6 désirée. Cependant le 

pourcentage en composés non deutérés restait important. L'augmentation de la stoechiométrie de 

l'agent de lithiation, s-BuLi, a permis d'accroître la régiosélectivité (ratio AIB) comme le montre 

la comparaison des entrées 1, 2 et 8 pour lesquelles on obtient respectivement un ratio de 2,7 -

3,9 et 5,7. Mais si l'on utilise 4 équivalents de s-BuLi la proportion en C devient alors trop 

importante et le rendement en composé A diminue (entrées 12,13). 

Une amélioration de la régiosélectivité en faveur de la position 6 peut tenir dans le fait 

que l'augmentation de la stoechiométrie de s-BuLi a pour effet la formation d'agrégats plus 

importants autour du groupement a.-N,N-diméthylaminoalcoxy, rendant ainsi la position 3 

moins accessible. D'autre part, l'augmentation de la quantité de s-BuLi correspond aussi à une 

augmentation de la concentration en cyclohexane dans le milieu réactionnel. Ce facteur va dans 

le même sens que le précédent car la présence d'un solvant hydrocarboné favorise aussi la 

formation d'agrégats de taille importante (GscHWEND et coll., 1979). Cependant, l'ajout de 

cyclohexane dans la solution (entrées 10 et 11) n'augmente pas la régiosélectivité mais supprime 

pratiquement la formation de composés dilithiés C. La taille des agrégats alors formés semble 

donc défavorable à une attaque sur les 2 sites et ne permet même pas de favoriser la position 6. 

Le phénomène d'agrégation semble donc d'importance et quelques études apportent des 

éléments quant à l'influence de ce phénomène sur la réactivité des espèces lithiées. 

b - Le phénomène d'agrégation 

L'état d'agrégation des composés organolithiés détermine leur réactivité. Ces composés 

sont en effet plus basiques quand la taille des agrégats diminue (GscHWEND et coll., 1979). 

L'agrégation dépend d'un certain nombre de facteurs dont la nature du solvant (hauts degrés 

d'agrégation observés dans les solvants hydrocarbonés), et la présence d'agents de 

complexation comme la TMEDA par exemple. La taille des agrégats peut varier jusqu'à un état 

hexamère, voire plus dans un solvant hydrocarboné (BERGANDER et coll., 1994). L'agrégation 

des composés organolithiés a fait l'objet d'études diverses, notamment par RMN 1H, 13C et 6Li, 

pour étudier la dynamique d'agrégation du propyllithium (FREANKEL, et coll., 1980), la 

formation d'agrégats mixtes d'organolithiens lors d'une lithiation assistée par un hétéroatome 

(BAVER et coll., 1989; GROS et coll., 1995; CAUBERE et coll., 1994; WIJKENS et coll., 1995), le 

comportement d'agrégation de composés organolithiés dans différents solvants (BERGANDER et 

coll., 1994 ), les agrégats mixtes entre des énolates lithiés et la 2,2,6,6-tétraméthylpipéridine 
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(HALL et coll., 1991). Il ressort de ces études une certaine complexité du phénomène due 

essentiellement aux caractéristiques des différents partenaires en présence, et aux conditions 

utilisées (nature du solvant, température). Pour connaître plus en détail les mécanismes 

réactionnels en question, une étude spécifique est donc à envisager pratiquement pour chaque 

cas. 

Toutefois, il est intéressant de se reporter aux travaux de VAN EIKEMA HOMMES et voN 

RAGUE SCHLEYER ( 1994) qui se sont intéressés aux mécanismes de lithiation aromatique, ainsi 

qu'à l'influence de l'agrégation et des groupements directeurs. Ils soulignent la difficulté de 

l'analyse quand on étudie la force de complexation des agrégats par rapport à leur réactivité et à 

la régiochimie de la réaction. En effet, si le complexe initial est faiblement lié, la fraction 

d'espèces réactives qui prend part à la complexation sera faible et la régiosélectivité également. 

Si la complexation est forte, une haute régiosélectivité est attendue, mais l'énergie de 

complexation doit être surmontée pour pouvoir atteindre l'état de transition. Ainsi, une haute 

régiosélectivité serait accompagnée d'une faible réactivité ce qui est contraire aux constatations 

expérimentales. Les auteurs avancent plutôt l'argument d'une stabilisation des structures de 

transition plutôt que celle du complexe initial. Le métal serait impliqué dans des liaisons 

partielles et la coordination à l'hétéroatome deviendrait plus forte que dans le complexe de 

départ. La distribution de charges montre de plus, dans le cas des benzènes substitués, une 

alternance favorable de charges positives et négatives dans le complexe de transition : 

~::·~~;· l8-:L':~ , 1 - 'H~ .. : 
Ù+ li-

Les calculs ah initia effectués montrent que la réaction du méthyllithium sur des composés 

aromatiques ne procède pas par une substitution électrophile aromatique (Figure a, Schéma 11) 

mais par un transfert d'hydrogène impliquant un lithium « actif » (hautement insaturé) liant le 

carbanion méthyl et l'atome de carbone à lithier, et subissant donc le transfert (Figure b, 

Schéma 11). Avec l'hydrure de lithium, l'agrégation ne change pas le mécanisme mais des 

liaisons intra-agrégat stabilisent le lithium actif. Le dimère mixte méthyllithium et hydrure de 

lithium est prédit comme étant plus réactif que le monomère méthyllithium dans la lithiation du 

benzène à cause d'interactions du lithium« passif» avec le système aromatique 1t et l'atome de 

carbone subissant la lithiation (Figure c, Schéma 11). 
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Li 
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Schéma 11 

L'effet d'accélération et ortho-directeur de la réaction, par les substituants de type base 

de Lewis, seraient donc dus à la stabilisation du lithium « actif » dans l'état de transition et à 

des interactions électrostatiques favorables. Ces effets de stabilisation sont plus forts pour un 

monomère mais sont aussi significatifs pour la réaction de l'anisole avec un dimère mixte 

méthyllithium et hydrure de lithium. En conclusion, les calculs montrent que les interactions 

stabilisantes dans l'état de transition déterminent la réactivité. Grâce à l'interaction de lithiums 

« passifs » (situés dans l'agrégat mais pas directement impliqués dans la réaction) avec le 

système aromatique 1t, les organolithiums dimériques sont plus réactifs que les monomères dans 

la réaction de lithiation du benzène. La complexation intramoléculaire du lithium par un 

substituant de type base de Lewis dans l'état de transition et surtout des forces électrostatiques 

favorables, réduisent de façon importante la barrière d'activation de la réaction d'ortho

lithiation. Ces effets stabilisants, et non la complexation initiale du réactif organolithié, seraient 

responsables, d'après les auteurs, des effets d'accélération cinétique et ortho-directeur des 

substituants. 
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L'ensemble de ces études montrent toute la difficulté d'analyse de résultats d'expériences 

d'artha-lithiation, dont les mécanismes apparaissent complexes et dépendants de plusieurs 

facteurs. 

c - Effet de la température et du temps de réaction 

Un autre paramètre testé est la température. La régiosélectivité augmente quand on passe 

de température ambiante à 0°C, comme indiqué dans les entrées 8, 9. Mais si l'on baisse 

d'avantage la température (entrées 5, 6 et 7 - Tableau 1), le ratio A/B reste pratiquement 

constant et 1' on observe une augmentation de la proportion en composés D non deutérés et ce 

malgré un temps de réaction plus long. La température de OOC semble donc être optimale pour 

cette réaction. 

Le temps de réaction n'apparaît pas comme un facteur réellement déterminant : doubler le 

temps de réaction de 30 min à 1 h (entrées 3 et 4) n'augmente pas significativement les 

rendements en composés voulus. D'autre part, il faut tenir compte du temps de demi-vie des 

composés organolithiés. Il y a peu d'intérêt à prolonger une réaction si le composé organolithié 

n'a pas une durée de vie suffisante en solution (STANEITY et coll., 1997). Les mécanismes de 

clivage de l'éther par des organolithiens ont d'ailleurs été étudiés (MAERKER et coll., 

1973,1987). Pour certaines conditions utilisées ici, le s-BuLi dans l'éther et à ooc (entrées 3, 4 

ou 9) a une demi-vie de 2,32 h ce qui permet de travailler dans de bonnes conditions. 

d - Silylation de l'intermédiaire 

Une autre expérience a également été tentée qui consistait à augmenter l'encombrement 

stérique autour du groupement a.-N,N-diméthylarninoalcoxy en lui faisant subir une réaction de 

silylation sur l'oxygène. Pour cela, on laisse agir TBDMSCl pendant 17h, puis on ajoute 2 éq. 

de s-BuLi. Mais le résultat n'est pas satisfaisant car le pourcentage de deutération est faible. Les 

proportions obtenues sont les suivantes : A : 16%; B : 2%; C : 2%; D : 80% (65% de 

rendement total). 

e - Utilisation de t-BuLi 

Deux expériences ont été faites avec t-BuLi à -50°C. Les rendements observés sont 

faibles: il reste une grande proportion de composés D non deutérés: A: 17%; B: 7%; C : 3%; 

D: 73% (78% de rendement total). 

D'autres conditions n'ont pas été testées car l'utilisation de t-BuLi reste plus difficile que 

celle de s-BuLi. 
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2.3.3.3. Conclusion des tests des différents paramètres 

L'optimisation des paramètres : temps de réaction, température, stoechiométrie de s

BuLi, composition du solvant (ajout de cyclohexane), a permis d'obtenir une régiosélectivité 

satisfaisante (ratio AIB = 6,0; entrée 9- Tableau 1) pour l'obtention du dérivé du dibenzofurane 

disubstitué et dissymétrique recherché dans des conditions faciles à mettre en oeuvre. 

2.3.4. Piégeage des dérivés lithiés avec deux autres électrophiles 

Mm de tester la validité de ces expériences deux électrophiles autres que D20 ont été 

utilisés: le chlorure de triméthylsilyle et l'iodure de méthyle (Tableau 3). 

A B c D 

R= SiMe3 , Me 

Entrée E (eq.) temps (T) A(%) B (%) C(%) D (%) Ratio 
A/B 

a b a b a b a b a b 
1 Me3SiCl 1h15 (0°C) et 25 49 4 9 2 5 16 37 6,3 5,4 

(4) 45 min (t.a.) 
2 Me3SiCl 17h (t.a.) 46 72 4 8 2 4 8 16 11,5 9,0 

(4) 
3 Mel (4) 17h (t.a.) 57 79 7 8 4 4 7 9 8,1 9,9 

a : rendement isolé; b : déterminé par RMN 1H (300 MHz, CDC13) 

Tableau 3 : Résultats de piégeage du milieu réactionnel, après lithiation de l'intermédiaire 8 par les 

électrophiles chlorure de triméthylsilyle (Me3SiCl) ou l'iodure de méthyle (Mel). 

Le Tableau 3 donne les pourcentages des différents dérivés obtenus après leur isolement 

par chromatographie sur colonne de silice ou dosage par RMN, dans le brut réactionnel, du 

proton aldéhydique, bien différencié dans chaque cas. 

Les dérivés A avec R = SiMe3 et R =Me sont isolés, après 17 h, avec respectivement 46 et 57% 

de rendement. Les vitesses de réaction, assez lentes si l'on compare les entrées 1 et 2, peuvent 
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être expliquées par un degré d'agrégation important des espèces lithiées (R =Li) limitant l'accès 

des électrophiles aux fonctions réactives. 

On remarque cependant que l'augmentation du temps de réaction pour les expériences 

avec Me3SiCl (entrées 1 et 2) conduit préférentiellement à la formation du composant A qui 

passe de 49 % à 72 % dans le brut réactionnel, alors que la quantité de B formé ne progresse 

pas. 

La comparaison entre les expériences menées avec D20 et les électrophiles n'est possible 

que si l'on considère que la réaction des électrophiles sur les espèces lithiées est totale. Or ce 

n'est peut-être pas le cas, et la réaction avec les électrophiles pourrait alors être considérée 

comme une étape réactionnelle à part entière, ayant sa propre régiosélectivité. Les électrophiles 

réagiront en effet plus facilement avec les positions plus accessibles c'est-à-dire impliquées plus 

faiblement dans les agrégats des espèces lithiées. On constate ici que le ratio AIB augmente, 

comme indiqué dans la dernière colonne du tableau: le ratio est de 9,0 avec Me3SiCl (entrée 2, 

colonne b ratio AIB) et de 9,9 avec Mel (entrée 3 colonne b ratio AIB) alors que le ratio AIB 

obtenu après piégeage dans D20 était de 6,0 dans les mêmes conditions de lithiation que celles 

utilisées ici (entrée 9 tableau 1 ). Cependant, l'augmentation du ratio AIB peut aussi être due à la 

consommation préférentielle de B qui serait peu impliqué dans les agrégats, et transformé en D 

par introduction concomittante de H+ avec l'électrophile. 

Remarques : 1 - Les différences observées sur le ratio entre les colonnes a et b, c'est -à-dire 

après et avant isolement des composés, sont dues aux difficultés rencontrées lors de leurs 

purification. Le ratio A/B de la colonne a doit donc être interprété avec prudence. 

2 - Les dérivés triméthylsilylés comportent l'intérêt de pouvoir subir des 

réactions d'ipso substitution permettant la fonctionnalisation du dibenzofurane à volonté. 

2.3.5. Essai de préparation de dérivés du dibenzofurane 3,4,6-trisubstitués • 

Utilisation de TMEDA 

En marge de l'étude sur la régiosélectivité de la deuxième réaction de lithiation, nous 

avons cherché à former des dérivés trisubstitués (c'est-à-dire des dérivés du 4-formyl 

dibenzofurane substitués en 3 et 6 :Figure Tableau 2). Etant donné que l'augmentation de la 

quantité de s-BuLi (4 éq. -tableau 1, entrées 12-14) introduit ne semblait pas suffisante pour 

obtenir les composés 3,6-dilithiés, nous avons utilisé la tetraméthyléthylènediamine (TMEDA). 

Celle-ci a pour effet, en complexant le lithium, de rendre la base alkyllithiée plus basique. 

Mais au lieu d'observer une proportion plus importante en composé C, un phénomène 

surprenant et complexe a été observé. Les spectres RMN correspondant au mélange de dérivés 
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obtenus après réaction de lithiation et piégeage par D20 sont apparus plus complexes. L'analyse 

a montré que les positions 1 et 9 avaient été touchées. Etant donné le nombre de combinaisons 

potentielles des différents isomères deutérés que l'on peut alors obtenir, il n'est pas possible de 

déterminer la proportion de chacun, mais on peut, à partir du spectre RMN, évaluer 

l'incorporation de deutérium au niveau de chaque position. L'analyse des spectres de masse 

(impact électronique) permet quant à elle de déterminer les proportions en composés non, mono-, 

di- ou tri-deutérés, respectivement d0, d1, d2 et d3. Ces résultats sont présentés dans le tableau 

2. 

8 

3 7 

CHO 

Positions deutérées Proportion en 

Incorporation de 
, 

deutérés composes 

deutérium (%) (SM lE) 

s-BuLi T(OC) Temps(h) 1 3 6 9 do dl d2 d3 

1 1,5 0 0,5 6 7 52 0 31 57 12 0 

2 4 ta 0,5 25 18 74 10 1 53 46 0 

3 4 ta 17 31 11 73 26 2 47 48 3 

Tableau 2 : Résultats des expériences obtenues par addition de TMEDA au milieu 

réactionnel de la deuxième réaction de lithiation. Le rapport s-BuLi 1 TMEDA utilisé est de 111. 

L'incorpomtion de deutérium aux positions indiquées 1, 3, 6 et 9 a été déterminée par RMN 1H (CDC13 300 

MHz). Les proportions d0, d17 d2 et d3 correspondent respectivement aux proportions de dérivés non, mono-, di

ou tri-deutérés déternùnées par spectrométrie de masse par impact électronique. 

Les résultats issus de ces expériences montrent que même avec 1,5 éq. de s

BuLi!fMEDA (entrée 1) la position 1 est attaquée, et ce préférentiellement à la position 9. Le 

pourcentage de composés dideutérés n'est pas négligeable (12 %). Avec 4 éq. de s-BuLi, on 

observe une augmentation importante en composés deutérés aux positions 1 et 9, toujours avec 
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une prépondérance de la position 1 qui s'atténue dans le temps (entrée 3 à 17h) impliquant peut 

être un phénomène d'équilibration. 

TI est à noter que KELLY ne mentionne pas la lithiation des positions 1 et 9 dans les 

conditions de formation du 4,6-dilithio dibenzofurane c'est-à-dire 3 éq. de s-BuLi !fMEDA 

(1/1) dans l'éther, à température ambiante, pendant 24 heures (TSANG et coll., 1994). D'autre 

part HEANEL et coll. (1993) ont montré sans ambiguïté par RMN 'H et 13C que seul le 4,6-D2 

dibenzofurane est formé après lithiation (2 éq. n-BuLi!fMEDA dans l'hexane à reflux pendant 1 

h (HEANEL et coll., 1991) et piégeage avec de l'éthanol deutéré (EtOD). 

Mais des lithiations en positions 1 et 9 ont été décrites par HAENEL sur le 

dibenzothiophène. Dans un premier article (HEANEL et coll., 1991), les auteurs mentionnent la 

préparation de 4,6-bis(diphénylphosphino)dibenzofurane et de 4,6-

bis(diphénylphosphino)dibenzothiophène. Or, en voulant optimiser la synthèse du 

dibenzothiophène disubstitué en employant un solvant de plus haut point d'ébullition, les 

auteurs ont observé la formation d'une deuxième diphosphine qu'ils ont caractérisée, sans 

ambiguïté cette fois, comme étant 4,6 disubstituée. La diphosphine décrite dans le premier 

article n'était donc pas 4,6-disubstituée mais disubstituée aux positions 1 et 9 (Schéma 12). Le 

deuxième article publié (HEANEL et coll. 1993) corrige l'attribution et confirme donc l'attaque 

des positions 1 et 9 par le complexe n-BuLi!fMEDA en l'occurence. 

1) 2 éq. n-Buli/TMEDÀ' '( Ccû _P_e_nt_a_n_e __ -< 

S 2) Ph2PCI 

Schéma 12 

Un schéma mécanistique est proposé par les auteurs après étude de l'influence de la 

température sur le mécanisme de lithiation du dibenzothiophène avec 2 équivalent de n

BuLi!fMEDA. Ils décrivent l'apparition dans un rapport 3:1 d'un mélange 4,6- et 1,9-

dilithiodibenzothiophène (observé de t.a. à reflux). Le mécanisme proposé est le suivant : après 

une première lithiation en position 4, la seconde lithiation produit, dans un rapport 3:1, un 

mélange de dérivés 4,6- et 1,4- (et/ou 4,9-) disubstitués. Les dérivés 1,4- (et/ou 4,9-) 

s'isomérisent pour former le dérivé 1,9-disubstitué, thermodynamiquement plus stable. 
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D'autres éléments de la littérature indiquent, en présence de TMEDA, la lithiation 

d'aromatiques polycycliques dans la région « Bay » (ASHE et coll., 1990). Les auteurs 

montrent, outre la dilithiation du diphényl 25, la dilithiation du triphénylène (27), du 

phenanthrène (28), et du chrysène (29) (Schéma 13), ce qui nous rapproche du cas 

« dibenzofurane », où les cycles aromatiques sont rigidifiés dans une structure, contrairement 

au diphényl. 

Lili 

Z/ 

Br 

~ 
~ 

o-o 
25 

n-Buli 

TMEDA 

n-Buli 

TMEDA 

28 

Schéma 13 

QiJ 
Li Li 

:26 

29 

n-Buli 

TMEDA 

~ 
~ 

Des calculs MNDO ont montré que la stabilisation de l'espèce dilithiée est favorisée par 

un double pontage (NEUGEBAUER et coll., 1982) : 

()-0 
\~-~ 

Et lorsque l'on fait subir une seconde métallation au 1-lithionaphtalène ou au 9-

lithioanthracène (NEUGEBAUER et coll., 1983), une lithiation en position peri est observée dans 

les deux cas (Schéma 14). 

70 



Synthèse 

Br Li Li Li 

o) n-Buli o) n-Buli 00 # TMEDA # TMEDA # 

Br Li Li Li 

eCo n-Buli eCo n-Buli eco TMEDA TMEDA # # # 

Schéma 14 

Les arguments mécanistiques pour de telles réactions de lithiation dirigées sont fournis 

par les calculs MNDO. Là aussi l'espèce dilithiée apparaît stabilisée par un double pontage 

symétrique, impliquant une force motrice thermodynamique, mais les hydrogènes de l'espèce 

monolithiée semblent aussi activés, avec des longueurs de liaisons C-H plus grandes. 

Dans le cas qui nous intéresse ici, à savoir le dibenzofurane substitué en 4 par le 

groupement a-N,N-diméthylarninoalcoxy (8), on peut envisager, de part l'effet de la présence 

de ce groupement et l'utilisation de TMEDA, une activation de la position 1, ce qui favoriserait 

par la suite 1' attaque de la position « peri » 9. 

9 

8 

Cela expliquerait les différences observées pour les proportions de deutération en 1 et 9 

des entrées 2 et 3 (Tableau 2), où la position 9 serait lithiée plus lentement. L'incorporation de 

lithium en position 9 peut avoir deux origines : une lithiation proprement dite provenant d'une 

lithiation dirigée par la position 1, mais aussi une isomérisation avec la position 3 puisque l'on 

constate que la proportion de deutérium en 3 dimininue passant de 18 % à 11% entre 30 min et 1 

h (entrées 2 et 3, Tableau 2). 
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2.3.6. Conclusion 

La dissymétrisation du noyau dibenzofurane a été réalisée par l'application d'une 

séquence réactionnelle one pot impliquant une double réaction de lithiation. La deuxième étape 

de lithiation comportait une compétition entre deux groupements ortho-directeurs : l'oxygène 

furanique et le groupement a-N,N-diméthylaminoalcoxy. L'optimisation des paramètres 

température, stoechiométrie de l'agent de lithiation, temps de réaction ont permis d'obtenir une 

bonne régiosélectivité en faveur d'une lithiation en position 6. Les conditions opératoires 

décrites sont faciles à mettre en oeuvre. ll n'en demeure pas moins que ces réactions de lithiation 

nécessitent des conditions strictement controlées (conditions anhydres, atmosphère inerte) pour 

assurer la fiabilité des résultats. 

Au niveau synthétique, les expériences avec les électrophiles ont montré l'efficacité de la 

méthode de dissymétrisation et l'intérêt que cela représente pour la fonctionnalisation du 

dibenzofurane. 

2.4. Synthèse du synthon silylé 

Pour poursuivre la synthèse du mime à structure dibenzofurane, la fonctionnalisation du 

noyau dibenzofurane suite à la dissymétrisation doit se faire par le couplage de l'ester a

triméthylsilylacrylate 35 (Schéma 15). 

2.4.1. Résultats - Discussion 

La synthèse de 35 a été réalisé selon le schéma suivant : 

/SiMe3 1,2 éq. Br2 Br "-<SiMe3 
2,5 éq. HNEt2 ==<SiMe3 

CH2CI2 Br 4j, t.a. puis Br 

30 
ooc, 1h15 

31 
ssoc ap 3j 32 

1,2 éq. Mg SiMe3 co2 SiMe3 1,1 éq. Ph-CH20H SiMe3 

==< ==<COOH ==<COOCH2Ph THF, 2h, reflux Mg Br -78°C, -20°C 1,1 éq. DCC 
puis t.a. Et20, 1h 36 

33 34 

Schéma 15 : Synthèse du synthon silylé 

72 



Synthèse 

La synthèse commence par une bromation du vinyltriméthylsilane 30. Cette étape ne 

comporte pas de difficulté particulière et le produit dibromé 31 est obtenu avec 96% de 

rendement. 

L'étape suivante est la déshydrobromation par la diéthylarnine (ÜITOLENGHI et coll., 

1963). L'avancement de la réaction est suivi par RMN 'H en regardant l'apparition des deux 

protons vinyliques. Après 4 jours de réaction et distillation du brut réactionnel, le 1-bromo

vinyltriméthylsilane 32 est obtenu avec 60% de rendement. 

Le bromure est ensuite transformé en acide via la formation d'un organomagnésien. 

Celui-ci réagit avec C02 produit à partir de carboglace, pour produire l'acide 34 avec un 

rendement de 86 %. 

C'est l'étape d'estérification qui a posé problème car les produits générés sont très 

volatils. Un premier essai avec l'éthanol a été tenté mais on n'a pu que constater l'extrême 

volatilité du produit. Assez de produit a cependant été recueilli pour l'analyse et la caractérisation 

de l'ester. Un alcool plus lourd, l'alcool benzylique a donc été utilisé pour une nouvelle 

estérification faite selon une méthode utilisant la DCC et la DMAP (HAssNER Er ALEXANIAN, 

1978). 

Plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour expliquer le faible rendement obtenu : 

volatilité toujours présente, désilylation, qui a pu être confirmée par l'identification du produit, 

polymérisation, bien connue pour les composés de type acrylique (OIToLENGHI et coll., 1963) 

ou perte lors de la purification. 

Supprimer la DMAP ne permet pas d'initier l'estérification avec l'alcool benzylique 

comme l'a montré un suivi de la réaction par RMN. TI est donc nécessaire d'utiliser un autre 

agent d'activation de l'acide comme le BOP, utilisé en synthèse peptidique mais également pour 

l'activation d'acides carboxyliques (COS1E et coll., 1995). 

2.4.2. Conclusion 

La synthèse du synthon silylé 35, qui fait appel à des méthodes relativement classiques, 

nécessite cependant l'optimisation de la réaction d'estérification. Elle doit se faire en tenant 

compte de la sensibilité du produit aux attaques nucléophiles (provoquant la désilylation), des 

risques de polymérisation et de l'inconvénient inhérent aux petites molécules silylées qui est leur 

caractère volatil. 
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2.5. Les dernières étapes de la nouvelle synthèse du mime et 

perspectives 

Le nouveau schéma de synthèse envisagé, présenté Schéma 16, rappelle les étapes qui 

restent à effectuer pour compléter la synthèse du mime. 

9 

11 

1) s-Buli 1.2 éq., Et20 
ta, 30min 

2) DMF 1.2 éq. 
ta, 20 min 

CHaN02 
Na OH 

1) NaOH 

r:c--f) 
LiOrN:~'Y 

8 

10 

2) Protection (P) 

12 

Schéma 16 

1) 2 éq. s-Buli 
0°C,30min 

2)2,2éq. =<SiM~ 
C~CH2Ph 

ooc (30 min) puis ta (17h) 

Pd/C 
HC02",NH4+ 

La réaction d'addition de l'ester vinylique silylé sur l'intermédiaire 8 ayant subi la 

seconde réaction de lithiation, a été tentée. Celle-ci doit être favorisée par la présence du silicium 

qui a la capacité de stabiliser la charge négative formée lors du couplage. Un rendement de 30% 

à partir du dibenzofurane a été obtenu, ce qui est encourageant étant donné le nombre et le type 

d'étapes impliquées. L'optimisation des conditions devrait permettre d'augmenter 

significativement le rendement. Le grand intérêt de cette séquence réactionnelle à partir du 

dibenzofurane repose sur l'obtention d'un produit complexe en une seule étape. 
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La suite de la synthèse met en jeu la condensation du nitrométhane sur 1' aldéhyde 

(VOGEL, 1991). L'essai réalisé semble montrer que l'étape limitante était la déshydratation pour 

obtenir le nitro a-~ insaturé. 

Il est intéressant de noter ici les applications synthétiques dont les groupements nitro a-~ 

insaturés peuvent être l'objet et qui constituent leur intérêt en vue de fonctionnalisations. Ils 

peuvent par exemple être utilisés dans des réactions de DIELS-ALDER (Fun et coll., 1990) ou 

comme accepteurs de MICHAEL (POSNER, 1990) (Schéma 17). 

Michael 

Schéma 17 

0 

"\.~COOR 
N02 

Ils sont également les précurseurs de nombreux composés (KUMARAN et coll., 1994) 

(KABALKA, 1990) comme l'illustre le Schéma 18. 
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()!0 
CC(h R ()!No, 

N02 

1 Nef 
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~ / 
()!NOH 
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()!No, 
R 

()!NH, 
R 

/ 
j 
~ ()!NHOH d(o R 

R 

chNOH 
R 

Schéma 18 

La suite du schéma de synthèse implique la réduction de la fonction nitro a-P insaturée et 

la déprotection de l'ester, envisagées dans des conditions douces par transfert d'hydrogène 

(BARRET, 1988) (RAMet coll., 1988) (TROST, Vol 8, p 84). Le mime protégé peut être obtenu 

après action de la soude (pour enlever le groupement triméthylsilyl) et protection de la fonction 

amine par un groupement Boe ou Fmoc suivant la stratégie envisagée pour la synthèse 

peptidique. 

Alternative au syntbon silylé 

L'homologation de trois carbones sur le noyau dibenzofurane, nécessaire à la formation 

de la chaîne portant l'acide, est également possible par l'ouverture de la P-propiolactone avec des 

réactifs organocuprates (KA w ASHIMA et coll., 1989) : 

RCu.PBua, 
ou RMgX, eux cat. 

Cela sous-entend la préparation du dérivé cuprate, qui peut être obtenu par addition de 

Cul à l'issue de la deuxième réaction de métallation. Cette séquence de réactions est peut être un 
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peu ambitieuse mais lorsque les conditions seront mises au point, on pourra obtenir directement 

l'acide 4-formyl6-dibenzofuranepropanoïque. Il ne restera alors qu'à fonctionnaliser l'aldéhyde 

et former la chaîne aminoéthyle. 

2.6. Conclusion 

La nouvelle synthèse du mime à structure dibenzofurane proposée possède l'avantage de 

diminuer le nombre d'étapes et de permettre l'accès à des dérivés du mime, plus hydrophiles par 

exemple, en fonctionnalisant l'intermédiaire nitro a-~ insaturé. 

Pour cette nouvelle approche, les études de dissymétrisation du dibenzofurane peuvent 

être étendues et fournissent une méthode simple et originale de fonctionnalisation de noyaux 

aromatiques. 
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Abstract: The one-pot dissymmetrization of dibenzofurao has been achieved using di.recled ortho 
metallations. Effects of temperature, reaction lime, stoichiometty of the lithiation reagent, and 
solvent were studied to obtain the best selectivity. 

In the course of a new synthesis of the ~tum mimic 1 fJISt synthesized by Kelly and coworkers, 1 our work 

led us to study the dissymmetrization of dibenzofuran according to scheme 1. This strategy requires two successive 

ortho metallations. While the fust lithiation only occurs 

in position 4, the regioselectivity of the second lithiation 

was more difficult to predict. Lithiation in position 6 

leading to the expected 4,6-disubstituted derivative could 

be predicted on the basis of the directing effect of the COOH 
heterocyclic oxygen atom. However, lithiation in position 1 

2a X=Li 
2b X=D 

3 as a result of the directive effect of the a-N,N-dimethylaminoalkoxide group could not be precluded. Indeed, 

Comins demonstrated the ortho directing effect of secondary a-N ,N-dialkylaminoalkoxides, although this effect 

was less important than in the case of the a-aminoalkoxides derived from the lithium amide of N,N,N'

trimethylethylenediamine and aromatic aldehydes.2.3 Taking into account these two conflicting effects and the 

complex reactivity of dibenzofuran, 4 we decided to undertake a thorough study of this reaction. 

1) r-BuU 1.l eq .. Etz() 
~ rt,30m.la 
~0~ -2-)D-MF---1~--~--------~~ 

rt,20miD 

3 4 

Scbeme 1 

1) r-BuLi 

S:X=H,Y=E 7:X=Y=E 
6: X=E, Y=H 8: X=Y=H 

The initial step involving the preparation of 4-lithiodibenzofuran 2a was significantly improved by using 

s-BuLi instead of n-BuLi. The utilization of s-BuLi allowed the reaction to be performed in ether at room 

temperature instead of refluxing and reduced the reaction time from 15 h to 30 min.S Quenching the reaction 

medium with ~0 yielded 2b (99%, mp=80-81°C, JitS 81-82°C). When treated with DMF (1.2 eq.), the 

monolithiated 2a led to 4 which upon hydrolysis gave 8 (79%, mp=85-86°C). In arder ta study the 
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regioselectivity of the second metallation, intermediate 4 was subjected to different reaction conditions: 

temperature, reaction time, stoichiometry of s-BuLi and solvent. The resulting reaction medium was then treated 

with the electrophile ~O. leading to the mixture of compounds 5 to 8 (E=D) in different proportions. 

Table l. Quenching Experiments with ~0 (for 5·8 E=D) 

Entry s-BuLi T (OC) Time(h) 5 (%) 6 (%) 7 (%) 8 (%) Total yield o/o, 

(eg.)a (ratio 5/6)b 

1.2 rt 0.5 54 20 5 21 63 (2.7) 

2 1.5 rt 0.5 66 17 4 13 63 (3.9) 

3 1.5 0 0.5 66 13 4 17 65 (5.1) 

4 1.5 -10 2 64 13 4 19 68 (4.9) 

5 1.5 -20 3 57 13 3 27 61 (4.4) 

6 1.5 -50 3 37 8 4 51 64 (4.7) 

7 2 rt 0.5 75 13 8 4 62 (4.7) 
ge 2 0 0.5 72 12 6 10 62 (6.0) 
gd 2 0 0.5 77 13 0 10 60 (5.9) 

I()d 2 0 0.5 70 13 1 16 63 (5.4) 

11 4 rt 0.5 63 12 23 2 63 

12 4 rt 17 53 11 34 2 61 

13 2x4 rt 17 and 6 39 4 56 55 

a. s-BuLi added to intennediate 4 over 5 min; b. Mixture of aldehydes 5-8 purified by flash chromatography; c. No cyclohexane added 
before the second metallation step; final ratio cyclohexane/ether. 39%; d. Anhydrous cyclohexane added before the second metallation 
step; final ratio cyclohexane/ether: 50% for entry 9 and 65% for entry 10. 

The ratio of the different deuterated iso mers S-8 (E=D) determined by 1 H NMR6 and mass spectroscopy analysis 

(El) are shown in table l. The best selectivity was obtained using 2 eq. s-BuLi at ooc for 30 min (entry 8, table 

1 ). However, severa! interesting observations can be made. First, a small amount of 3,6-dideuterated aldehyde 7 

(E=D) was formed using the optimized conditions, although 10% of non deuterated aldehyde 8 remains (entry 

8). This phenomenon bas been confmned with other electrophiles (see table 2). Considering the ease of 

dirnetallation, we tried to improve the formation of dilithiated 7 (E=Li) by using a large excess of s-BuLi (entries 

11-13). Unexpectedly, the amount of dideuterated aldehyde 7 (E=D) remained low for entries 11 and 12. These 

experiments indicate that under these conditions, among the two monolithiated derivatives, only 5 and not 6 

(E=Li) underwent a second metallation to give 7 (E=Li). Another striking feature is the sensitivity of the ratio 5/6 

(E=D) to the amount of s-BuLi introduced in the reaction medium (entries 1, 2, 7 and 3, 8). The total amount of 

s-BuLi (1.3 Min cyclohexane/hexane 92:8) added to the reaction mixture determines the ratio cyclohexanelether. 

Increasing the quantity of s-BuLi sirnultaneously increases the cyclohexanelether ratio. Both factors are expected 

to favour the formation of bulky aggregates which could have limited access to the more sterically hindered 

position 3. On the other hand, adding anhydrous cyclohexane to the reaction medium after the formation of 4 

(E=Li) and before the second metallation step did not improve the ratio 5/6 (entries 9 and 10, table 1). Moreover, 

the increase of cyclohexane concentration in the reaction medium during s-BuLi addition could also be 

responsible for the decrease of the rate of dimetallation explaining why formation of the dideuterated aldehyde 7 
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(E=D) is suppressed in entries 9 and 10 (table!). This effect could also be responsible for the difficulties 

encountered entries 11-13, to obtain the dideuterated compound 7 (E=D) by using a large excess of s-BuLi. 

Using t-BuLi instead of s-BuLi in the conditions of entry 6 (table 1) led to a mixture of aldehydes 5-8 

(E=D) containing the non deuterated 8 as the major product (5: 17%, 6: 7%, 7: 3%, 8: 73%, 78% total yield). 

In order to extend the scope of this reaction, we used other electrophiles (MCJSiCl and Mel, table 2) under 

the conditions of entry 8 (table 1). Columns B indicate the composition of the crude mixture as determined by 1H 

NMR after integration of the aldehydic protons) Aldehydes 5 (E=Me3Si, E=Me) were isolated with 46% and 

57% yield respectively after chromatography. 5 represents an interesting intermediate as it allows the 

functionalization of the dibenzofuran ring by electrophilic ipso substitution. We were surprised to observe low 

reaction rates for these experiments, which is clearly demonstrated by comparing entries 1 and 2 (table 2). lt 

seems that intermediate 5 (E=Li) is highly aggregated in solution and for this reason Jess exposed to the 

electrophilic reagents (entries 1 and 2 of table 2, column B). Indeed, the crude mixture obtained in entry 1 

contained 49% of monosilylated aldehyde 5 CE=Me3Si) and 37% of aldehyde 8. Increasing the reaction time led 

to a larger amount o(5 (E=Me3Si) but did not change the proportion of compounds 6 and 7 (E=Me3Si). 

Table 2. Quenching Experiments with Me3SiCI and Mel in the Conditions ofEntry 8 (Table 1) 

Entry E (eq.) Time (T) 5 (%) 6 (%) 7 (%) 8 (%) 

A B A B A B A B 

Me3SiCl 1h15 (0°C) then 25 49 4 9 2 5 16 37 

(4) 45 min (rt) 

28 MeJSiCl 17h (rt) 46 72 4 8 2 4 8 16 

(4) 

3 Mel (4) 17h (rt) 57 79 7 8 4 4 7 9 

A: isolated yield; 8: detennined by 1 H NMR (300 MHz, CDC13) 

In conclusion, this new strategy permits the successful one-pot synthesis of dissymmetrical 4,6-

disubstituted dibenzofurans. 
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argon, to a soluùon of dibenzofuran {300 mg, 1.1g mmol) in anhydrous ether {6.9 ml). The reacùon mixture was stirred at rt 

for 30 min, forming a yellow coloured anion. DMF {165 j.LI, 2.14 mmol) was theo added dropwise. Alter 20 min the reacùon 

mixture was cooled 10 O"C for the second dropwise addiùon over 10 min of s-Bul.i (2.75 ml, 3.57 mmol) and sùrred for 30 

min alter which lime freshly disùlled MeJSiCI (907 jJ.l, 7.14 mmol) was added. After sùrring for 17h at rt, 30 ml of 

a saturated soluùon of KH2P04 was added at 0°C with vigorous sùrring. After extracùon with dichloromethane {3x60 

ml), the organic layers were combined, dried over anhydrous Na2S04, filtered and the solvents removed in vacuo. Purificaùon 

by column chromatography on silica gel {C6HJ2ICH2Cl2 3:1) fumished 5, 6, 7 (E=Me3Si) and 8. 
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PARTIE II 

INCORPORATION DU MIME DE COUDE {3 A STRUCTURE 

DIBENZOFURANE DANS LA SCYLLATOXINE 

Introduction 

En parallèle de l'étude sur une nouvelle approche de synthèse du mime de coude ~ à 

structure dibenzofurane (mime-DBF), celui-ci a été synthétisé selon le protocole décrit par 

KELLY, pour être incorporé dans deux modèles de protéine. Cette seconde partie présente 

l'incorporation du mime-DBF dans le premier modèle: la scyllatoxine. 

Le choix du modèle protéique repose sur un certain nombre de critères qui seront tout 

d'abord présentés. Après avoir vérifié par modélisation moléculaire que l'incorporation du mime 

dans la scyllatoxine, selon des critères stériques et géométriques était possible, la synthèse de la 

toxine modifiée a été entreprise. Nous verrons quelle a été l'influence du mime sur le 

déroulement de la synthèse et sur l'étape de repliement et de formation des ponts disulfure. 

Enfin, l'évaluation structurale et fonctionnelle de la scyllatoxine modifiée avec le mime-DBF 

(scyllatoxine-DBF) sera présentée. 
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CHAPITRE 1: CHOIX DU MODELE SCYLLATOXINE 

1. Cahier des charges 

1.1. La taille 

La taille du modèle devait être compatible avec les techniques de synthèse peptidique en 

phase solide couramment employées. La synthèse a en effet été envisagée de façon récurrente, 

une séquence trop longue compromettrait l'obtention en quantité suffisante de la chru'n.e 

peptidique modifiée. D'autre part, la taille est également un facteur déterminant au niveau de 

l'analyse structurale par RMN. En effet, lorsque l'on étudie la structure de protéines possédant 

plus de 70 résidus environ, il est nécessaire de recourir à des techniques particulières comme 

l'enrichissement de certains résidus, ou de tous, en 15N et/ou 13C et/ou 2H (BAX, 1994 ). 

1.2. Les éléments de structure secondaire 

Pour étendre l'étude des applications possibles du mime-DBF, qui n'a été incorporé que 

dans de petits peptides (études de KELLY exposées dans l'Introduction Générale), nous avons 

décidé de l'incorporer dans un contexte de protéine, défini par une structure tridimensionnelle. 

Malgré une taille raisonnable, le modèle doit cependant posséder les éléments de 

structure secondaire que l'on rencontre habituellement dans les protéines, c'est-à-dire au moins 

un coude ~' indispensable dans le cadre de cette étude, une hélice a, un feuillet ~· 

1.3. L'activité biologique 

L'activité biologique est une très bonne sonde de la conservation ou non de l'intégrité de 

la structure tertiaire de la protéine modifiée. Le modèle retenu doit donc posséder une activité 

biologique connue et facilement mesurable. Cependant, elle ne doit pas impliquer les résidus du 

coude ~' pour conserver la possibilité de détecter l'activité dans la protéine modifiée. 

D'autre part, l'incorporation d'un élément non naturel dans un modèle possédant une 

activité biologique est important si l'on envisage, à plus long terme, la conception de molécules 

à visée thérapeutique. 

2. Choix du premier modèle la scyllatoxine 
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2.1. Toxines de scorpion et ingénierie des protéines 

Les toxines de scorpion se présentent sous deux grandes familles : les toxines à chaîne 

longue (60-70 résidus) et les toxines à chaîne courte (30-40 résidus). 

Les toxines de scorpion, à chaîne courte en particulier, sont des molécules présentant un 

grand intérêt en ingénierie des protéines et ce pour plusieurs raisons. Tout d'abord, leur taille est 

réduite (30 à 40 résidus) ce qui permet, d'une part, une synthèse facile à l'aide des stratégies 

classiques de synthèse peptidique en phase solide, et d'autre part, une étude structurale facilitée : 

l'étude RMN est moins complexe que pour de grosses protéines. Malgré leur petite taille ces 

mini-protéines possèdent les éléments de structure secondaire que l'on rencontre couramment 

dans les protéines : hélice a, feuillet ~. coude ~. boucle, adoptant un repliement caractéristique 

a~ (hélice a sur feuillet~) (BONTEMS et coll., 1991). De plus, la présence de ponts disulfure 

confère à la structure une grande stabilité. Ce point est probablement à l'origine de la grande 

tolérance de ces motifs structuraux à des mutations ponctuelles d'acides aminés (GRANIER et 

coll., 1978; SABATIER et coll., 1994) et a été exploité lors de l'incorporation de séquences de 

plusieurs acides aminés, support d'une activité biologique exogène particulière. Ainsi, le site de 

liaison au métal de l'anhydrase carbonique B (VITA et coll., 1995; PIERREr et coll., 1995) ou la 

partie d'un feuillet d'une toxine de serpent qui a la capacité de se lier aux récepteurs nicotiniques 

de l'acétylcholine (DRAKOPOULOU et coll., 1996; ZINN-JusTIN et coll., 1996), ont été intégrés 

dans la charybdotoxine. Cette adaptabilité a également été testée avec l'apamine, toxine d'abeille 

à deux ponts disulfure, dans laquelle a été incorporé un fragment de séquence du peptide S de la 

ribonuclease A (PEASE et coll., 1990). La grande tolérance de ce motif a~ par rapport à la 

séquence en acides aminés se traduit au niveau fonctionnel par la diversité des cibles de ces 

toxines. En effet, leur activité s'exercent, avec une grande spécificité, sur différents types de 

canaux: les canaux K+ de faible conductance (scyllatoxine (AUGUSTE et coll., 1990)), les canaux 

K+ de grande conductance (charybdotoxine (SMITH et coll., 1986)), les canaux Ct (chlorotoxine 

(LIPPENS et coll., 1995)). De part ces activités, les toxines sont des outils pharmacologiques 

puissants pour l'exploration de nombreux types de canaux, permettant ainsi l'étude de 

mécanismes biologiques (TSUTSUMI et coll., 1995). 

Dans une approche plus structurale de l'utilisation de ces toxines, la recherche d'un 

motif structural minimal basé sur le repliement a~ de la scyllatoxine a été réalisée. Il comprend 

l'hélice a et le feuillet ~ mais seulement deux ponts disulfure, le pont Cys 3 - Cys 21 étant 

supprimé. L'étude structurale montre une structure globalement conservée mais avec de légères 

différences par rapport à la charybdotoxine, prise comme modèle de référence, notamment au 

niveau de l'orientation de l'hélice a. L'axe du feuillet forme un angle de 16° par rapport à l'axe 

de l'hélice, cet angle étant de -45° dans le cas de la charydotoxine. Aucune validation biologique 

n'a été effectuée (PAGEL et WEMMER, 1994). 
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Les toxines de scorpion apparaissent donc comme des molécules extrêmement 

intéressantes au niveau structural grâce au motif a~ et permettent d'envisager une approche de la 

relation structure/activité biologique sur un modèle structural relativement simple servant d' 

«échafaudage moléculaire» (VITA et coll., 1995). A notre connaissance, seuls des éléments 

naturels y ont été insérés et nous envisageons ici l'incorporation d'un élément de structuration 

non naturel, en l'occurence un mime de coude~ à structure dibenzofurane. 

2.2. Choix de la scyllatoxine 

Considérant les différents points mentionnés précédemment, le choix du premier modèle 

dans lequel le mime-DBF a été incorporé, s'est porté sur une toxine de scorpion : la scyllatoxine 

(figure 1). Cette toxine à chaîne courte de 31 acides aminés, est de taille parfaitement compatible 

avec la synthèse peptidique, sa synthèse est d'ailleurs maîtrisée au laboratoire. Sa taille est 

également compatible avec une étude structurale par RMN. La structure tridimensionnelle de la 

scyllatoxine est connue (MARTINs et coll., 1990, 1995). Enfin, elle possède une activité 

biologique bien définie: elle agit sur les canaux potassium, calcium-dépendants (Kea), de faible 

conductance (AUGUSTE et coll., 1990). 

La scyllatoxine a d'abord été appelée leiurotoxine 1, mais pour ne pas la confondre avec 

les leiurotoxines actives sur les canaux Na+, et également la distinguer de la charybdotoxine, 

autre toxine extraite du même venin et active sur les canaux potassium calcium-dépendants mais 

de grande conductance, AUGUSTE et coll. ( 1990) ont proposé le nom de scyllatoxine. 
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Figure 1 : Représentation en ruban de la scyllatoxine 

2.3. La scyllatoxine 

2.3.1. Présentation 

La scyllatoxine a été identifiée (CASTLEet coll., 1986) (Abia, 1986), isolée et caractérisée 

(CHICCHI et coll., 1988) à partir du venin de scorpion Leiurus quinquestriatus hebraeus, où elle 

représente moins de 0,02% des protéines du venin. Sa séquence est la suivante : 

10 20 30 

Scyllatoxine A F C N L R M C Q L S C R S L G L L G K C J: G D K C E C V K B-NH2 
1 

1 1 1 

L'extrémité C-terminale de la toxine est amidée. Elle possède trois ponts disulfure liant 

les Cys 3 et 21, 8 et 26, 12 et 28. 

2.3.2. Activité biologique 

La scyllatoxine a la capacité d'inhiber la fixation de l'apamine sur son récepteur. 

L'apamine est une toxine de 18 résidus, présentant deux pont disulfure et extraite du venin de 

l'abeille Apis mellifera. La liaison de l'apamine à son récepteur a été corrélée avec l'inhibition 
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d'une classe spécifique de canaux potassium calcium-dépendants de certains neurones, ce qui 

conduit à une atténuation de la phase lente d'après hyperpolarisation qui suit normalement le 

potentiel d'action (HUGUES et coll., 1982 a,b,c). 

Apamine et scyllatoxine (Schéma 1) ont pour point commun de présenter toutes deux 

dans leur séquence de nombreux résidus basiques et de posséder une His amidée en position C

terminale. Mais il n'y a pas de reconnaissance immunologique croisée. Cependant, la 

scyllatoxine possède les mêmes caractéristiques fonctionnelles que l'apamine, présentées ci

après. 

10 20 30 

Scyllatoxine A P C N L R M C Q L S C R S L G L L G K C l: G D K C E C V K H-NH2 

Apamine C N C K A P E T A L C A R R C Q Q H-NH2 

Schéma 1 

L'évaluation biologique de la scyllatoxine a été effectuée sur la base de différents tests : 

au niveau pharmacologique avec la compétition avec l'apamine marquée à l'iode 125, au niveau 

biologique avec le test de contraction de Taenia coli de cobbaye et effet électrophysiologique sur 

des cellules musculaires en culture. 

a - Compétition avec l'apamine 

Apamine et scyllatoxine inhibent totalement la fixation de 1251-apamine sur des 

membranes synaptosomales de cerveau de rat avec IC50 = 20 pM et 365 pM respectivement. Le 

~apparent est de 75 pM pour la scyllatoxine. La scyllatoxine est ainsi 10 à 20 fois moins active 

que l'apamine (CHICCHI et coll., 1988). Les analyses de Scatchard ont montré que la 

scyllatoxine est un inhibiteur compétitif de la fixation de l'apamine sur son récepteur (AUGUS1E 

et coll., 1990). 

b - Contraction de Taenia coli de cobbaye 

Apamine et scyllatoxine provoquent la contraction de Taenia coli préalablement détendu 

par un traitement à l'épinéphrine qui inhibe toute contraction spontanée. Les concentrations 

nécessaires pour induire 50% de la contraction (ED50) sont de 1,2 nM et 6,5 nM respectivement 

(CHICCHI et coll., 1988). La scyllatoxine induit une activité contractile rythmique, réversible par 

simple lavage. Les analogues [ Tyr] scyllatoxine et iodo-[ Tyr] scyllatoxine possèdent les 

mêmes ED50 : 6 ± 1,5 nM (AUGUSTE et coll., 1990). 
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c - Effet électrophysiologique sur cellules musculaires en culture 

L'effet électrophysiologique a été testé sur des cellules musculaires de rat en culture. 

AUGUSTE et coll. (1990) ont montré que la scyllatoxine bloque la phase d'après hyperpolarisation 

suivant le potentiel d'action. Celle-ci est normallement due à l'activation d'une conductance K+, 

Ca2+-dépendante, spécifiquement bloquée par l'apamine. 

L'action de la scyllatoxine a également été testée et localisée sur d'autres modèles comme 

la lignée cellulaire humaine neuroblastome NB-OK 1 (GoSSEN et coll., 1991) ainsi que sur les 

neurones d'hippocampe et les ganglions sympathiques de grenouille (GOH et coll., 1992). Il faut 

également noter qu'un équivalent endogène de la scyllatoxine a été caractérisé dans la lignée 

cellulaire tumorale phéochromocytome (PC 12) (AUGUSTE et coll., 1992a). Ce ligand endogène 

entre également en compétition avec l'apamine en se liant aux canaux K+, Ca2+-dépendants. ll 

bloque sélectivement la phase d'hyperpolarisation suivant le potentiel d'action, ce qui est 

l'expression physiologique d'une famille de canaux K+, Ca2+ -dépendants, et il contracte Taenia 

coli de cobbaye après relaxation par l'épinéphrine. Il possède donc les principales activités 

biologiques de la scyllatoxine. Au niveau de sa caractérisation, il est de nature peptidique car il 

ne résiste pas aux traitements des protéases et il semble posséder des ponts disulfure car reste 

stable à la dénaturation thermique. Enfin, il n'est pas reconnu par les anticorps dirigés contre 

l'apamine mais est reconnu par des anticorps anti-scyllatoxine ce qui suggère la présence 

d'éléments structuraux communs. 

2.3.3. Synthèse 

Dans un premier temps, la synthèse de la scyllatoxine a été réalisée au laboratoire sur 

synthétiseur automatique et selon une stratégie Boe/benzyle (AUGUSTE et coll, 1990). La 

synthèse a ensuite été optimisée par l'utilisation de la stratégie Fmoc/t-butyle. C'est donc cette 

stratégie qui a été retenue pour la synthèse de la scyllatoxine modifiée avec le mime-DBF. 
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A 

B 

Figure 2 : A. Vues stéréo de la scyllatoxine. B. Représentation en ruban faisant apparaître le «twist>> chJ 

feuillet~-
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2.3.4. Structure 

2.3.4.1. Eléments de structure secondaire 

Les éléments de structure secondaire de la syllatoxine ont été déterminés par RMN par 

MARTINs et coll. (1990). Cette étude fait apparaître la présence d'une hélice a (Arg 6 - Gly 16), 

et d'un feuillet~ (Leu 18 - Val 29) constitué de deux brins anti-parallèles reliés par un coude ~ 

centré sur les résidus G1y 23 et Asp 24. 

2.3.4.2. Structure tridimensionnelle 

La détermination de la structure tridimensionnelle réalisée par MARTINs et coll. ( 1995) a 

été faite par RMN (Figure 2). Elle a permis de mieux cerner les limites des éléments de structure 

secondaire notamment pour l'hélice a qui forme 2,5 tours de Leu 5 à Ser 14. Le feuillet ~ 

présente quant à lui un twist orienté vers la droite ainsi que chaque brin du feuillet. Les deux 

brins ~ se croisent au niveau des résidus lle 22 et Glu 27. Le type de coude ~ n'a pu être 

déterminé par manque de données RMN et/ou une certaine flexibilité conformationnelle de cette 

partie de la molécule. Les protons méthyléniques (Ha,, Ha2) de Gly 23 n'ont en effet pas pu 

être attribués stéréospécifiquement. La distance la plus courte entre l'hélice et le feuillet se situe 

entre les résidus Gin 9 et Gly 19. Le peu d'espace disponible dans cette région ne permet la 

présence que de l'hydrogène pro-S d'une Gly, une chaîne latérale ne serait pas tolérée 

stériquement. La conservation de Gly à cette position se retrouve donc dans la séquence d'autres 

toxines de scorpion et défensines d'insecte (CoRNEr et coll., 1995) et de y-thionines de plantes 

(BRUIX et coll., 1993). La position de cet acide aminé est d'ailleurs conservée avec celle des Cys 

selon le motif consensus suivant (BONTEMS et coll., 1991) valable pour la plupart des toxines de 

scorpion: 

-Cys-( ... ) -Cys- aa- aa- aa- Cys- ( ... ) - Gly- aa- Cys-( ... ) -Cys- aa- Cys-( ... ) -

Des exceptions à ce motif ont cependant été identifiées dans la noxiustoxine où un résidu 

Ala supplémentaire s'intercalle dans le motif Gly - aa- Cys (DAUPLAIS et coll., 1995), dans la 

maurotoxine, toxine à 4 ponts disulfure où l'on trouve Ala à la place de Gly, dans le peptide 

POl, (BLANC et coll., 1996) et dans le leiuropeptide II qui présentent une Pro dans l'hélice et où 

Ala remplace Gly également (BUISINE et coll., 1997). 

L'attribution des ponts disulfure de la scyllatoxine a été effectuée à l'aide d'une méthode 

statistique basée sur les données RMN (MARTINS et coll., 1995). Les ponts disulfure de la 

scyllatoxine relient les Cys suivantes : Cys 3 et Cys 21, Cys 8 et Cys 26, Cys 12 et Cys 28. 

Ceci est en accord avec les attributions des ponts disulfure, faites après hydrolyses chimique et 
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enzymatique, sur P05-NH2, l'analogue amidé d'une toxine du scorpion Androctonus 

mauretanicus mauretanicus et présentant 87% d'homologie avec la scyllatoxine (SABATIER et 

coll, 1993). Les ponts disulfure Cys 8- Cys 26 et Cys 12 - Cys 28 relient une face de l'hélice 

avec le second brin du feuillet~- Le pont Cys 3 - Cys 21 maintient la partie N-terminale de la 

toxine sur le premier brin du feuillet. 

De plus amples détails structuraux seront donnés lors de l'interprétation des données 

RMN et l'étude structurale de la scyllatoxine-DBF. 

2.3.4.3. Relation structure 1 activité biologique 

Les éléments essentiels intervenant dans l'activité biologique ont été déterminés grâce à 

plusieurs études. Les modifications chimiques faites par AUGUSTE et coll. (1992b) ont permis de 

montrer que les résidus Arg 6 et Arg 13 de la scyllatoxine, modifiés par action de la 1,2-

cyclohexanedione, entraînent une perte de l'activité, elles sont donc essentielles pour la liaison 

au récepteur apamine/scyllatoxine et pour la contraction de Taenia coli. Ceci est à rapprocher de 

la présence de 2 Arg adjacentes dans l'apamine (Arg 13 et 14) qui ont également été montrées 

comme essentielles dans la liaison au récepteur (GRANIER et coll. 1978). La structure 

tridimensionnelle de la scyllatoxine montre en effet la proximité des deux Arg qui se situent sur 

le même côté de l'hélice (MARTINs et coll., 1995). Cependant leur disposition non adjacente 

expliquerait qu'elles interagissent moins bien avec le récepteur que dans le cas de l'apamine ou 

de P05, qui présentent une meilleure affinité (MEUNIER et coll., 1993). 

L'iodation de His 31 provoque une perte d'activité importante d'un facteur 40 pour la 

liaison au récepteur et un facteur 100 pour la contraction de Taenia coli (AUGUSTE et coll., 

1992b). D'autre part, lorsque l'extrémité C-terminale porte une fonction acide carboxylique 

simple au lieu d'une fonction carboxamide, l'affinité est réduite d'un facteur 4 (AUGUSTE et coll., 

1990). L'importance de la présence de His 31 est donc démontrée et l'on peut envisager qu'elle 

participe à l'interaction avec le récepteur étant donné qu'un certain nombre des structures 

générées par MARTINS et coll. (1995) présentent His 31 à proximité de l'extrémité C-terminale de 

l'hélice. 

La modification des Lys par guanidination ne change pas significativement l'interaction 

avec le récepteur apamine/scyllatoxine du cerveau mais elle induit une baisse importante de 

l'activité contractile d'un facteur 70. Deux hypothèses sont données par les auteurs : (i) les 

modifications des Lys n'altéreraient pas l'interaction avec les sites de liaison présents dans le 

cerveau mais l'interaction avec ceux présents dans Taenia coli ; (ii) la liaison au récepteur ne 

serait pas altérée mais l'expression fonctionnelle serait affectée (AUGUSTE et coll., 1990). 
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Le résidu Asp 24, qui appartient au coude ~n'a pas pu être modifié par estérification et 

l'hypothèse d'une liaison ionique avec Lys 25, rendant la chaîne latérale de Asp 24 non réactive, 

a été avancée (AUGUS1E et coll., 1992b). Quant à Glu 27, la modification de sa chaîne latérale ne 

provoque pas de modification pour la liaison aux récepteurs du cerveau mais, comme dans le 

cas des Lys, l'activité de contraction est affectée (facteur 30). Glu 27 pourrait ainsi être 

également impliqué dans l'étape fonctionnelle qui suit l'interaction de la toxine sur le récepteur et 

qui serait nécessaire au blocage des canaux Kea· 

La conclusion de ces expériences de modifications chimiques repose sur l'importance 

déterminante des résidus Arg 6 et 13, résidus situés à la surface de l'hélice exposée au solvant, 

ainsi que His 31, pour la liaison aux canaux Kea· La partie du feuillet~ avec les résidus Lys 20, 

25, 30 et Glu 27 serait plus impliquée dans une étape postérieure à la liaison au récepteur et 

importante pour le blocage des canaux Kea· 

Une autre approche consistant à synthétiser des analogues par remplacement de certains 

acides aminés, a permis de confirmer l'importance de la présence du résidu chargé positivement 

Arg 6. D'autre part la molécule chimère [ M 22, K 24, R 27] scyllatoxine conserve une activité, 

ce qui montre que les résidus chargés négativement Asp 24 et Glu 27 ne semblent pas 

déterminants pour la liaison au récepteur (SABATIER et coll., 1994). TI est donc confirmé ici que 

Asp 24 n'est pas impliqué dans l'activité de la scyllatoxine, il n'est donc pas gênant de 

substituer les résidus Gly 23 et Asp 24 par le mime-DBF. 

Les auteurs ont également mis en évidence que la substitution de Met 7 par Arg permet 

d'accroître l'affinité pour le récepteur d'un facteur 12. Cela suggère que le résidu Arg 

positivement chargé pourrait contribuer à une meilleure interaction avec le récepteur. 

De ces expériences, il apparaît que la scyllatoxine se lierait au récepteur au niveau de 

l'hélice a, avec l'implication des résidus chargés Arg 6 et 13 ainsi que de His 31. Le potentiel 

électrostatique de la molécule a été calculé : la face exposée de l'hélice a est fortement positive et 

l'on peut envisager l'implication d'interactions électrostatiques dans la reconnaissance entre la 

toxine et le récepteur (lNisAN et coll., 1995). L'expression fonctionnelle, blocage du canal Kea• 

se ferait quant à elle par la face du feuillet ~ avec l'intervention potentielle de la chaîne latérale 

des résidus Lys 20, 25, 30 et Glu 27. 

L'activité biologique n'implique donc pas les résidus du coude ~. ce qu'il fallait vérifier 

pour répondre aux contraintes posées sur le choix du modèle. 
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Quant au rôle des ponts disulfure, il semble que le pont reliant les Cys 3 et 21 n'est pas 

nécessaire à l'activité de la scyllatoxine pour les tests de compétition avec l'apamine iodée 

(SABATIER et coll., 1996). En effet, l'analogue de la scyllatoxine comportant deux résidus 2-

aminobutyrates (Abu) en position 3 et 21, à la place des cystéines, présente, d'après les études 

menées par dichroïsme circulaire, les mêmes caractéristiques structurales que la scyllatoxine. Le 

maintien structural de la molécule étant assuré par les ponts 8-26 et 12-28, le pont 3-21 

maintiendrait la partie N-terminale sur le feuillet. Cependant, pour ce qui est de l'analogue Abu 

3,21, il ne faut peut être pas exclure qu'une éventuelle interaction hydrophobe entre les chaînes 

latérales des résidus aminobutyriques, remplacant les cystéines 3 et 21, permette une certaine 

rigidification de la structure en mimant le pont disulfure. 

3. Conclusion 

A la vue des éléments définis précédemment caractérisant la scyllatoxine tant au niveau 

structural que fonctionnel, avec également l'intérêt de ces molécules en ingénierie des protéines, 

nous disposons ici d'un modèle adequat pour l'incorporation du rnime-DBF. 
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Chapitre II 

Scyllatoxine-DBF 

Incorporation du mime à structure dibenzofurane 

dans la scyllatoxine 

1. Etude préliminaire par modélisation moléculaire 

Avant d'entreprendre la synthèse, la compatibilité structurale à l'incorporation du mime 

dans la scyllatoxine a été vérifiée, suivant des critères géométriques et stériques. Le mime-DBF 

sous sa forme N-acétyl et C-carboxamide a été minimisé dans le champ de force CVFF et six 

conformations de basse énergie ont été retenues selon les critères suivants : 

ÇQQ 
CH2 CH2 
1 1 

CH2 CH2 

H-N C=O 
1 1 

C=O "' HN 
2 3 

CH3 CH3 
4 

• la distance (1) entre l'oxygène du groupement N-acétyl et 

l'hydrogène porté par l'azote du groupement C-carboxamide 

(correspondant à la liaison hydrogène entre -CO de Ile 22 et -

NH de Lys 25) doit être inférieure à 2,5 A; 
• l'angle entre les plans (2) et (3) définis par les fonctions 

CONH varie entre 80° et 180°; 

• la distance ( 4) séparant les atomes de carbone de la fonction 

N-acétyl et C-carboxamide (correspondant à la distance 

séparant les Ca de Ile 22 et Lys 25) varie entre 4 A et 6 A. 

Le remplacement des résidus Gly 23 et Asp 24 par les différentes conformations du 

mime-DBF a montré que l'incorporation du mime semblait compatible avec la structure de la 

scyllatoxine selon des critères géométriques et stériques. 

2. Synthèse de la scyllatoxine-DBF 

Deux synthèses de la scyllatoxine-DBF ont été menées en parallèle. La différence entre 

les deux se situe au niveau de la protection des Cys. Dans la première synthèse, toutes les Cys 

étaient protégées avec le même groupe protecteur (trityle) et dans la seconde, les Cys étaient 

protégées de façon « orthogonale » : les Cys appartenant à un même pont sont protégées avec 

le même groupement. Et les trois groupements protecteurs employés sont acétamidométhyle, 

méthoxybenzyle, et trityle. Nous nous intéresserons à la synthèse non orthogonale (nommée 

synthèse de la scyllatoxine-DBF (Trt)), que nous comparerons ensuite à la synthèse orthogonale 

(scyllatoxine-DBF (ortho)). 
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n a été mentionné précédemment que la stratégie la plus efficace pour la synthèse de la 

scyllatoxine est la stratégie Fmoc/t-butyle. C'est donc cette dernière que nous avons retenue 

pour entreprendre la synthèse manuelle de la scyllatoxine-DBF. Comme le montre le Schéma 2, 

le mime est incorporé tôt lors du déroulement de la synthèse, qui s'effectue classiquement du 

côté C-terrninal vers le côté N-terminal. Nous avons donc envisagé un suivi de la synthèse à 

chaque étape et en particulier après l'incorporation du mime pour mettre en évidence les 

éventuelles difficultés de couplage dues à la présence du mime. 

Scyllatoxine 

Scyllatoxine-DBF 

10 15 20 25 30 

A 11' C N L R M C Q L S C R S L G L L G K C :r G D K C E C V K H-NH2 

A 11' C N L R M C Q L S C R S L G L L G K C :r NH co K C E C V K H-NH2 

~ 
Schéma 2 

2.1. Suivi de la synthèse 

Le suivi de la synthèse de la scyllatoxine-DBF a été entrepris selon une approche 

qualitative par appréciation de l'efficacité de couplage par des tests colorimétriques classiques : 

le test à la ninhydrine ou test de Kaiser (SARIN et coll., 1981) et le test à l'acide 2,4,6-

trinitrobenzène sulfonique (TNBS) (HANCOCK et coll., 1976). Une approche quantitative a 

permis d'estimer la proportion d'incorporation des acides aminés à différents moments de la 

synthèse. Pour cela, des échantillons de résine sont prélevés régulièrement au cours de la 

synthèse. Puis ces échantillons sont soumis à une hydrolyse acide totale et l'analyse d'acides 

aminés permet de déterminer ensuite la composition en acides aminés présents au moment du 

prélèvement de l'échantillon. Et l'on peut établir ainsi, en soustrayant les valeurs obtenues au 

moment du prélèvement i à celles obtenues au prélèvement i-1, la proportion des acides aminés 

incorporés entre les deux prélèvements. Les résultats sont représentés sous la forme d'un 

graphique (Schéma 3) pour la synthèse de la scyllatoxine non modifiée (A) et la synthèse de la 

scyllatoxine-DBF (B). 
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scyllatoxine 
A 

HKVCECKDGI CKGLLGLSRCSLQCMRLN CFA 

31 20 10 1 

C-terminal ---> N-terminal 

scyllatoxine-DBF {Trt) 8 

Scyllatoxine-DBF 

Schéma 3 : Profils de synthèse de la scyllatoxine (non modifiée) (A) et de la scyllatoxine-DBF avec le 
groupement Trt comme groupe protecteur des Cys (B). 

No 31 30 29 28 27 26 25 24,23 22 21 20 19 18 17 16 
a a H K v c E c K DBF 1 c K G L L G 

c 
0 a 2 2 2 2 2 2 3 3 3 2 3 2 3 3 3 
u 

p 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 
1 2: H 2: H 2: H 2 :H 2:H 2:H 2: H 2:P 2: H 2: H 2: H 2: H 2: H 2: H 2: H 
a b 3: H 3:P 3: H 3: H 3: H 3: H 3: H 
g 

e 

No 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 
a a L s R c s L Q c M R L N c F A 

c 
0 a 3 3 3 3 3 3 5 3 4 3 3 3 3 2 3 
u 

p 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: B 1: B 1: B 1: B 1: B 
1 2: H 2: H 2 :H 2: H 2: H 2: H 2 :H 2: H 2:P 2: H 2:B 2:B 2:B 2:B 2:B 
a b 3: H 3: H 3: H 3: H 3: H 3: H 3: H 3:P 3: H 3:P 3: B 3:P 3:P 
g ile Ll Ll Ll 4: H 4:P 4:B 
e 5: B 

Tableau 1 : Protocole de couplage des acides aminés lors de la synthèse de la scyllatoxine-DBF. a. Nombre 

total de couplages; b. détail des couplages : le numéro de couplage est suivi de l'agent de couplage utilisé selon 

les abréviations suivantes H : HBTU/HOBt, B : BOP et P : PyBrop; c. Ll indique que le couplage et la 

déprotection ont été faits à 40°C. 
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Seuls les acides aminés stables à l'hydrolyse acide sont représentés. La valeur sous

estimée observée pour lle 22 correspond à la difficulté de l'hydrolyse de la liaison peptidique 

entre les deux résidus hydrophobes que sont Ile 22 et le mime-DBF. 

2.2. Difficultés de couplage 

2.2.1.Résultats 

La comparaison des deux synthèses, scyllatoxine et scyllatoxine-DBF met clairement en 

évidence que l'incorporation du mime DBF a des conséquences très importantes sur l'efficacité 

de couplage des acides aminés. Malgré un protocole de couplage optimisé, on observe une nette 

différence pour la proportion des chaînes portant la séquence complète : environ 60% pour la 

synthèse de la scyllatoxine (A) et 25% pour la scyllatoxine-DBF (B). Si l'on examine plus en 

détailles endroits où les difficultés sont importantes, on constate que c'est au niveau des mêmes 

acides aminés que pour la synthèse de la scyllatoxine mais de façon beaucoup plus prononcée 

dans le cas de la scyllatoxine-DBF. Les difficultés sont intervenues essentiellement à trois 

niveaux: 

• après l'incorporation du mime. ll n'est pas possible de dire s'il s'agit d'un mauvais 

couplage de Ile 22, de Cys 21 ou de Lys 20 car le mime n'est pas identifiable après hydrolyse et 

analyse d'acides aminés, Ile 22 s'hydrolyse mal et le résidu Cys n'est pas stable à l'hydrolyse. 

D'après les tests colorimétriques, on ne constatait pas de difficultés particulières, mais la 

sensibilité des tests peut être remise en cause dans cette région. Trois couplages de sécurité ont 

cependant été effectués pour Ile 22 et Lys 20. D'autre part des difficultés de déprotection ont été 

observées. Plusieurs cycles de déprotection ont été nécessaires pour la déprotection de Gly 19 

(4 traitements à la pipéridine), Leu 18 à Gly 16 et Ser 11 (3 traitements); 

• dans la région de Arg 13, malgré une élévation de la température à 40°C de Leu 15 à 

Cys 12; 

• dans la région de Met 7. 

Différents types d'agent de couplage ont été utilisés lors de la synthèse de la 

scyllatoxine-DBF, contrairement à la synthèse de la scyllatoxine qui a été effectuée en double 

couplage utilisant HBTUIHOBt (FIELDS et coll., 1991). Le Tableau 1 indique le nombre de 

couplages effectués pour chaque acide aminé ainsi que le réactif utilisé pour chacun de ces 

couplages. La synthèse a débuté classiquement avec HBTUIHOBt. Le mime a été couplé trois 

fois, les deuxième et troisième couplages ayant été faits avec le PyBrop (CosTE et coll., 1990, 

1991). Puis lorsque les difficultés sont apparues (tests colorimétriques encore légèrement 
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positifs après le deuxième couplage), la température a été augmentée à 40°C entre Leu 15 et Cys 

12. La fin de la synthèse est apparue nettement plus difficile, en particulier à partir de Gln 9 où 5 

couplages ont été nécessaires. L'efficacité de couplage a été optimisée par l'emploi d'autres 

agents couplant comme le Bop (CASTRO et coll, 1975) ou le PyBrop. Cela n'a cependant pas 

empêché la chute au niveau du couplage de Arg 6 sur Met 7. 

ll est également apparu lors du suivi de la synthèse par les tests colorimétriques que les 

tests de Kaiser et TNBS présentaient la même sensibilité. Cette sensibilité diminue nettement en 

cours de synthèse, puisqu'ils n'ont pas décelé les chutes observées dan les rendements de 

couplage. L'étape d'acétylation ou capping a en effet toujours été faite après des tests négatifs. 

2.2.2. Comparaison avec la synthèse de la scyllatoxine-DBF avec protection 

orthogonale des cystéines 

L'autre synthèse de la scyllatoxine-DBF effectuée en parallèle, est celle où les Cys 

étaient protégées selon une stratégie orthogonale. Pour permettre la formation sélective de 

chaque pont disulfure, trois groupements présentant des conditions de déprotection différentes 

ont été retenus. lls protègent les couples de Cys suivants: Cys 3 et Cys 21 avec le groupement 

Mob (p-méthoxybenzyle); Cys 8 et Cys 26 avec le groupement Acm (acétamidométhyle); Cys 

12 et Cys 28 avec le groupement Trt (trityle). La synthèse dite «orthogonale » a été conduite 

exactement dans les mêmes conditions que la synthèse présentée précédemment où toutes les 

Cys étaient protégées par un groupement Trt. ll est intéressant de constater que le profil de 

synthèse représenté Schéma 4 montre que la synthèse s'est beaucoup mieux déroulée. En effet, 

à l'issue de la synthèse, environ la moitié des chaînes portaient la séquence complète et les 

chutes observées pour la synthèse non orthogonale sont nettement moins évidentes ici. 

Cette synthèse n'a pas encore été exploitée. La formation sélective des ponts disulfure 

pourra aider à l'étude des intermédiaires intervenant dans l'étape de repliement oxydatif de la 

scyllatoxine-DBF. 
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w~ 

Schéma 4 : Profils de synthèse de la scyllatoxine-DBF avec protection orthogonale des Cys (A) et de la 

scyllatoxine-DBF avec le groupement Trt comme protection des Cys (B). 

2.2.3. Hypothèses sur les difficultés de couplage 

Les hypothèses envisagées pour expliquer les difficultés de couplage rencontrées sont de 

plusieurs ordres : 

- interactions hydrophobes entre la partie aromatique du mime avec des chaînes 

latérales hydrophobes; 

interactions hydrophobes entre la partie aromatique du mime et les groupements 

protecteurs de certaines chaînes latérales : trityle, t-butyle; 

- phénomène de stacking avec le polymère de la résine; 

- établissement de structures secondaires : le mime impose un repliement de la chaîne 

polypeptidique en formation ce qui peut entrainer la formation d'un feuillet~-

Ces hypothèses peuvent contribuer à une baisse de l'accessibilité de la fonction amine 

réactive vis-à-vis de l'ester activé rendant ainsi le couplage plus difficile. Cela peut expliquer 

également la baisse de sensibilité observée pour les tests colorimétriques. 
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Ces hypothèses s'appuient sur des études menées afin de mieux comprendre les 

difficultés de couplage rencontrées lors de la synthèse de certaines séquences dites 

«difficiles ». Les difficultés de couplage peuvent être dues à l'occlusion stérique des chaînes 

peptidiques dans le polymère de la résine. Cela peut être dépendant de la séquence du peptide, 

de l'encombrement stérique de certains acides aminés, ou encore de la formation de liaisons 

hydrogène, ou des interactions intra- ou interchaînes. L'établissement de feuillets ~ via la 

formation de liaisons hydrogène, conduirait à une baisse de la solvatation, à une perte de la 

perméabilité aux réactifs et aux solvants et à un gonflement insuffisant de la résine (T AM et coll., 

1995). 

Pour ce qui est de la synthèse de la scyllatoxine-DBF, un autre point marquait la 

différence entre les deux synthèses, avec ou sans protection orthogonale des Cys : l'efficacité de 

couplage étaient nettement meilleure dans le cas de la synthèse orthogonale. Cela confirme le 

rôle non négligeable et même déterminant des protections employées. En effet, HYDE et coll. 

( 1994) signalent que les groupes polaires, de type acétarnidométhyle par exemple, minimisent 

d'avantage les problèmes d'agrégation entre les différentes chaînes peptidiques que les 

groupements apolaires de type trityle. Moins d'agrégation implique donc une meilleure 

solvatation de la résine et une accessibilité accrue des réactifs et des solvants aux fonctions 

réactives. 

2.3. Coupure de la liaison peptide-résine et déprotection 

A l'issue de la synthèse, le peptide de la scyllatoxine-DBF sous forme réduite est obtenu 

après coupure de la liaison peptide-résine par action de l'acide trifluoroacétique en présence de 

scavengers et de dibenzofurane, qui, comme mentionné dans l'Introduction Générale, prévient 

l'alkylation du mime. 

2.4. Conclusion 

La présence d'un groupement hydrophobe comme le mime-DBF favorise les interactions 

apolaires. De plus, en imposant une inversion de la direction de la chaîne il peut favoriser 

l'établissement d'un élément de structure secondaire de type feuillet ~· Tous ces facteurs vont 

dans le sens d'un encombrement stérique plus important autour de la fonction amine réactive et à 

une baisse de la perméabilité de la résine vis-à-vis des solvants et des réactifs, d'où une baisse 

dans l'efficacité de couplage. Une étude par RMN-MAS (Magic Angle Spinning) permettrait 

peut être d'avoir une vision plus précise des interactions intervenant autour du mime DBF 

(DHALLUIN et coll., 1997). 
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Pour rompre ce type d'interaction, et en vue d'une optimisation de la synthèse, 

différentes solutions ont été proposées : travailler à une température plus élevée (TAM et coll., 

1995), ajouter du TFE (YAMASHINO et coll., 1976), des agents chaotropiques (HAIN et coll., 

1990; PuGH et coll, 1992), modifier la liaison peptidique par introduction sur l'azote de l'amide 

d'un groupement empêchant la formation de liaisons hydrogène (HYDE et coll., 1994), et 

l'emploi de solvants ou de mélanges de solvants permettant une meilleure solvatation de la 

chaîne peptidique (NARITA et coll., 1988, 1989a,b). D'autre part, le choix des protections des 

chaînes latérales de certains acides aminés doit se faire judicieusement de manière à minimiser 

les interactions apolaires ou la formation de liaisons hydrogène conduisant à des phénomènes 

d'agrégation. 

3. Formation des ponts disulfure et purification de la scyllatoxine

DBF 

3.1. Introduction 

Un des points critiques pour l'obtention des toxines synthétiques, ou d'une manière 

générale pour les protéines riches en cystéines, est la formation des ponts disulfure par 

l'oxydation des cystéines en cystines. Un nombre croissant de cystéines, présentes dans la 

séquence, augmente très rapidement le nombre de possibilités d'appariement : 15 possibilités 

pour 6 cystéines, 105 possibilités pour 8 cystéines. De ce fait, il est quelquefois nécessaire de 

mettre au point des conditions d'oxydation particulières pour obtenir la toxine avec un 

appariement correct des ponts disulfure. Certaines toxines comme la scyllatoxine (AUGUS1E et 

coll., 1990), la maurotoxine (I<HARRAT et coll., 1996), la toxine ShK (PENN!NGTON et coll., 

1995) sont obtenues après le repliement oxydatif sans qu'il soit nécessaire d'ajouter un couple 

redox. D'autres sont oxydées en présence d'un couple rédox par exemple glutathion 

réduit/glutathion oxydé: c.o-agatoxine IV A (NAJIB et coll., 1996), c.o-conotoxine MVllA (PRICE

CARTER et coll., 1996a). Dans certains cas, des co-solvants de type DMSO sont ajoutés au 

milieu d'oxydation : c.o-conotoxine GVIA (FLINN et coll., 1995a), iberiotoxine (FLINN et coll., 

1995b). 

Notre but était ici, en premier lieu, d'obtenir le produit oxydé du peptide « scyllatoxine

DBF » issu de la synthèse non orthogonale de manière à entreprendre rapidement les études 

structurales. Nous nous sommes donc efforcés de trouver les meilleures conditions pour l'étape 

du repliement oxydatif. Nous verrons en second lieu, comment se traduit l'influence du mime

DBF sur cette étape. Seul sera présenté le peptide-DBF réduit, c'est-à-dire celui dont les Cys 

étaient toutes protégées par un groupement trityl et qui ont été déprotégées dans l'étape de 

clivage et de déprotection finale. 
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3.2. Résultats 

3.2.1. Essais d'oxydation sur le peptide brut 

Dans un premier temps, nous avons tenté l'oxydation du peptide-DBF sur le brut 

directement issu de l'étape de coupure et de déprotection simultanée au TF A. Le peptide, 

dissous dans une solution de guanidine 6 M et DIT, a ensuite été dessalé puis soumis à la 

réaction d'oxydation selon les conditions utilisées au laboratoire pour la scyllatoxine (tampon 

NH4HC03 10 mM, pH 8, température ambiante). Le suivi de l'oxydation a été effectué par 

HPLC à différents temps de réaction. Très vite, nous avons constaté d'après les profils HPLC 

une grande tendance à l'agrégation. Les conditions de l'étape d'oxydation des Cys devaient 

donc être étudiées pour tâcher de s'affranchir de ce problème. Celles-ci sont résumées dans le 

Tableau 2. 

No Peptide-SU Tampon pH Co ne. T Couple redox 

repris dans mM peptide (mM) 

1 Gnd.HCl NH4HC03 0,01 M 8 10-4 t.a. 

2 Gnd.HCl Tris-HCI 0,2 M 8,5 10-4 t.a. cys/cys-cys ( 4/2 mM) 

3a TFA Tris-HCI 0,2 M 8 6.10·5 t.a. cys-cys/cys ( 4/2 mM) 

3b + 18-c-6 

3c microondes 

4 TFA DMSO /TFA 8 5.10-5 t.a. 

Sa TFA NH4HC03 0,01 M 8 10-5 4°C 

Sb + K2Cr20 7 

6a* TFA NH4HC03 0,33 M 8 10-5 4°C 

6b* GSH-GSSG (4/2 mM) 

Tableau 2 : Résumé des conditions testées pour l'oxydation du peptide de la scyllatoxine-DBF. * indique que le 

peptide a été pré-purifié avant l'étape d'oxydation. 

Les profils HPLC correspondant sont présentés Figure 3. 
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Les entrées 1 à Sc correspondent à des essais où le peptide brut sans purification 

préalable est directement soumis à l'oxydation. Nous avons tenté d'introduire dans le milieu 

d'oxydation différents additifs : 

• éther couronne 18-c-6 (entrée 3b). Son effet complexant pourrait aider à la 

dissociation des molécules (MASCAGNI et coll., 1987); 

• K2Cr20 7 pour tenter d'oxyder rapidement les Cys avant que le peptide ne s'agrège. 

Le milieu d'oxydation a également été soumis à des expériences de type microondes 

(entrée 3c) pour essayer de dissocier les agrégats. 

Une oxydation utilisant un mélange DMSO 1 TFA a également été effectuée. L'oxydation en 

présence de DMSO est préconisée dans le cas de peptides basiques et hydrophobes pour 

dimininuer leur agrégation (T AM et coll., 1991). 
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1. NH4HC03 (0,01 M), pH 8, 
conc. peptide = 10-4 M, t.a., 18 h 

Scyllatoxine-DBF 

i 1 

1 

2. Tris-HCI (0,2 M), pH 8, 5, 18 h, conc. 
peptide= 10"" M, t.a., cys-cys/cys (4/2 mM) 

1 i 

~ L;Â 
3a. Tris-HCI (0,2 M), pH 8, 18 h 3b. idem 3a + 18-c-6 3c. idem + microondes 

conc. peptide= 6 10-s M, t.a., cys-cys/cys (4/2 mM) 1 min à 60 W 

--···- ··-·····)..._..:·: 

4. TFA 20% 1 DMSO (111), 

conc peptide= 5.10"5 M, t.a., 18 h 

Sa. NH4HC03 (0,01 M), pH 8, 

conc. peptide= w-s M, 4°C, 18 h 

6a*. NH4HC03 (0,33 M), pH 8, 

conc peptide= 10-s M, 4°C, 1h 

1 

JLL~ 
6b*.idem6a+GSH-GSSG, 1h 

Figure 3 : Profils HPLC correspondant aux différentes conditions testées pour l'étape d'oxydation du peptide 
scyllatoxine-DBF. Conditions HPLC : gradient 30-90% B (B = CH3CN/H20 6/4, 0,05% TFA) en lh, colonne 
Nucleosil C 18. * purification préalable du peptide réduit. 
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Ces expériences, analysées grâce aux profils HPLC (Figure 3), n'ont pas donné de 

résultats satisfaisants pour entreprendre l'oxydation à plus grande échelle. En effet le pic 

correspondant au peptide oxydé a pu être identifié mais il ne représente pas la proportion à 

laquelle on pouvait s'attendre c'est-dire 25%, d'après l'analyse d'acides aminés à la fin de la 

synthèse. n semble donc que l'agrégation des peptides tronqués présents dans le brut de 

coupure entraînent une partie du peptide de la scyllatoxine-DBF empêchant l'étape de repliement 

oxydatif de se faire correctement. ll semblait donc logique de procéder à la purification du 

peptide réduit avant de retenter l'oxydation. 

3.2.2. Oxydation du peptide pré-purifié 

Le peptide sous forme réduite de la scyllatoxine-DBF a donc été purifié par HPLC 

préparative. D'autre part, pour optimiser les conditions de l'étape de repliement oxydatif, nous 

nous sommes placés dans les conditions suivantes : 

• à basse température (4°C) pour minimiser les phénomènes d'agrégation (JAYAKUMAR et 

coll., 1995); 

• en présence d'un couple redox glutathion réduit et oxydé ( 4/2 mM) pour favoriser le 

réarrangement des ponts disulfure vers le produit attendu; 

• à faible concentration (10-5 M) pour limiter les réactions d'oxydation intermoléculaires. 

Ces conditions nous ont permis d'obtenir le produit oxydé après 17 h de réaction. A 

l'issue de deux étapes de purification par HPLC le produit oxydé de la scyllatoxine-DBF ( 1,5 

mg) a été obtenu avec un rendement global estimé de 0,3%. Le faible rendement observé est 

d'abord dû au fait que l'on ne disposait que de 25% de chaînes complètes dans le brut de 

coupure. De plus, nous nous sommes heurtés à des difficultés d'agrégation que l'on peut 

difficilement éliminer et qui proviennent de la présence de nombreux peptides tronqués 

contenant le mime-DBF de nature hydrophobe. Un autre problème a pu également intervenir. ll 

s'agit de la racémisation des Fmoc-Cys(Trt)-OH observées lors de la SPPS (KAISER et coll, 

1996; SIEDLER et coll., 1996). Nous ne disposions pas de ces données à ce moment. 

3.2.3. Etude de l'étape de repliement oxydatif 

Afm de comparer l'étape de repliement oxydatif entre la scyllatoxine et la scyllatoxine

DBF, celles-ci, sous leur forme réduite, ont été soumises aux mêmes conditions d'oxydation 

(concentration en peptide 1 o-5 M, tampon NH4HC03 0,33 M, pH 8, 4 °C) en présence ou non du 

couple rédox GSH/GSSG. Les profils HPLC de la figure 3 montrent que, dans le cas de la 

scyllatoxine-DBF, la présence d'un couple rédox se révèle indispensable à l'obtention du 

produit oxydé, dans ces conditions d'expérience. ll semble donc que les mécanismes 
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intervenant dans le repliement de la scyllatoxine soient perturbés par la présence du mime-DBF. 

De part la nature rigide du mime, les phénomènes d'échange de ponts disulfure qui peuvent 

intervenir lors du repliement sont peut être gênés voir même empêchés. La présence d'agents, 

tels que le glutathion réduit et le gluthation oxydé, favorise les appariements entre cystéines et 

augmente la probabilité de formation des ponts natifs thermodynamiquement plus stables 

(CHA1RENET et CHANG, 1993; CHANG, 1994; MORODER et coll., 1996, PRieE-CARTER et coll., 

1996a,b). 

A 

scyllatoxine 
(sans couple redox) 

B 

scyllatoxine-DBF 
(sans couple redox) 

c 
scyllatoxine-DBF 

(avec couple redox) 

17h 
3h 

1h 

17h 

3h 

3h 

1h 

0 

Ox 

Re 

0 

Ox 

Figure 3: Expériences comparatives d'oxydation entre scyllatoxine et scyllatoxine-DBF. 'Re' indique le produit 

réduit et 'Ox' le produit oxydé. 

3.3. Conclusion 

Lors de l'étape de repliement oxydatif qui consiste à former des ponts disulfure, nous 

avons été confrontés, en premier lieu, à des problèmes d'agrégation nécessitant une purification 

préalable du brut de coupure, avant de procéder à l'étape d'oxydation. Après les difficultés de 

synthèse observées précédemment, la nature hydrophobe du mime-DBF apparaît ici aussi 
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comme un inconvenient. Cependant, des conditions permettant l'obtention d'un produit oxydé 

ont pu être mises au point. Celles-ci diffèrent du protocole utilisé pour la scyllatoxine 

notamment au niveau de la présence d'un couple rédox indispensable à la formation du produit 

oxydé dans les conditions de l'expérience. Cela implique une influence réelle du mime sur les 

mécanismes de repliement : le mime, en imposant une rigidité conformationnelle à la chaîne 

peptidique, peut empêcher son réarrangement et l'orientation favorable des chaînes latérales des 

cys té ines pour former les ponts di sulfure. Il a récemment été proposé que l' exstence de 

plusieurs conformations flexibles en feuillet ~. est essentielle pour que la chaîne protéique puisse 

atteindre la conformation la plus favorable (DE ALBA et coll., 1997). 

Disposant du produit oxydé, nous allons maintenant en étudier la structure pour la 

comparer à la structure de la scyllatoxine. 
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Chapitre III : Etude structurale de la scyllatoxine-DBF 

1. Introduction 

Deux méthodes physiques sont couramment utilisées pour la détermination de la 

structure tridimensionnelle d'une protéine : la radiocristallographie qui consiste à exploiter les 

données obtenues à partir de clichés de diffraction de rayons X sur des cristaux de protéines, et 

la résonance magnétique nucléaire (RMN) qui permet, quant à elle, une étude de la structure de 

la protéine en solution. La RMN est la méthode utilisée ici pour l'étude structurale de la 

scyllatoxine-DBF. Le principe général de la détermination d'une structure sera tout d'abord 

présenté, puis nous aborderons le cas précis de la scyllatoxine-DBF. 

2. Principe général de la détermination de la structure 

tridimensionnelle d'une protéine par RMN 

2.1. Introduction 

La détermination d'une structure de protéine par RMN repose essentiellement sur 

l'exploitation de spectres 1H en deux dimensions. On regarde ici les signaux d'un seul atome 

(H), on parle donc de RMN homonucléaire. Cela est valable pour des protéines de taille 

moyenne. En effet, pour les protéines de plus grande taille (au-delà de 70 à 100 résidus), il est 

nécessaire d'enrichir la protéine en 15N et/ou 13C suivant les cas (BAX, 1994; CLoRE et coll., 

1990) pour obtenir plus d'informations et pallier aux recouvrements de pics plus nombreux 

lorsque la taille de la protéine augmente. 

Le principe de la détermination de la structure est présenté de manière simplifiée au 

Schéma 5. Avant tout, il est nécessaire de procéder à l'acquisition des spectres RMN 2D à l'aide 

de séquences classiques de type COSY, TOCSY et NOESY. 

Remarque : Les abréviations suivantes sont utilisées pour désigner les différents protons : 

Ha est le proton porté par le carbone a; NH est le proton porté par l'azote de la fonction amide 

du squelette. Les protons des chaînes latérales sont désignés par H~, Hy, Hô, He suivant les cas 

(représentation des chaînes latérales des acides aminés en annexe). 
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ATTRIBUTIONS 

• Systèmes de spin 

• Attribution séquentielle 

A partir des cartes expérimentales 
COSY, TOCSY et NOESY 

il 

-

DETERMINATION DE LA STRUCTURE 

• contacts NOE :distances entres protons 
• constantes de couplage : angles dièdres 

• expériences d'échange H/0: 
liaisons hydrogène 

(éléments de structure secondaire) 

il 
GENERATION DE STRUCTURES 

A l'aide de programmes informatiques 

Raffinement de la structure : 
retour aux spectres RMN 

il 
(STRUCTURE FINALE) 

Scyllatoxine-DBF 

Schéma 5 : Principe de la détermination d'une structure de protéine par RMN 

L'interprétation des spectres consiste ensuite à identifier le système de spin 

correspondant à chaque résidu (Schéma 6). Cela est rendu possible à partir de la séquence 

TOCSY, qui met en évidence le couplage scalaire existant entre le proton amide, le proton Ca et 

les protons de la chaîne latérale d'un même système de spin (schéma 6 A) et de la séquence 
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COSY. Les déplacements chimiques des protons de chacun des 20 acides aminés, déterminés 

dans un tétrapeptide, ont été répertoriés par WüTHRicH ( 1986) ce qui aide grandement à 

l'attribution des protons de chaque résidu. 

L'étape suivante est l'attribution séquentielle, qui se fait grâce à l'interprétation des cartes 

NOESY. Le couplage dipolaire existant entre le proton Ha du résidu i et le proton amide du 

résidu i+ 1 permet de passer d'un résidu au suivant (schéma 6 B ). L'attribution séquentielle des 

systèmes de spin est ainsi effectuée, de proche en proche, jusqu'à l'attribution totale de la 

séquence protéique. 

Il faut ensuite extraire des spectres toutes les informations nécessaires à l'établissement, 

dans un premier temps, des éléments de structure secondaire (hélice a, feuillet ~. coude ~). Par 

exemple, des contacts NOE forts de type NHï-NHi+l sont caractéristiques des hélices a, alors 

que des contacts NOE forts de type Hai-NHi+l sont caractéristiques des feuillets ~; les 

constantes de couplage 3JNH-Ha permettent de déterminer les angles dièdres <1> et des expériences 

d'échange HID indiquent la vitesse à laquelle un proton subit l'échange et l'on en déduit son 

éventuelle implication dans une liaison hydrogène. 

En complétant ces données par des informations sur les contacts NOE inter-résidus à 

longue portée, impliquant donc des protons spatialement proches mais éloignés dans la 

séquence, on peut établir une liste de contraintes qui seront traitées par des programmes 

informatiques afin de générer des structures. 
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Schéma 6 : A. Le couplage scalaire entre le NH, le proton Ha et les protons de la chaîne latérale apparaît sur 

le spectre TOCS Y et il permet l'identification de chaque système de spin. B. Le couplage dipolaire existant entre 

le Ha du résidu i et le NH du résidu i+l, normalement visible sur le spectre NOESY, permet l'attribution 

séquentielle des systèmes de spin. Un contact NOE est observable si le proton Ha du résidu i et le proton NH du 

résidu i+l sont distants de moins de 5 À. C. Représentation en perspective d'un segment peptidique où les angles 

dièdres cp, 'JI, 0> et X1, rencontrés le long de la chaîne peptidique, sont indiqués (d'après CREIGHTON, 1993). 

2.2. Attribution des systèmes de spin et attribution séquentielle 

La première étape nécessaire à la détermination d'une structure est donc l'attribution de 

tous les systèmes de spin correspondant à chaque acide aminé puis leur attribution séquentielle. 

On se base pour cela sur la méthode mise au point par WûTHRICH ( 1986). Les spectroscopies de 

corrélation (COSY et TOCS Y) et la spectroscopie NOESY sont utilisées. 
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2.2.1. Les spectroscopies de corrélation 

Les deux spectroscopies de corrélation généralement utilisées pour l'attribution des 

systèmes de spin sont les spectroscopies COSY (COrrelated Spectroscop Y) et TOCS Y (TOtal 

Correlation Spectroscop Y). 

2.2.1.1. La spectroscopie COSY 

Comme mentionné précédemment, cette séquence RMN permet de mettre en évidence les 

couplages scalaires directs entre protons (ou spin) d'un même résidu. En effet le couplage spin

spin à travers la liaison peptidique n'est pas observable. D'autre part, seuls les spins reliés entre 

eux par des liaisons chimiques (trois au maximum) donneront des pics de corrélation COSY. Ce 

sont par exemple les NH-Na, Ha-H!3, etc. Le couplage scalaire, entre deux protons reliés par 

trois liaisons, se caractérise par une constante de couplage 3J fonction de l'angle dièdre 

correspondant, selon la relation de Karplus mentionnée plus tard. 

Le spectre COSY est utilisé en particulier pour : 

• identifier les protons des chaînes latérales d'un même résidu; 

• déterminer les constantes de couplage de type : 

-
3JNH-Ha donnant accès à la valeur de l'angle dièdre <1> (Schéma 6 A etC) 

qui est caractéristique pour un élément de structure secondaire donné; 

-
3Jal3 utilisées pour l'attribution stéréospécifique des deux protons !3. Cette 

constante de couplage donne accès à l'angle dièdre XI (Schéma 6 A). XI 

est l'angle dièdre défini autour de la liaison Ca - Cl3. ll conditionne 

l'orientation de la chaîne latérale. 

Remarque: Pour la scyllatoxine-DBF, nous avons utilisé une séquence DQF-COSY (Double 

Quantum Filtered COSY). Celle-ci possède l'avantage de présenter une meilleure résolution et 

permet d'éliminer les pics singulet provenant du solvant par exemple (HDO). 

2.2.1.2. La spectroscopie TOCSY 

Cette spectroscopie est également connue sous le nom de HOHAHA (HOmonuclear 

HArtmann-HAhn experiment). Elle permet la visualisation de couplages scalaires relayés 

(schéma 6 A) c'est-à-dire de NH vers Ha, Hl3, etc, Ha vers H!3, H y, etc. On peut ainsi 

identifier le système de spin complet de chacun des acides aminés de la séquence. 
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2.2.2. La spectroscopie NOESY 

La spectroscopie NOES Y permet de détecter des interactions dipolaires entre deux spins, 

pouvant être éloignés dans la séquence, mais proches dans l'espace. L'intensité de cette 

interaction (effet NOE) varie comme l'inverse de la puissance sixième de la distance moyenne 

entre les deux spins i etj. Les effets NOE sont classés en différents groupes: 

• intra-résiduels : les protons i et j appartiennent au même résidu. Ces contacts 

(NH-H~, Ha-H~, ... ) aident à la détermination de la conformation de la chaîne 

latérale; 

• inter-résiduels et séquentiels : les protons appartiennent à deux résidus adjacents. 

Ces contacts NOE sont utilisés au cours de l'attribution séquentielle. Ils sont 

aussi important pour l'identification des structures secondaires comme nous le 

verrons dans le prochain paragraphe (Schéma 7); 

• inter-résiduels : - NOE de moyenne portée. Les protons i et j sont séparés 

par moins de 5 résidus. Ces contacts sont importants dans la détermination 

d'éléments de structure secondaire comme les hélices a ou les coudes ~-

- NOE de longue portée. Les protons i et j sont alors 

séparés par plus de 5 résidus. Ces contacts « longue distance » sont des 

informations déterminantes pour rechercher les feuillets ~ mais surtout pour 

l'établissement de la structure tridimensionnelle de la protéine. En effet ces 

contacts permettent, à partir d'une chaîne dépliée, de la replier en accord avec les 

contacts observés. 

L'intensité des effets NOE est estimée par intégration des pics ou de visu. Elle fournit 

une information sur la distance séparant les deux spins interagissant ( dij) : 

• NOE de forte intensité : dij < 2,5 A 

• NOE d'intensité moyenne : 2,5 A < dij < 3,5 A 

• NOE de faible intensité : 3,5 A< dij < 5 A. 

Au delà de 5 A, les effets NOE ne sont plus détectables. 
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Schéma 7 : Schéma simplifié résumant le principe de l'attribution de chaque système de spin et de l'attribution 

séquentielle. Les spectres TOCSY et NOESY sont superposés. Le proton NH est corrélé scalairement avec Ha.i 

(pic de corrélation TOCSY NH/Ha.i, le pic NOESY correspondant au couplage intra-résidu). Ha.i est lui-même 

couplé avec H~i (pic de corrélation TOCSY Ha.i/H~i), l'attribution de chaque système de spin se fait ainsi œ 
suite. Ha.i est également corrélé par un couplage dipolaire avec NHi+ 1 (pic de corrélation NOES Y Ha.i/NHi+ 1) 

et ce couplage permet de passer du résidu i au résidu i+ 1, c'est la base de l'attribution séquentielle. 

2.3. Identification des éléments de structure secondaire 

L'identification des structures secondaires (hélice a., feuillet ~. coude ~) est établie à 

partir de différentes données et expériences. 

2.3.1. A partir de distances proton-proton caractéristiques 

Nous avons vu dans le paragraphe précédent l'existence de contacts NOE inter-résiduels 

séquentiels dans le cas des protons impliqués dans des structures secondaires. Les distances 

correspondant à ces contacts da.N(i,i+1), dNN(i,i+l), d~N(i,i+l), sont directement dépendantes des 

angles <1> et 'V comme l'indique la Figure 3. 

Remarque : da.N(i,i+l), dNN(i,i+1), d~N(i,i+l) désignent respectivement les distances entre les 

protons Ha. du résidu i et NH du résidu i+l, NH dei et NH de i+l, H~ dei et NH de i+l. 

112 



Scyllatoxine-DBF 

Figure 3 :Représentation d'un segment peptidique (d'après WüTHRICH, 1986) 

Les structures secondaires se caractérisent par des valeurs d'angle q, et 'V (centrées sur les 

valeurs indiquées) et définies pour chaque type d'élément: 

• hélice ex: q, = -57° et 'V= -47° hélice 310 : q, = -70° et 'l'= -5° 

Les hélices sont caractérisées par des distances séquentielles dNN(i,i+l)courtes (= 2,6-2,8 

Â). Les deux types d'hélice se distinguent par des distances différentes entre protons inter

résiduels (voir en annexe le tableau résumant les contacts NOE dans les différents types de 

structure). 

Hélice ex Hélice 310 

Figure 4: Contacts NOE dans les hélices ex et 310 (d'après ROBERTS, 1993) 
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• feuillet ~ anti-parallèle : q, = -139° et 'V= + 135°; parallèle : q, = -119° et 'V=+ 113° 

Les feuillets ~ sont caractérisés par des contacts séquentiels forts Ha(i)-NH(i+l), 

correspondant à une distance daN = 2,2 Â. Rappelons que les feuillets ~comportent un grand 

nombre de contacts longue distance. 

\ 1 1 1 
c=a --=::~ H-N H-C H-C 

1 \ 4 \ ! \ 
H-e, / c-H 

t f=:::::::.a t /=:::::.a 1 • ' "-\ l H-N N-H -:-: a=c ' ' \ 1 + "· 
\ 

a=C ' N-H C-H C-H 
' 1 • 1 \ ' 1 • t 

., 
: c ' 

C-H-~ H-e o::::::=\ ~ . . o::::= \ ~ 1 ..... • \ 
' c=a N ........... "'· N.,...-

H-N ' .. ' 1 
1 \ 1 t \ ., t 

' " · H-N H-C H-C 
' c=a \ . \ ' 1 

/ 
\ t t /=:::::::.a . ...., _ ~ /"::::::::.a H-C c-r. t 

\ 1 H-N · ... H-N 
N-H ·· a=c \ \ 1 \ 

Feuillet ~ anti-parallèle Feuillet ~ parallèle 

Figure 5 :Contacts NOE présents dans les feuillets (d'après ROBERTS, 1993) 

• coude : ils présentent des contacts séquentiels à courte et moyenne distance 

(daN(i,i+l), dNN(i,i+l) et daN(i,i+2)) comme les hélices. 

!ïE!..!. 
~ s -so· 
1117s- JO" 
~]-- 90" 
1113= o• 

!ï2!..!! 
~z·- so· 
lllz = 120" 
~= 90" 
Ill] a o· 

Figure 6: Contacts NOE rencontrés dans les coudes (d'après WüTHRICH, 1986) 
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2.3.2. A partir des constantes de couplage 3]NH-Ha 

Les constantes de couplage 3JNH-Ha sont reliées à l'angle q, par la relation de Karplus : 

12 12 

10 10 

8 8 
N' 
~ 

" z 6 6 :c ...., 
M 

4 4 

2 2 

0 0 

·180 -90 0 90 100 

4> (degrees) 

Figure 7 : Courbe de Karplus (d'après Roberts, 1993) 

La détermination d'une valeur unique de <ji n'est en fait possible que si 3JNH-Ha < 6Hz 

ou> 8Hz. 

Lorsque 3JNH-Ha <6Hz, l'angle 4> est compris entre -10° et -90°, caractéristique des hélices a. 

Lorsque 3 JNH-Ha > 8 Hz, l'angle 4> est compris entre -80° et -180°, caractéristique des feuillets ~-

2.3.3. A partir des expériences d'échange H 1 D 

Les structures secondaires sont stabilisées par la présence d'un grand nombre de liaisons 

hydrogène. Pour l'hélice a elles sont de type CO(i)-NH(i+4), dans l'hélice 310 de type CO(i)

NH(i+3), et dans les feuillets~ elles relient CO et NH de deux résidus se faisant face (figure 8). 
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\ 1 1 1 c=o.........,. H-N 
1 \ H-C H-C 

H-e 
\ 

o=c 
\ 
C-H 

1 
P-N 

\ 

C-H 
1 

:=o 
1 

\ 

...,;::;C 
0:::::--- \ Il ' 

----- ' N 
1 

\ 

c=o 
1 

.·~ H-N H-e H-C 

H-e 
\ 

'o=c 

\ 
c-H 

1 

\ 

\ 

Hélice a. Hélice 310 Feuillets ~ anti-parallèle et parallèle 

Figure 8 : Liaisons hydrogène dans les hélices a. et 310 et dans les feuillets ~ anti-parallèle et parallèle (d'après 

ROBERTS, 1993). 

Les protons amides des résidus présents dans les structures secondaires sont 

généralement tous impliqués dans la formation de liaisons hydrogène à l'exception des 4 

premiers résidus de l'hélice a. (3 dans le cas de l'hélice 3 10), et 1 résidu sur 2 dans le cas des 

feuillets ~· Les protons non impliqués dans une liaison hydrogène sont plus accessibles au 

solvant et vont donc subir un échange hydrogène 1 deutérium plus rapide en présence d'eau 

deutérée. La cinétique d'échange permet donc d'identifier les protons impliqués dans une liaison 

hydrogène présente dans un élément de structure secondaire. Cela permet de confirmer les 

résultats obtenus précédemment lors de l'étude des contacts NOE et des constantes de couplage. 

2.3.4. Attribution stéréospécifique 

L'attribution stéréospécifique des protons~ et W des chaînes latérales est possible si l'on 

détermine l'angle x1 (Schéma 6 A et C). Celui-ci suit également la loi de Karplus avec des 

paramètres adaptés : 

3JHa.H~ = 9,5 cos2X1 - 1,6 COSX 1 + 1,8 

3JHa.H~' = 9,5 cos2(X 1 - 120°)- 1,6 cos(X1 - 120°) + 1,8 

2.3.5. Conclusion 
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A partir de ces données, nous disposons donc d'une liste de contraintes sur les distances 

entre protons et sur les angles dièdres. ll s'agit maintenant d'exploiter ces données afin de 

générer, par modélisation moléculaire, des structures compatibles avec ces contraintes. 

2.4. Modélisation moléculaire 

La détermination de la structure d'une protéine par RMN nécessite l'utilisation des 

techniques de modélisation moléculaire qui va permettre de générer un ensemble de 

conformations correspondant à des minima d'énergie, et compatibles avec les données 

expérimentales. Pour cela différentes méthodes sont utilisées. 

2.4.1. Géométrie des distances 

Dans une première étape, la méthode de géométrie des distances (distance geometry) 

permet d'obtenir, à partir de la séquence de la protéine, de la liste des distances protons-protons 

(données RMN) et des distances dérivées de la structure covalente, des structures 

tridimensionnelles grossières. Lors de cette étape, chaque distance se voit imposer un intervalle 

de tolérance en imposant une limite inférieure (somme des rayons de van der Waals pour les 

atomes non liés) et une limite supérieure. Un tirage aléatoire est fait pour chaque distance dans 

l'intervalle de tolérance. Le nombre de tirages effectués est à l'origine du nombre de structures 

générées. A l'issue de cette étape, un certain nombre de structures générées sont compatibles 

avec les contraintes issues de la RMN mais elles ne les respectent que grossièrement. ll est donc 

nécessaire d'affiner les structures par une méthode de dynamique moléculaire sous contraintes. 

2.4.2. Dynamique moléculaire 

La dynamique moléculaire sous contraintes permet de rechercher la région de l'espace 

conformationnel de la protéine compatible avec les données issues de la RMN et où l'énergie de 

la molécule est la plus basse. On utilise pour cela des méthodes de minimisation d'énergie et de 

recuit simulé, effectués à l'aide du logiciel XPLOR (BRüNGER, 1992) et DISCOVER. 

2.4.2.1. L'énergie 

L'énergie potentielle d'une molécule est fonction des interactions atomiques. Elle est 

estimée comme la somme de termes empiriques entre atomes liés, qui assurent la cohésion de la 

structure (maintien des longueurs de liaison, des angles de valence, respect des barrières 

d'énergie de rotation) et de termes entre atomes non liés qui interdisent le recouvrement 

d'atomes et rendent compte des interactions électrostatiques : 
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* Potentiels entre atomes liés : 

• potentiel de liaison : 

• potentiel d'angle de valence: 

• potentiel d'angle dièdre : 

Scyllatoxine-DBF 

(où 1 : longueur de liaison, k :constante de force) 

E6 = L k6(8-80)
2 

(où e : angle de valence et k : constante de force) 

(où <p : angle dièdre et k : constante de force) 

• potentiel d'angle dièdre impropre : Eco= L kro( ro-ro0)
2 

* Potentiels entre atomes non liés : 

• interactions de van der Waals : 

• interactions électrostatiques : 

2.4.2.2. Les contraintes RMN 

(où ro : angle dièdre et k : constante de force) 

Evdw = I(Alrii12) - (Bii 1 riis) 

(où ~jet Bu sont caractéristiques de chaque d'atome) 

Eé1 = I ( q1qi) 1 41te r1i 

(où q et qi : charges partielles sur les atomes i et j, 

r1i : distance entre atomes i et j , E : perméativité) 

Les contraintes RMN sont prises en compte sous forme d'un terme énergétique 

supplémentaire, ajouté à l'expression de l'énergie potentielle, et qui s'exprime sous forme d'un 

potentiel harmonique. Les contraintes sont de deux types : 

* Contraintes sur les distances proton-proton : 

Soit l'intervalle de tolérance [ d1nrdsuJ pour la distance entre deux protons et d la 

distance entre deux protons : 

si d<dinf 

si d>dsup 

si dinf<d<dsup 

* Contraintes sur les angles dièdres <1> et X1: 

ENoe = kNoe ( dinrd)2 

ENOE = kNOE ( d-dsup}2 

ENOE = 0 
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Elles s'expriment de la même façon. Soient l'intervalle [ <l>inr•<l>su~ et <1> l'angle dièdre : 

Edièdre = kdièdre ( <J> in( <J> )
2 

si <1> > <l>sup 

si <1> inf< <1> < <1> sup Edièdre = 0 

ll est nécessaire de minimiser tous les termes provenant des contraintes RMN et des 

géométries covalentes pour générer une structure correcte. 

2.4.2.3. Recuit simulé 

Pour explorer au mieux l'espace conformationnel et franchir les barrières d'énergie, on 

utilise des procédures de dynamique moléculaire à haute température (NILGES et coll., 1988a; 

1988b ). Cela consiste à fournir au système une énergie virtuelle en augmentant la température 

jusqu'à 1000 K par exemple, puis laisser évoluer le système à la recherche de la conformation la 

plus favorable et refroidir lentement pour atteindre un puits de potentiel. Lors de cette expérience 

les constantes de force sont augmentées pour maintenir une bonne géométrie covalente. 

La simplification de certains termes définissant l'énergie potentielle (suppression du 

terme électrostatique, réduction du terme d'interaction de van der Waals), peut aider les 

réarrangements et faciliter le repliement correct de la molécule. 

2.4.3. Raffinement des structures 

Pour affmer les structures obtenues par la méthode de géométrie des distances et 

dynamique moléculaire, on procède à une minimisation de l'énergie. Parmi les structures 

générées seules sont acceptées celles de basse énergie et présentant des violations raisonnables 

des contraintes NOE(~ 0,3 Â) et géométrie de valence (angles dièdres(~ 5°) et longueurs de 

liaison(~ 0,05 Â)). Le retour sur les cartes NOE expérimentales permet d'affiner l'estimation de 

l'intensité de certains contacts et ainsi de suite jusqu'à obtention d'un ensemble de structures 

satisfaisantes. 

La comparaison des structures générées est effectuée par superposition atomique et 

calcul des rmsd (root mean square deviation, écarts quadratiques moyens), exprimés 

généralement en A. 
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3. Résultats - Détermination de la structure tridimensionnelle de la 

scyllatoxine-DBF 

Pour déterminer la structure de la scyllatoxine-DBF, nous avons suivi, dans un premier 

temps, le principe exposé précédemment en exploitant les spectres 1 H en deux dimensions 

TOCSY, DQF-COSY et NOESY. Au fur et à mesure de la présentation des résultats nous 

ferons la comparaison des données entre la scyllatoxine et la scyllatoxine-DBF. Dans un second 

temps, nous verrons comment l'étape de modélisation moléculaire a été abordée en présence du 

mime-DBF. 

3.1. Analyse des données RMN 

3.1.1. Attribution 

L'attribution des spectres a été réalisée suivant la méthode développée par Wüthrich 

(1986). La liste des déplacements chimiques est présentée dans le tableau 2. 
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Résidu NH Ha H~ Autres 3J (Hz) 
NH,Ha 

Al a 1 3,99 1,54 ro 
Phe 2 8,43 4,69 3,15 ; 3,05 ro 
Cys 3 8,29 4,36 2,80; 2,54 8,3 
Asn 4 8,61 4,76 2,95 ; 2,74 9,2 
Leu 5 8,69 3,94 1,76; 1,51 yH 1,45; 8 CH3 0,90 5,5 
Arg 6 8,20 4,09 1,92 yCH2 1,71; 1,60 ; 8CH2 3,30; 3,20 3,9 

ENH 7,24 
Met 7 7,81 4,27 2,15 ; 2,04 yCH2 2, 70; 2,54 5,6 
Cys 8 8,63 4,61 3,16; 2,73 ro 
Gin 9 8,90 3,77 2,36; 1,97 yCH2 2,60; 2,36 5,5 
Leu 10 8,03 4,07 1,88 ; 1,68 yH 1,80; 8 CH3 0,90 4,7 
Ser 11 8,38 4,26 4,04 5,7 
Cys 12 8,24 4,47 2,40; 2,33 5,7 
Arg 13 8,32 4,35 2,17; 2,06 yCH2 1,81; 8CH2 3,23 4,7 

ENH 7,19 
Ser 14 7,71 4,34 4,04 8,3 
Leu 15 7,29 4,51 1,80; 1,75 yH 1,80; 8 CH3 0,96; 0,85 9,2 
Gly 16 8,12 4,15; 3,90 
Leu 17 7,50 4,74 1,46 ; 1,35 yH 1,53; 8 CH3 0,75 10,1 
Leu 18 8,57 4,53 1,52 ; 1,34 yH 1,41; 8 CH3 0,82 ; 0,77 10,1 
Gly 19 8,37 5,15 ; 3,02 
Lys 20 8,75 4,34 1,65 ; 1,55 yCH2 1,21; 8CH2 1,54 9,1 

ECH2 2,78 
Cys 21 8,09 5,23 2,89; 2,69 10,0 
ne 22 8,82 4,07 1,04 yCH2 0,70; 0,44; yCH3 0,11 10,9 

8CH3 0,31 
Lys 25 7,77 4,43 0,96 yCH2 0,47; 0,10; 8CH2 1,34 9,2 

ECH2 2,63 
Cys 26 8,28 4,98 2,95 ; 2,63 8,3 
Glu 27 9,27 4,57 1,80; 1,57 yCH22,05 10,2 
Cys 28 8,46 5,66 2,60; 2,94 10,0 
Val 29 9,25 4,58 2,14 yCH3 0,77; 0,73 10,9 
Lys 30 8,34 4,30 1,80; 1,67 yCH2 1,38; 8CH2 1,67 6,5 

ECH2 2,99 
His 31 8,36 4,53 3,22; 3,12 2H 8,56; 4H 7,32 7,3 

Tableau 2: Déplacements chimiques de la scyllatoxine-DBF dans H20 à 37°C, pH 4,9; constante de couplage 

3J (Hz) (NH, Ha), nd : non déterminé pour cause de recouvrement. 

L'attribution des protons des chaînes latérales de ne 22 et Lys 25 ont été déterminées à 

l'aide d'un spectre 1H- 13C HSQC. 
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Déplacements chimiques des protons du mime-DBF dans la scyllatoxine-DBF 

1 9 

·ÇQQ· Position NH 1 2 3 13 12 
3 ..-:::: 0 ..-::::7 ô (ppm) 7,98 7,94 7,32 7,36 3,50 3,35 

13CH2 CH210 
3,05 3,25 

1 1 
12CH2 

1 
CH211 
1 

Position 9 8 7 10 11 
HN C=O ô (ppm) 7,94 7,32 7,19 3,57 3,55 
l 1 3,05 3,05 

JVV' 

Comparaison avec la scyllatoxine 

Les déplacements chimiques de la scyllatoxine et de la scyllatoxine-DBF sont comparés 

au niveau des NH et des Ha dans les graphes de la Figure 9. 

122 



Comparaison o NH 
scyllatoxine et scyllatoxine-DBF 

10 ~----------------------------------------------~ 

9,5 

9 

E 8,5 
Q. 
Q. 8 

7,5 

7 

5,5 

E 
Q. 4,5 
Q. 

3,5 

3 5 7 91113151719212325272931 

résidus 

Comparaison o Ha 
scyllatoxine et scyllatoxine-DBF 

3 57 91113151719212325272931 

résidus 

Scyllatoxine-DBF 

j-o- scyllatoxine 1 

1--+- scyllatoxine-DBF, 

-o-scyllatoxine 

--+- scyllatoxine-DBF 1 

Figure 9 : Comparaison des déplacements chimiques pour les protons NH et Ha de la scyllatoxine et de la 

scyllatoxine-DBF. 

Ces graphes montrent que les déplacements chimiques des protons NH et Ha de la 

scyllatoxine-DBF sont très proches de ceux de la scyllatoxine. Les déplacements chimiques 

étant très sensibles à l'environnement structural, la structure tridimensionnelle de la scyllatoxine

DBF doit selon toute vraissemblance être proche de celle de la scyllatoxine. 
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Seuls les protons dans l'environnement proche du mime marquent une différence : les 

protons des chaînes latérales de lle 22 et Lys 25 sont déplacés vers les hauts champs en 

particulier les Hl3 et ,CH3 delle 22 et 13, y CH2 de Lys 25 (Tableau 3). 

Ile 22 Lys 25 

NH Ha Hl3 yCH 3 8CH3 NH Ha Hl3 yCH 2 8CH2 eCH2 

scyllatoxine-DBF 8,82 4,07 1,04 0,11 0,31 7,77 4,43 0,96 0,10 1,34 2,63 

0,47 

scylla toxine 9,06 4,31 1,81 0,86 0,76 7,77 4,50 1,82 1,39 1,67 3,00 

Tableau 3 : Déplacements chimiques des protons des deux résidus adjacents au mime-DBF Ile 22 et Lys 25 

pour la scyllatoxine (MARTINS et coll., 1990) et la scyllatoxine-DBF. 

3.1.2. Eléments de structure secondaire 

3.1.2.1. Le feuillet {3 

Lors de l'attribution séquentielle, on a pu constater la présence, dans la région C

terminale, de contacts NOE forts aN (i, i+1) caractéristiques d'un feuillet 13 (Figure 10). 

L'analyse des NOE longue distance le confirme et le Schéma 8 a pu être établi sur la base des 

données observées. 

K25 C26 E27 C28 V29 K30 

122 C21 K20 G19 L18 L17 

~ Contact NOE fort - Contact NOE moyen '""" Liaison hydrogène 

Schéma 8 : Feuillet 13 de la scyllatoxine-DBF. Les contacts NOE observés sont indiqués ainsi que les liaisons 

hydrogène. 

124 



Scyllatoxine-DBF 
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Figure 10 : A. Région de la carte NOESY faisant apparaître les contacts aN forts caratéristiques du feuillet !3. 

B. Région de la carte NOESY faisant apparaître les contacts NN forts caratéristiques de l'hélice a. 

t=16H21mn 

t=13H10mn 

t=9H59mn 

t=6H48mn 

t=3H37mn 

t=2H00mn 

t=1H48mn 

t=1H12mn 

t=lH 

t=48mn 

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 ppm 

Figure 11 : Expérience d'échange HID des protons amides. 
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D'autre part, l'expérience d'échange HID (Figure 11) montre que les protons amides des 

résidus 18, 20, 22, 25, 27, 29 s'échangent lentement (Schéma 9) suggérant leur implication 

dans une liaison hydrogène. 

Enfin, les constantes de couplage 3JNH-Na, estimées à partir du spectre DQF-COSY et 

observées dans cette région, sont élevées (> 8,5 Hz), ce qui est caractéristique d'une structure 

étendue. 

Ces données nous permettent d'établir que le feuillet~ s'étend de Leu 18 à Val29, ce qui 

est comparable aux résultats obtenus par MARTINS et coll. (1995). 

10 15 20 25 30 

A F C N L A M c Q L s c A s L G L L G K c 1 œF K c E c v K H IIH 2 

aN 

NN - -~N ----
al\1 (i,i+3) 

al\1 (i,i+4) 

NN (i,i+2) 

a~(i,i+3) 

al\1 (i,j) 

Na (i,j) 

NN (i,j) 

aa(i,j) 

hélice a feuillet~ 

10 15 20 25 30 

A F C N L A M c Q L s C A s L G L L G K c 1 œF K c E c v K H IIH2 

3J(NH,Ha) eo 000 00 00 • •••••• • ••• 
échange H/D 0 0 DO 0 DO 0 0 0 0 0 

Schéma 9 : Résumé des contacts NOE présents dans la scyllatoxine-DBF. L'épaisseur des traits est 

proportionnelle à l'intensité de l'effet. Les constantes de couplage supérieures à 8,5 Hz sont indiquées par des 

ronds noirs, et celles inférieures à 6 Hz par des ronds blancs. Les protons s'échangeant lentement (présents après 

16 h d'échange) sont représentés avec un rectangle, les grands rectangles indiquant une vitesse d'échange plus 

grande. 
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3.1.2.2. L'hélice a 

Dans la partie N-terminale, des contacts NOE forts de type NN(i, i+l) ont été observés. 

Des contacts aN(i,i+3) sont également présents et compatibles avec une structure en hélice a 

(Schéma 9). 

L'expérience d'échange indique que les protons NH 9, 10, 12, 13 sont présents après 

16 h d'échange ce qui suggère leur implication dans une liaison hydrogène. Dans les hélices a 

celles-ci s'établissent entre le CO du résidu i et le NH du résidu i+4 (Figure 8). 

Les constantes de couplages 3JNH-Ha de faible valeur ( < 6 Hz) de cette région sont en 

accord avec une structuration en hélice (Schéma 9). 

D'après ces éléments nous pouvons conclure que l'hélice a s'étend de Leu 5 à Ser 14 ce 

qui est parfaitement compatible avec les résultats obtenus par MARTINS et coll (1995). 

3.1.3. Contacts de structure tertiaire 

Les contacts NOE longue distance permettent d'orienter les éléments de structure 

secondaire les uns par rapport aux autres pour établir la structure tridimensionnelle. 

Une région importante dans la structure est celle où hélice a et feuillet~ se croisent. A cet 

endroit, seul une Gly est tolérée pour des raisons d'encombrement stérique, et ceci est valable 

pour la plupart des toxines de scorpion à chaîne courte (voir paragraphe 2.3.4.2. de cette 

partie). La Gly 19 de la scyllatoxine-DBF produit effectivement des contacts NOE avec Ha9 et 

H~ 12 de l'hélice. 

D'autre part, les mêmes ponts disulfure que la scyllatoxine sont retrouvés par la présence 

de contacts H~-H~ entre les deux demi-cystines de chaque pont (KLAus et coll., 1993). La 

comparaison des déplacements chimiques pour les protons ~ et ~' de chaque cystéine de la 

scyllatoxine et de la scyllatoxine-DBF est présentée Schéma 10. Les protons ~des Cys proches 

du mime (Cys 21 et 26) apparaissent légèrement blindés laissant supposer une influence du 

mime-DBF sur ces résidus. Pour le pont 8-21, cette influence ne se transmet pratiquement pas 

au niveau de la Cys 8 appariée ce qui laisse penser que les différences observées pour les 

déplacements chimiques de la Cys 21 (et peut être de Cys 26) sont dues à l'influence 

magnétique du mime et non à un changement conformationnel du pont disulfure. 
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Comparaison Hi3 des cystéines 
scyllatoxine et scyllatoxine-DBF 

~:.~EÇ?: t 
3 8 12 21 26 28 

cystéines 
-<>--scyllatoxine --+-scyllatoxine-DBF 

Scyllatoxine-DBF 

Comparaison H13' des cystéines 
scyllatoxine et scyllatoxine-DBF 

3 8 12 21 26 28 

cystéines 
~scyllatoxine ..........-scyllatoxine-DBF 

Schéma 10 : Comparaison des déplacements chimiques des protons ~et W de chaque cystéine de la scyllatoxine 

et de la scyllatoxine-DBF. 

Les autres contacts NOE longue distance observés sont également répertoriés pour servir 

à la détermination de la structure. 

3.2. Détermination de la structure par modélisation moléculaire 

Le travail de modélisation moléculaire pour générer les structures de la scyllatoxine-DBF 

a été effectué au laboratoire en collaboration avec Eric BUISINE. 

3.2.1. Stratégie 

Le logiciel XPLOR (BRÜNGER, 1992) implanté au laboratoire et couramment utilisé pour 

la génération de structures de protéines, ne permet pas le traitement de fragments moléculaires 

non peptidiques. La génération de structures de la scyllatoxine-DBF s'est donc déroulée comme 

suit: 

Remarque préalable : Dans un souci de clareté, nous désignerons par Scy* les structures de 

la scyllatoxine obtenues par MARTINS et coll. (1995), par Scy les structures générées à partir des 

contraintes de la scyllatoxine-DBF et par Scy-DBF les structures Scy dans lesquelles le mime 

DBF a été incorporé. 

1 -• génération de structures de Scy à l'aide du logiciel XPLOR à partir des données 

RMN de la scyllatoxine-DBF; 

• optimisation des structures par DISCOVER (BIOSYM Technologies - MSI), 

avec le champ de forces CVFF. 25 structures finales de Scy sont obtenues; 

2 -• insertion de conformations stables du mime-DBF; 

• raffinement énergétique sous contraintes des structures de Scy-DBF 
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1 - Génération de structures Scy à partir des données RMN de la 

scyllatoxine-DBF 

Pour la raison évoquée précédemment, nous avons tout d'abord généré des structures 

Scy. Les données RMN utilisées pour l'établissement des contraintes concernent uniquement la 

partie protéique, c'est-à-dire sans le mime. L'analyse des spectres RMN de Scy-DBF a permis 

d'établir la liste de contraintes suivante: 

• 201 contraintes NOE dont: -53 intra-résiduelles; 

- 78 séquentielles; 

- 40 de moyenne distance; 

- 30 de longue distance; 

• 18 contraintes de distances correspondant aux 9 liaisons hydrogène déterminées 

à partir de l'expérience d'échange HID (concerne les distances N·"O et H··O); 

• 27 contraintes sur les angles dièdres dont: -19 sur les angles <1> (squelette); 

-8 sur les angles x 1 (chaînes latérales). 

A partir de ces contraintes, 100 structures de Scy ont été générées. 48 ont été acceptées 

avec un seuil de violation de 0,3 A pour les contraintes sur les distances. Les structures ont 

ensuite été optimisées par le module DISCOVER : courte dynamique à 1000 K puis 

refroidissement lent et minimisation d'énergie par mécanique moléculaire. Le champ de force 

utilisé est CVFF (Consistent Valence Force Field). Enfin, le logiciel PROCHECK a été utilisé 

pour contrôler la qualité des structures obtenues et sélectionner les 25 meilleures (énergies 

minimales et facteur de qualité« G-factor »supérieur à -0,5). Le tableau 4 donne d'une part les 

rmsd moyens des superpositions des squelettes (résidus 1-31 et 3-29) et d'autre part ceux 

obtenus lorsque tous les atomes lourds sont considérés (squelette+ chaînes latérales). Les rmsd 

correspondent à la moyenne des rmsd caractérisant la superposition de toutes les paires 

possibles de conformation de Scy. Les superpositions moléculaires ont été effectuées à l'aide du 

module Insight TI (logiciel BIOSYM-MSI). 
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résidus superposition des atomes superposition de tous les 
lourds du squelette atomes lourds 

1-31 1,31 ± 0,90 Â 2,49 ± 1,01 Â 

3-29 0,79 ±0,48 Â 1,85 ± 0,68 Â 

Tableau 4: rmsd obtenus après génération et optimisation des structures Scy. 

Les 25 structures finales de Scy obtenues à partir des données RMN de la scyllatoxine

DBF ont ensuite été comparées par superposition moléculaire à celles publiées par MARTINS et 

coll. (1995). Le Tableau 5 présente d'une part les rmsd moyens des superpositions des 

squelettes (résidus 1-31 et 3-29) et d'autre part ceux obtenus lorsque tous les atomes lourds sont 

pris en considération (squelette + chaînes latérales). Les rmsd correspondent à la moyenne des 

rmsd caractérisant la superposition de chacune des conformations de Scy générées lors de ce 

travail avec celles de MARTINS et coll. : Scy*. Ces dernières sont disponibles à la Protein Data 

Bank (fichier pdb 1scy). 

résidus 

1-31 

3-29 

superposition des atomes 

lourds du squelette 

1,75 ± 0,78 Â 

1,16 ± 0,50 Â 

Tableau 5 : Valeurs moyennes et intervalles de fluctuation des rmsd des superpositions entre Scy et Scy*. 

2 - Insertion des conformations de basse énergie du mime-DBF 

2.1- Recherche des confonnations stables du mime 

Au début du projet, nous avions vérifié la compatibilité du mime-DBF à une insertion 

dans la structure de la scyllatoxine. Le mime-DBF, pris sous la forme N-acétyl et C

carboxarnide, avait alors été soumis à une analyse conformationnelle à partir de laquelle des 

conformations stables, respectant certains critères reflétant la géométrie du coude ~ de la protéine 

avait été sélectionnées (Schéma 11), puis superposées à la structure déterminée par MARTINS et 

coll. L'analyse conformationnelle a été effectuée à l'aide de DISCOVER (champ de forces 

CVFF). Sur les 324 conformations initiales du mime correspondant aux différents jeux d'angles 

possibles a." a.2, ~P ~2 , y" y2 (Schéma 11 A, B) pouvant être adoptés par les deux chaînes du 
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mime et après optimisation par mécanique moléculaire, uniquement 6 conformations de basse 

énergie respectaient les critères géométriques du coude ~ établis à partir des structures Scy* 

(figure 10). Ces critères devaient refléter (Schéma 11 A, C) : la présence de la liaison 

hydrogène CO(i)-NH(i+3) du coude ~de la protéine (d3 < 2,5 Â); l'implication des résidus i 

(lle 22) et i+3 (Lys 25) dans une structure en feuillet ~ (d4 : 4-6 Â), la distance d4 

correspondant ici à l'écartement des Ca des résidus lle 22 et Lys 25. L'angle caractérisant 

l'orientation relative des fonctions peptidiques C0(22)-NH(23) et C0(24) et NH(25) a 

également fait partie des critères de sélection (80° à 180° dans Scy*). 

A 

C=O"""HN 
1 a--1 

CH3 CH3 
4 

B c 

dt(CH2 - CH2): 0-10 Â 

d3(CO - NH) < 2,5 Â 

d4 (CH3- CH3): 4-6 A 

Schéma 11 : Analyse des valeurs permises sur les distances et les angles du mime-DBF 

n faut remarquer ici que les 6 conformations stables du mime-DBF (figure 12) sont en 

fait 3 paires d'énantiomères avec 2 conformations repliées et 4 conformations étendues. 

Figure 12 : représentation des 6 conformations stables du mime-DBF respectant les critères établis 
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2.2- Insertion des conformations stables du mime-DBF dans les structures générées 

Chaque conformation sélectionnée du rnime-DBF a été superposée au niveau du coude ~ 

et selon le Schéma 12, aux 25 conformations Scy qui ont été générées ici. Par coupure et 

création des liaisons nécessaires au niveau de la partie mime et de la partie protéine, 6 x 25 

conformations soit 150 conformations initiales ont ainsi été obtenues. Toutes les manipulations 

moléculaires ont été effectuées à l'aide du module Insight II du logiciel de modélisation 

moléculaire BIOSYM-MSI. 

Schéma 12 : Représentation de la superposition du mime-DBF au niveau du coude~ des structures Scy. 

De ces 150 conformations, 30 ont été écartées après analyse visuelle, car elles 

présentaient des abérations structurales (par exemple chaîne latérale de Lys 25 traversant l'unité 

tricyclique du mime). Parmi les 120 conformations restantes, 8 ont été enlevées car elles avaient 

une énergie trop élevée (supérieure à Emin + 90 kcal). Les 112 conformations résultantes ont 

ensuite été soumises à une procédure de raffinement (recuit simulé) à l'aide de DISCOVER 

(champ de force CVFF) : courte dynamique moléculaire à 1000 K puis refroidissement lent et 

optimisation fmale par mécanique moléculaire. Au cours de cette procédure, toutes les 

contraintes RMN de la scyllatoxine-DBF ont été prises en compte. Aux contraintes utilisées 

pour générer Scy, les 8 NOE intra-mime et 13 NOE mime-protéine ont été ajoutées. Une 

analyse rapide met clairement en évidence que les structures ainsi obtenues convergent toutes 

vers un même mode de repliement du mime sur la protéine. De plus, le rmsd moyen du mime 

obtenu en superposant les atomes lourds du mime dans les 112 conformations précédentes est 

de 0,09 ± 0,12 A. 

25 conformations Scy-DBF ont été obtenues pour représenter la structure de la 

scyllatoxine-DBF en solution (Figure 13). 
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Figure 13: Vue stéréo des 25 structures finales de la scyllatoxine-DBF. 

Figure 14: Superposition de deux structures de la scyllatoxine et de la scyllatoxine-DBF 
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3.2.2. Résultats 

3.2.2.1. Structure générale 

Comme le montre les résultats précédents, la scyllatoxine-DBF adopte le même mode de 

repliement a~ que la protéine non modifiée. De petites différences, comme par exemple la 

géométrie des ponts disulfure, sont toutefois observées. Cela est probablement dû au nombre 

moins important de contraintes NOE (317 pour la scyllatoxine contre 201 pour la partie protéine 

de la scyllatoxine-DBF). Cette différence s'explique plus vraissemblablement par la différence 

de concentration des échantillons (5 mM pour la scyllatoxine et 1 mM pour la scyllatoxine-DBF) 

que part une plus grande flexibilité de la scyllatoxine-DBF en solution. 

La superposition de deux structures, scyllatoxine et scyllatoxine-DBF, est présentée 

Figure 14). 

3.2.2.2. Etude de l'environnement du mime 

L'analyse des données concernant l'environnement du mime-DBF se base sur deux 

types de résultats: les déplacements chimiques des résidus adjacents (lle 22 et Lys 25), rappelés 

dans le tableau 6, et les contacts NOE observés entre le mime et les chaînes latérales de ces 

mêmes résidus. Les déplacements chimiques de lle 22 et Lys 25 subissent clairement un 

déplacement vers les champs forts par rapport à ce qui est observé dans la scyllatoxine. Ce 

dernier fait et les contacts NOE mime-chaînes latérales, qui impliquent une proximité spatiale, 

vont dans le sens d'une interaction hydrophobe entre la partie aromatique ( dibenzofurane) du 

mime et les chaînes latérales des résidus cités (figure 15). 

Ile 22 Lys 25 

NH Ha H~ yCH 3 oCH3 NH Ha H~ yCH 2 oC Hz eCH2 

scyllatoxine-DBF 8,82 4,07 1,04 0,11 0,31 7,77 4,43 0,96 0,10 1,34 2,63 

0,47 

scylla toxine 9,06 4,31 1,81 0,86 0,76 7,77 4,50 1,82 1,39 1,67 3,00 

Tableau 6 : Déplacements chimiques comparés pour Ile 22 et Lys 25 entre la scyllatoxine et la scyllatoxine-

DBF 

L'effet du mime est particulièrement important au niveau de H~ et yCH3 delle 22 et les 

protons méthyléniques ~et y de Lys 25. Les protons yCH2 de Lys 25 sont dédoublés alors 

qu'ils ne semblaient pas l'être dans la scyllatoxine ce qui peut indiquer une conformation 

relativement figée de la chaîne à cet endroit. 
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122 
K25 

Figure 15 : Vues du mime-DBF avec les chaines latérales de Ile 22 et Lys 25. 

4. Conclusion de l'étude structurale 

L'étude structurale de la scyllatoxine-DBF par RMN et modélisation moléculaire a 

montré une conservation de la structure. Dans l'environnement du mime-DBF, on a pu mettre 

en évidence la présence d'un complexe hydrophobe impliquant la partie dibenzofurane 

aromatique du mime et les chaînes latérales des résidus adjacents lle 22 et Lys 25. Cela s'est 

traduit par des déplacements chimiques des protons des chaînes latérales de lle 22 et Lys 25 

déplacés vers les hauts champs et la présence de contacts NOE entre ces mêmes protons et les 

protons aromatiques du mime. L'implication de la présence de ce complexe hydrophobe sera 

discutée dans le Chapitre V de cette partie. 

La scyllatoxine-DBF présente une structure tridimensionnelle conservée et il est 

maintenant important de voir comment cela se traduit au niveau de l'activité biologique. 

5. Présence d'un produit secondaire 

Un certain nombre de faits suggère la présence d'un produit secondaire minoritaire. 

L'analyse fine des spectres RMN a mis en évidence la présence d'un produit secondaire 

minoritaire dont l'attribution partielle des NH et Ha. a pu être faite entre les résidus 6 et 30 par 

comparaison avec l'attribution précédente. 
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Une analyse par microséquence a été tentée mais le taux de recouvrement d'un cycle de 

séquence au suivant était trop important par rapport à la quantité de produit minoritaire. 

Le spectre de masse en électrospray montre la présence d'un pic d'un masse 

M(scyllatoxine-DBF) + 71. 

Le profil HPLC en phase inverse du produit final présente un très léger épaulement. 

Ces arguments ne nous ont cependant pas permis de déterminer précisément quel était ce 

produit ni d'estimer sa proportion, faible de toute façon. 
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CHAPITRE IV . . 
SCYLLATOXINE-DBF 

1. Introduction 

Scyllatoxine-DBF 

EVALUATION DE L'ACTIVITE BIOLOGIQUE DE LA 

Le travail d'évaluation fonctionnelle de la scyllatoxine-DBF a été effectué par Michel 

HUGUES à l'Université de Bordeaux. Deux tests ont été réalisés, ceux-ci étant classiquement 

utilisés pour caractériser l'activité de la scyllatoxine et de ses analogues. Le premier permet de 

tester l'activité biologique par la mesure de la contraction de Taenia coli de cobbaye (AUGUS1E et 

coll., 1992b; 1990; HUGUES et coll., 1982a). Le second permet, quant à lui, une évaluation de 

l'activité pharmacologique par une expérience de compétition de fixation au niveau des sites 

récepteurs avec l'apamine 1251 sur des membranes microsomales de cerveau de rat (AUGUS1E et 

coll., 1992a et b; HUGUES, 1982a). 

2. Résultats 

Les résultats obtenus pour les tests de contraction de Taenia coli, et pour le test de 

compétition avec l'apamine 1251 sont présentés ci-après. 
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Figure 16 : A et B, Résultats obtenus pour le test de contraction de Taenia coli. C et D, résultats obtenus 

pour le test de compétition avec l'apamine 1251. n est le nombre d'expériences. 

2.1. Activité biologique - contraction de Taenia coli de cobbaye 

Les expériences de contraction de Taenia coli de cobbaye font apparaître que la 

scyllatoxine-DBF présente la même activité que la scyllatoxine non modifiée. Les valeurs IC50 

sont respectivement pour la scyllatoxine et la scyllatoxine-DBF de 173 ± 37 pM (n = 3) et de 48 

± 6 pM (n=3). 

2.2. Activité pharmacologique - compétition avec l'apamine 1251 

De la même façon que pour les expériences de contraction, les expenences de 

compétition avec l'apamine 1251 ne marquent pas de différence entre scyllatoxine et scyllatoxine

DBF et les valeurs IC50 sont respectivement de 145 ± 20 pM (n = 3) et de 90 ± 14 pM (n = 3). 
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3. Conclusion de 1' évaluation biologique 

Ces expériences visant à évaluer l'activité biologique de la scyllatoxine-DBF confirment 

les conclusions tirées à l'issue de l'étude structurale à savoir une conservation de la structure de 

la toxine modifiée. L'incorporation du mime n'a donc pas entravé l'effet des éléments à l'origine 

de l'activité fonctionnelle (Arg 6 et Arg 13 et partie du feuillet). D'autre part, la présence du 

mime dans cette région de la scyllatoxine ne perturbe pas l'interaction avec le récepteur à 

l'origine des activités biologique et pharmacologique. 

Les petites différences observées pour les IC50 dans les deux tests pourrait laisser 

présager une meilleure efficacité de la scyllatoxine-DBF par rapport à la scyllatoxine. On 

pourrait l'expliquer par une rigidité accrue de la molécule stabilisant la conformation liée au 

récepteur. Mais cette hypothèse est trop risquée car elle ne repose pas sur une différence 

significative (de l'ordre d'un facteur 10 au moins) pour les valeurs d'IC50• 
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CHAPITRE V : DISCUSSION SUR L'INCORPORATION DU MIME·DBF DANS LA 

SCYLLA TOXINE 

En incorporant le mime-DBF dans la scyllatoxine, nous avons pu obtenir une molécule 

modifiée avec un élément non naturel dont la structure et l'activité biologique sont conservées. 

Nous avons cependant rencontré des difficultés au niveau de la synthèse et de l'étape de 

repliement oxydatif. Celles-ci sont essentiellement due à la nature hydrophobe et rigide du mime 

qui, respectivement, favorise l'agrégation et réduit la flexibilité de la chaîne peptidique. 

Si l'on se place au niveau de l'ingénierie des toxines, ces résultats confirme la capacité 

de cet « échafaudage moléculaire » de type a~ stabilisé par des ponts disulfure, pour tolérer des 

éléments non natifs et même des éléments de structuration comme le mime-DBF. Cela prouve 

aussi que ce mime est compatible avec un environnement protéique. 

Dans le cadre plus précis de l'environnement du mime-DBF dans la structure, il apparaît 

que la Lys 25 participe au complexe hydrophobe impliquant la partie aromatique du mime et ne 

22. D'après les études de KELLY (1994) il était dificile de prévoir le comportement de la Lys 25 

puisque lorsque deux Lys sont présentes en position adjacente au mime, le feuillet ~ ne se forme 

pas. Le contexte général semble favoriser l'interaction de la partie hydrophobe de la chaîne 

latérale de la Lys avec le dibenzofurane. ll n'est cependant pas possible de déterminer si cette 

stabilisation est apportée par la simple interaction de ne 22 avec le mime ou par la présence des 

ponts disulfure, ou une combinaison des deux. 

Le mime-DBF s'intègre donc parfaitement dans la structure finale en remplacant 

efficacement le coude ~ de la scyllatoxine. Cependant sa présence semble influencer de manière 

non négligeable les mécanismes intervenant dans l'étape de repliement oxydatif. L'exploitation 

de la synthèse de la scyllatoxine-DBF, où les Cys sont protégées de manière orthogonale, 

devrait permettre de fournir des informations concernant l'influence du mime sur le repliement 

en étudiant la structure des intermédiaires d'oxydation. La comparaison avec le repliement de la 

scyllatoxine permettra peut être d'étudier l'implication du coude ~ dans les mécanismes de 

repliement. 
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PARTIE III 

INCORPORATION DU MIME DE COUDE f3 A 

STRUCTURE DIBENZOFURANE DANS LE DOMAINE 

Bl DE LA PROTEINE G DU STREPTOCOQUE 
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PARTIE III 

INCORPORATION DU MIME DE COUDE {3 A STRUCTURE 

DIBENZOFURANE DANS LE DOMAINE Bl DE LA PROTEINE G DU 

STREPTOCOQUE 

Introduction 

Un autre modèle de protéine a été retenu pour incorporer le mime-DBF. ll s'agit du 

domaine B1 de la protéine G (B1G) du Streptocoque. Celui-ci répond également aux critères 

énoncés dans le cahier des charges (Partie II, Chapitre 1). Une question supplémentaire était 

également posée pour ce modèle : étudier l'influence du mime-DBF sur la stabilité de B 1 G

DBF. Cette étude s'inscrit dans le cadre du travail de thèse d'un autre étudiant au laboratoire. 

Outre l'étude de la stabilité de B1G-DBF, l'incorporation du mime-DBF dans B1G 

revêtait une importance particulière au niveau structural. En effet, lors d'une étude préliminaire, 

le mime-DBF avait été incorporé dans la séquence correspondant au feuillet N-terminal de B 1 G 

(B 1 G2_19) où aucune structuration en feuillet ~ n'avait été observée. Nous voulions donc voir 

quelle serait l'influence du mime-DBF sur la structuration de B 1 G entier et plus particulièrement 

au niveau du feuillet N-terminal. La comparaison des résultats obtenus dans les deux cas 

permettra d'obtenir des éléments d'information sur le rôle de l'environnement protéique dans la 

structuration du feuillet ~-

Nous présenterons ici la synthèse de B1G-DBF, les résultats de l'étude structurale par 

RMN et l'évaluation fonctionnelle à l'aide de tests ELISA. 
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CHAPITRE 1 : CHOIX DU SECOND MODELE LE DOMAINE Bl DE LA PROTEINE G 

1. La protéine G 

1.1. Présentation 

La protéine G se trouve à la surface des bactéries de type Streptococcus du groupe G, où 

elle est associée à la paroi cellulaire (BiùRK et KRoNVALL, 1984). Une de ses extrémités est 

enchassée dans le peptidoglycane de la paroi bactérienne alors que l'autre s'étend dans le milieu 

extracellulaire (SJùBRING et coll., 1991). La protéine G a la capacité de se lier à des protéines 

majeures du sérum : les immunoglobulines G (IgG) de différentes espèces de mammifères 

(ÂKERSTROM et coll., 1986; ÜLSSON et coll., 1987; ÂKERSTROM et coll., 1985; BJORK et coll., 

1987a) et à l'albumine (SJùBRING et coll., 1989a; ÂKERsTROM et coll., 1987; BJùRK et coll., 

1987b). Elle est constituée de différents domaines et sa structure, obtenue par traduction de la 

séquence ADN du gène, est représentée Schéma 1. Les domaines associés à la liaison à 

l'albumine sont les domaines A 1 et A2, et aux IgG les domaines B 1 et B2 (FAHNESTOCK et coll., 

1990). 

Liaison à 
l'albumine 

Liaison aux lgG Ancrage à la membrane 

Schéma 1 :Représentation schématique de la protéine G (d'après FAHNESTOCK, 1990). S : séquence signal œ 
sécrétion (résidus 1-33); N: séquence nécessaire à la sécrétion; Ala: séquence riche en Ala (60%); A 1 (104-140) 

et A2 (179-215): deux copies d'une séquence de 37 résidus (73% d'homologie) séparées par la séquence a (141-

178); B1 (228-282) et B2 (298-352) :deux copies d'une séquence de 55 résidus (89% d'homologie) séparées par 

la séquence b (283-297). Pro : séquence riche en résidus Pro (353-385); C : cinq copies d'une séquence de 5 

résidus (386-410); M :région C-terminale (411-448). 

La protéine G a fait l'objet de nombreuses études pour son intérêt en immunologie grâce 

à sa haute affinité pour différents types d'IgG (STONE et coll., 1989; ELIASSON et coll., 1989; 

GOWARD et coll., 1990; SJbBRING et coll., 1991; FRICK et coll., 1992). Au niveau fonctionnel, la 

fixation des IgG de l'hôte à la surface de la cellule bactérienne, via la protéine G, empêcherait la 

reconnaissance de la bactérie par le système immunitaire de l'hôte et ne serait donc plus 

considérée comme étrangère par l'organisme infecté (BJbRK et ÂKERSTROM, 1990). 
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1.2. Les domaines de liaison aux lgG 

Comme mentionné précédemment, la protéine G s'associe aux IgG au niveau des 

domaines B. Suivant les souches il en existe deux ou trois : B1, B2 et B3. Ces domaines 

possèdent 55 résidus, B 1 et B2 sont différents par 6 acides aminés et B3 est une duplication de 

B2 (FAHNESTOCK et coll., 1990). 

Les constantes d'association de protéines recombinantes présentant un, deux ou trois 

domaines B aux IgG ou aux fragments Fe ou Fab humains, ont été déterminées et sont 

présentées dans le tableau 1. 

K. (M-1
) x 10-8 

Nombre de 

domaines B• IgG Fe Fab K(Fc)/K(IgG) K(Fab)/K(Fc) 

1 2,1 1,4 <0,09 0,67 <0,06 
(2,1) (1,4) (<0,09) 

2 26 17 6,5 0,65 0,38 
(52) (34) (13) 

3 280 60 33 0,21 0,56 
(840) (180) (100) 

Tableau 1: Constantes d'association des domaines B pour IgG, Fe et Fab (d'après FAHNESTOCK et coll., 1990). 

a. Les différents domaines B recombinants sont 1: B1-Pro-C, 2: BlB2-ProC et 3 B1B2B3-Pro-C. 1, 2 et 3 ont 

été produit dans E. coli par l'expression du gène GX 7809 pour 1 et 2 et du gène GX 7805 pour 3 . Les 

constantes d'association ont été déterminées en mesurant la liaison de la protéi!le G couplée à la peroxydase avec 

respectivement des IgG ou des fragments Fe ou Fab humains (Figure 1). Les valeurs entre parenthèses expriment 

la constante d'association en litres.mol-1 de protéine, les valeurs qui ne sont pas entre parenthèses indiquant la 

constante d'association moyenne par domaine. 

Figure 1 : Structure d'une IgG 
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A la vue des valeurs indiquées dans le tableau 1, on peut constater, pour la liaison aux 

IgG, un gain en affinité de l'ordre d'un facteur dix quand on passe de un à deux domaines et de 

même quand on passe de deux à trois domaines B. Cela indique un phénomène de coopérativité 

entre les domaines B (FAHNESTOCK et coll., 1990). 

D'autre part, ERNTELL et coll. (1988) ont montré que les deux fragments Fe et Fab 

humains peuvent se lier à la protéine G mais sur deux sites différents, le site Fab étant 

vraissemblablement situé du coté N-terminal du domaine B 1. Le tableau 1 indique que la 

protéine recombinante de structure B 1B2-Pro-C lie les segments Fe et Fab avec une affinité du 

même ordre. Donc les deux sites semblent contenus dans les séquences B répétées. Cependant, 

une séquence contenant un seul domaine B, B1-Pro-C ou B2-Pro-C (non indiquée dans le 

Tableau 1), ne lie pas le fragment Fab ou trop faiblement par rapport au Fe pour que la liaison 

soit détectable. La liaison au Fab semble donc requérir une plus grande coopérativité entre les 

deux domaines B que ne le nécessite la liaison au Fe. ERNTELL et coll. (1988) émettent ainsi 

deux hypothèses : 

1 - les sites de liaison au Fab impliqueraient des régions complémentaires dans 

chaque domaine B, alors que le site de liaison au Fe ne serait contenu que dans 

un seul domaine; 

2- le site de liaison au Fab pourrait inclure la séquence b (Schéma 1) qui n'est pas 

intacte dans chacun des domaines B isolés. 

L'affinité du fragment Fe est dépendante du nombre de domaines B. ll en est de même 

pour l'affinité des IgG et elle croît d'un ordre de grandeur par domaine B supplémentaire. 

L'affinité est également dépendante de l'espèce dont les IgG sont issues, comme cela sera 

précisé dans le pararaphe 2.4. 

2. Le domaine Bl de la protéine G (BlG) 

2.1. Présentation 

Le domaine B1, constitué de 55 résidus, se lie à la région Fe des IgG et à l'a2-

macroglobuline, inhibiteur de protéase du plasma humain (SJOBRING et coll., 1989b). 

B 10 est une protéine de petite taille (55 résidus) et est dépourvu de ponts disulfure 

(Schéma 2). Malgré cela, la propriété remarquable de ce domaine est sa grande stabilité : 

thermique, d'une part, avec une température élevée de dénaturation (87°C à pH 5,4) (ALEXANDER 

et coll., 1992), et physico-chirnique d'autre part, face à la dénaturation dans l'urée par exemple 

(GRONENBORN et coll., 1991). GRONENBORN et coll. indiquent que la dénaturation thermique est 

réversible et que la protéine conserve sa structure native même dans l'urée 8 M lors des 

expériences de migration sur gel d'électrophorèse avec gradient d'urée. 
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Les raisons de cette grande stabilité reposent sur un réseau intense de liaisons hydrogène 

et la présence d'un cœur hydrophobe que nous détaillerons dans le prochain paragraphe. 

2.2. Synthèse 

La synthèse de B 1 G a été effectuée au laboratoire selon une stratégie Boe/benzyle sur 

synthétiseur automatique. L'incorporation dans B1G d'acides aminés enrichis en 15N, a 

nécessité l'optimisation du protocole de synthèse (BOUTILLON et coll., 1995) et nous avons 

utilisé celui-ci pour la synthèse de B1G-DBF. 

2.3. Structure tridimensionnelle 

La détermination des éléments de structure secondaire montre une forte implication des 

résidus de la protéine (près de 95%) dans les structures secondaires (Schéma 2) donnant lieu à 

un grand nombre de liaisons hydrogène. 

2 10 20 30 40 50 

BIG TYKLZLNGKTLKGETTTEAVDAATAEKVFKQYANDNGVDGEWTYDDATKTFTVTE 

~2 hélice ex ~3 ~4 

Schéma 2: Structures primaire et secondaire de BIG. 

La structure tridimensionnelle de B 1 G a été déterminée par RMN par GRONENBORN et 

coll. (1991) et confirmée par radiocristallographie par GALLAGHER et coll. (1994). Elle comprend 

(Figure 2): 

• un feuillet ~ à 4 brins constitué de deux feuillets ~ antiparallèles impliquant : 

-les brins ~1 (résidus 1 à 8) et ~2 (résidus 13 à 20); 

-les brins ~3 (résidus 42 à 47) et ~4 (résidus 50 à 56); 

• une hélice ex (résidus 22 à 37), les 5 derniers résidus étant en conformation hélice 3 10, 

caractérisés par deux liaisons hydrogène CO(i)-NH(i+3). L'hélice ex et les brins ~2 et ~3 croisent 

le feuillet diagonalement avec un angle de 140° par rapport aux axes de ~2 et ~3. 

D'autre part, les brins centraux ~1 et~ sont parallèles. Les brins ~1 et ~2 sont connectés 

par un coude ~de type 1 (résidus 9 à 12) et les brins ~3 et ~par un tournant inhabituel de 6 

résidus (résidus 46-51). 
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50 22 
1 

Figure 2: Structure tridimensionnelle de BIG (d'après FRANK et coll., 1995). 

L'intérieur de la molécule est très hydrophobe, comme nous le verrons plus loin, alors 

que l'extérieur est très hydrophile (avec Lys, Glu, Asp, Thr essentiellement), ce qui lui confère 

une énergie de solvatation très négative de l'ordre de -55 kcal.mol"1 (GRONENBORN et coll., 

1991). L'hélice a, qui est amphiphile, interagit étroitement par sa face hydrophobe avec le 

feuillet ~ et ceci grâce à des interactions hydrophobes entre des résidus aromatiques de l'hélice et 

du feuillet. Ceux-ci sont approximativement positionnés perpendiculairement les uns par rapport 

aux autres et interagissent de la façon suivante : Leu 5 avec Phe 30, Trp 43 et Phe 52; Leu 7 

avec Trp 43 et Tyr 33; Leu 12 avec Val39 et Trp 43 . 
• 

La stabilité remarquable de B 1 G repose donc en grande partie sur une présence 

importante des éléments de structure secondaire impliquant un réseau dense de liaisons 

hydrogène. De plus, des résidus aromatiques forment un cœur hydrophobe participant à la 

stabilisation globale. GRONENBORN et coll. voient aussi dans ce motif structural, à savoir une 

topologie de type -1, +3x, -1 pour le feuillet~ (SCHUL1Z et SCHIRMER, 1979), une source de 

stabilisation. En effet, les brins N- et C-terminaux, au niveau desquels pourrait s'initier le 

dépliement, sont les brins centraux ~1 et ~ du feuillet ~. et le dépliement devrait a priori 

s'effectuer par rupture des liaisons hydrogène entre ces brins. Or, ceux-ci participent au réseau 

de liaisons hydrogène, mais aussi aux interactions hydrophobes avec des résidus de l'hélice. 

Les auteurs pensent donc que le dépliement se fait probablement de manière coopérative, 

impliquant simultanément les différentes parties de la molécule. 

149 



8/G-DBF 

n est intéressant de noter l'existence d'autres protéines présentant le même type de 

repliement que B lG. Un autre domaine de liaison aux IgG de la protéine G, le domaine B2 

(schéma 1) diffère de B lG par la mutation de 6 résidus. Sa structure secondaire a été déterminée 

par 1H RMN (ORBAN et coll., 1992) et sa structure tertiaire par radiocristallographie (ACHAR! et 

coll., 1992). Le domaine B2 présente la même organisation structurale que BIG avec un léger 

déplacement de l'hélice par rapport au feuillet. 

De façon plus surprenante, le domaine B 1 de la protéine L (B lL) de Peptostreptococcus 

magnus(Figure 3), qui n'a pas d'homologie de séquence notable avec la protéine G (16%) 

adopte le même repliement (RAMIR.Ez-ALVARADO et coll., 1997). B1L se lie aux 

immunoglobulines L (BJORK, 1988). 

L'ubiquitine (Figure 3), qui avec seulement 12% d'homologie de séquence avec B 1G, 

présente également le même type de repliement avec en plus la présence d'un brin 

supplémentaire (KRAULIS, 19?1). D'autre part, l'ubiquitine possède une fonction différente de 

celle des protéines précédemment mentionnées puisqu'elle intervient dans les mécanismes de 

dégradation des protéines. 

Le motif de repliement de B 1 G peut donc être partagé avec des protéines possédant une 

autre fonction (exemple de l'ubiquitine). TI est difficile d'y reconnaître une évolution à partir 

d'un ancêtre commun mais plutôt de voir ce motif comme une unité de repliement 

énergétiquement favorable. D'autre part, la fonction de reconnaissance des IgG n'est pas 

seulement supportée par ce motif puisque la protéine A de Staphylococcus aureus, qui se lie 

également aux IgG (STONE et coll., 1989) possède un motif de repliement totalement différent en 

étant constitué de trois hélices (GoUDA et coll., 1992). 

BIG BlL Ubiquitine 

Figure 3 : Représentation en ruban de B 1 G, du domaine B 1 de la protéine L (B 1L) et de l'ubiquitine (d'après 
RAMIREZ-AL VARADO et coll., 1997). 
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2.4. Interaction avec les lgG 

D'après les études menées par différents groupes, les domaines de liaison aux IgG de la 

la protéine G se lient de façon optimale, suivant les espèces, avec le fragment Fe dans le cas par 

exemple des IgG humaines (SJOBRING et coll., 1991), ou avec le fragment Fab dans le cas des 

IgG de souris (LIAN et coll., 1994). Dans les deux cas, des études par RMN et 

radiocristallographie ont été effectuées pour identifier les zones d'interaction sur B 1 G ou sur un 

autre domaine de liaison aux IgG (troisième domaine) de la proteine G (obtenu à partir d'un 

autre gène, sa séquence correspondant à celle du domaine B2 avec une extension N-terminale de 

5 acides aminés (LIAN et coll., 1992)). Les zones d'interaction, au niveau du domaine de liaison 

aux IgG, avec le fragment Fe ou le fragment Fab sont différentes. 

• Interaction avec le fragment Fe 

L'étude a été menée par RMN à l'aide d'une spectroscopie de corrélation 1H- 15N 

(GRONENBORN et CLORE, 1993). Dans le cas du complexe BIG/Fe, les changements des 

déplacements chimiques de certains protons de B 1 G sont dus, soit à une interaction directe entre 

les deux protéines, soit à un changement conformationnel suite à la complexation. Cependant, 

un peptide de 11 résidus (résidus 35 à 45 de B 1G) correspondant à la fin de l'hélice et au début 

du brin ~3, inhibe la fixation du fragment Fe (FRICKE et coll. 1992). La séquence de ce peptide 

se situe dans la zone de changement des déplacements chimiques observée (Figure 4 A). Le site 

majeur d'interaction se situerait donc au niveau de l'hélice a et du brin~ 3. 

Des expériences d'échange hydrogène/deutérium sur le domaine B2 de la protéine G, 

analogue à B 1 G (Schéma 1 ), libre et complexé avec une IgG humaine confrrment cette zone 

d'interaction (ORBAN et coll., 1994). 
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A. Interaction avec Fe B. Interaction avec Fab 

Figure 4 : A. Interaction de B 1 G avec le fragment Fe humain : les zones apparaissant en noir correspondent aux 

résidus dont les déplacements chi~ques des protons NH subissent un changement dans le complexe par rapport 

au domaine libre (d'après GRONENBORN et CLORE, 1993). B. Structure cristalline du complexe formé entre le 

fragment Fab (IgG de souris) et le troisième domaine de la protéine G (d'après DERRICK et WIGLEY (1992b). 

• Interaction avec le fragment Fab 

La structure cristalline d'un domaine B de la protéine G (troisième domaine) avec le 

fragment Fab d'une IgG de souris (figure 4 B) présente une interaction entre le brin ~2 (résidus 

18 à 20) du domaine de la protéine G et le dernier brin ~ de CHl (chaîne lourde de la partie 

constante de l'IgG (Figure 1). L'interaction s'établit par la formation d'un feuillet~ antiparallèle. 

Un autre petit site d'interaction se situe du côté C-terminal de l'hélice a du domaine B et sur le 

premier brin l3 de CHl (DERRICK et WIGLEY, 1992b). 

Ces résultats ont été remis en cause selcn l'argument d'interactions artéfactuelles entre le 

domaine de la protéine G et le fragment Fab. Ces interactions seraient liées à l'empilement des 

molécules dans le cristal (GRONENBORN et CLORE, 1993). Mais les études menées cette fois en 

RMN (corrélation 1H-15N et 1H-13C par LIAN et coll. (1994) confirment le site d'interaction 

initialement décrit. Les auteurs précisent par ailleurs que les résidus dont les déplacements 

chimiques des protons sont les plus affectés par la complexation, sont regroupés essentiellement 

en deux régions: (i) le coude entre les brins ~1 et ~2 et les deux-tiers du brin ~2 (Gly 14 à Thr 

22 du troisième domaine de la protéine G) ainsi que lle 12 et Glu 24; (ü) la boucle flexible 

suivant l'hélice (Asp 41 à Gly 43 et Asp 45) et les deux résidus Trp 48 et 58. Les résultats 

observés sont compatibles avec la structure cristalline obtenue et décrite précédemment. 

152 



BIG-DBF 

Les domaines de liaison aux IgG de la protéine G semblent donc interagir par des sites 

différents avec les fragments Fe et Fab. Il faut cependant être attentif au fait que ces études ont 

été faites sur deux domaines de liaison aux IgG de la protéine G différents, bien 

qu'homologues, et avec des fragments Fe et Fab provenant respectivement d'immunoglobulines 

humaines ou de souris. La comparaison trouve peut être là ses limites. 

2.5. BIG : un modèle d'étude 

B 1 G qui ne possède pas de ponts disulfure ni de résidus Pro ou de groupes 

prosthétiques, sources de complications pour l'étude du repliement, est ainsi souvent décrit 

comme une protéine« prototype». De nombreuses publications font état des études menées 

par des analyses thermodynamiques (ALExANDER et coll., 1992a; ORBAN et coll., 1995) et 

cinétiques de son repliement (ALExANDER et coll., 1992b; KusZEWSKI et coll., 1994), mais 

également des études de la dénaturation (FRANK et coll., 1995), de la dynamique du squelette 

peptidique (BARCHI et coll., 1994) et de l'importance des interactions non locales intervenant 

dans le repliement (MINOR et KIM, 1994, 1996; SMITH et coll., 1994, 1995). 

Au niveau structural, B 1 G a été utilisé pour mesurer la tendance des acides aminés à 

adopter une structure en feuillet ~· Deux équipes différentes ont muté un acide aminé du feuillet 

~'en position centrale (Thr 53 dans le brin ~;SMITH et coll., 1994) ou en position latérale du 

feuillet (Trp 43 du brin ~3, MINOR et KIM, 1994) avec les 19 autres acides aminés. La mesure de 

la stabilité de chaque protéine mutée a été déterminée par dénaturation thermique suivie en 

dichroïsme circulaire. Les auteurs en ont ainsi déduit, par le calcul de MG, qui est la différence 

d'énergie libre entre l'acide aminé étudié et le résidu Ala pris comme référence, la tendance des 

acides aminés à former un feuillet ~· Les résultats font apparaître dans les deux cas, d'une part, 

qu'il n'y a pas de corrélation apparente avec la liste de fréquence des acides aminés dans les 

feuillets~ établie de manière statistique par CHOU et FASMAN (1974a,b). D'autre part, la gamme 

des MG est plus réduite dans le cas d'une substitution en position latérale. Cela suggère à 

MINoR et KIM ( 1994) que parmi les deux facteurs contribuant à la formation des feuillets ~ à 

savoir (i) la capacité intrinsèque à former une structure locale étendue en feuillet ~ et (ii) la 

capacité à interagir avec le feuillet ~ environnant dans le contexte de la structure tertiaire, le point 

(i) ne semble avoir qu'une influence mineure sur la propension des acides aminés à former des 

feuillets ~· Le contexte de structure tertiaire semble déterminant. SMITH et REGAN ( 1995) ajoute à 

cela l'importance des interactions entre les chaînes latérales pour la stabilisation du feuillet ~. 

La démonstration de l'importance du contexte tertiaire sur le repliement des éléments de 

structure secondaire a été faite de manière remarquable par MINOR et KIM ( 1996) dans le modèle 

de B 1 G. Ils ont en effet conçu une séquence de 11 résidus (la séquence « caméléon ») qui se 
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structure en hélice a quand elle remplace la séquence de l'hélice native dans BIG et en feuillet ~ 

quand elle remplace la séquence du brin ~3. 

La connaissance de la capacité des acides aminés de B I G à former un feuillet ~ a été 

exploitée pour la conception d'une séquence, dérivée de BIG, mais qui se replie en un motif 

structural constitué de 4 hélices a correspondant au repliement de la protéine Rop (DALAL, 

I997). Les résidus de B I G correspondant à l'hélice a ont été maintenus et ceux possédant de 

hautes propensions à la formation de feuillet ~ ont été retirés. Les acides aminés supposés 

« clé » dans la séquence de la protéine Rop pour la formation des hélices a ont été insérés. ll 

en résulte une séquence, conservant 50% de la séquence originale de B I G mais adoptant 

effectivement un repliement en 4 hélices. ll est donc possible en manipulant les séquences de 

manière à tenir compte des interactions locales et non locales, de concevoir une protéine avec un 

repliement prédéfini. 

Ces travaux mettent en évidence les progrès récents accomplis dans le domaine 

particulier de la compréhension des facteurs intervenant dans la formation et la stabilisation des 

feuillets ~grâce au domaine plus général de l'ingénierie des protéines. L'incorporation du mime

DBF dans BIG s'inscrit dans ce sens pour tester l'influence du mime sur la structuration de 

BIG. 

3. Conclusion 

A la vue des éléments précédemment exposés, BIG se présente comme un bon modèle 

d'étude car malgré une taille relativement petite il comprend les principaux éléments de structure 

secondaire (feuillet ~. hélice a, coude ~). D'autre part, l'absence de résidus Cys et Pro évite 

respectivement le problème de la formation des ponts disulfure et de l'isomérisation cis-trans 

des résidus Pro. Enfin, sa grande stabilité en fait un bon modèle pour l'étude de ses propriétés 

physico-chimiques et pour tester l'influence de l'incorporation d'éléments non naturels sur le 

repliement de la protéine. BIG a fait, d'autre part, l'objet de nombreuses études visant à 

déterminer les facteurs intervenant dans la stabilité ou le repliement des éléments de structure 

secondaire et de la structure tertiaire. Incorporer le mime-DBF dans ce modèle devrait fournir 

des éléments d'information venant non seulement étayer les résultats déjà établis, mais 

également apporter de nouvelles informations dans le domaine de l'ingénierie des protéines. 
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CHAPITRE Il : INCORPORATION DU MIME-DBF DANS LE FRAGMENT N

TERMINAL DE BlG (BlG2•19) 

Conune il a été précisé dans l'introduction, l'incorporation du mime-DBF dans le 

fragment N-terrninal de BIG a été réalisée au laboratoire et à fait l'objet d'une publication 

(MELNYK et coll., I997) présentée à la fin de cette partie. Ce travail constituait une étude 

préliminaire en vue de l'incorporation du mime-DBF dans le domaine BI entier. 

Le fragment N-terrninal comprend les résidus 2 à I9 de BIG (BIG2_19) et le mime-DBF 

remplace les deux résidus centraux du coude~ c'est-à-dire Lys 10 et Thr II (Schéma 3). 

Nous présentons ici les résultats de l'étude structurale qui a été menée par dichroïsme 

circulaire et RMN. 

1. Résultats de l'étude de B1G2_19 

Le peptide B IG2_19 a été étudié par BLANCO et coll. (1994) en solution aqueuse et dans un 

mélange H20fTFE (70/30). Ces auteurs ont montré, par dichroïsme circulaire et RMN, que 

B I G 2_19 est globalement flexible et ne présente aucun signe de structuration en feuillet ~ dans 

H20. Cependant, après analyse des résultats des études de dichroïsme circulaire, et RMN 

(déplacements chimiques et NOE), l'ajout de TFE favoriserait le repliement de B 1 G2_19 en 

feuillets~ transitoires. Dans ce cas, le coude~ est décalé d'un résidu : il s'étend des résidus 8 à 

11 au lieu de 9 à I2 dans BIG. 

2. Résultats de l'étude de BlG2_19-DBF 

2.1. Etude par dichroïsme circulaire 

Mm d'étudier la structuration du peptide modifié BIG2_19-DBF, une étude par 

dichroïsme circulaire a été réalisée et les spectres sont présentés à la Figure 5. 
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Figure 5: Spectres de dichroïsme circulaire de BlG2. 19 et BlG2. 19-DBF (75J.!M, 5°C). 

D'après les premiers spectres réalisés dans H20 à pH 3,0 et 5°C (Figure 5 A), le peptide 

B102_19-DBF adopte essentiellement une conformation en pelote statistique. L'addition de TFE 

(30% final), conditions étudiées par BLANco et coll., produit un changement dans le spectre 

mais le minimum caractéristique des feuillets~ et situé entre 210 et 220 nm n'apparaît pas. 

L'étude menée parallèlement en RMN a décelé un problème d'agrégation pour 

B102_19-DBF, contrairement au peptide B102_19 qui reste monomérique. Or, lors de la 

purification de B 1 0 2_19-DBF par HPLC, le peptide était élué sous la forme d'un pic fin. Les 

conditions d'élution (33% CH3CN dans H20 à pH 1 ,8) ont donc été utilisées pour poursuivre 

l'étude par dichroïsme circulaire. Dans ces conditions, le spectre de B 1 0 2_19-DBF présente un 

minimum à 215 nm contrairement à B102_19 (Figure 5 B). Mais pour savoir si ce signal 

correspondait à une structuration en feuillet ~. il était nécessaire de poursuivre l'étude par une 

analyse par RMN. 

2.2. Etude structurale par RMN 

L'analyse par RMN se base essentiellement sur la recherche de contacts NOE longue 

distance de type Hai-Haj, NHi-NHj, Hai-NHj, NHi-Haj ou entre protons de chaînes larérales, 

qui existeraient entre les deux brins d'un éventuel feuillet. Mais aucun contact de ce type n'a été 

observé. li semble donc que le signal à 215 nm observé en dichroïsme circulaire pour 

B102_19-DBF corresponde à une conformation étendue d'une partie des chaînes mais pas à une 

structuration en feuillet~- D'autre part, B102_19-DBF ne semble pas monomérique si l'on se 
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base sur les expériences d'échange H/D qui montrent qu'après 15 h les protons amides de Lys 4 

et Leu 7 ne sont pas totalement échangés. 

Cependant, l'étude des contacts NOE dans l'environnement du mime-DBF révèlent une 

interaction probablement transitoire entre le proton aromatique H3 et le méthyle de Leu 5 et/ou 

Leu 7 (Schéma 3). Les protons de la chaîne latérale de Leu 12 produisent également des contacts 

NOE forts avec H8, les protons ô de Leu 12 sont d'ailleurs fortement déplacés vers les champs 

forts. Ces observations sont compatibles avec une interaction hydrophobe entre Leu 12 et la 

partie aromatique du mirne-DBF et l'on retrouve ici les observations faites par KELLY et coll. 

(1994) sur la formation d'un complexe hydrophobe entre la partie aromatique du mime et les 

chaînes latérales de résidus hydrophobes adjacents au mime. 

Ôl,2: 0,83 

~lou 
~ ôl :0,83 

ô2: 0,91 

NH 
O=)_lles 
HN 

y, ô 

ôl: 0,44 
ô2: 0,58 

Schéma 3 : Représentation de BlG2_19-DBF avec les contacts NOE observés entre le mime et les chaînes 

latérales de certains résidus. 

3. Conclusion 

En conclusion, le peptide B 1 0 2_19-DBF en solution n'est pas structuré en feuillet !3. La 

présence de Gly 9, en position adjacente au mime, à la place d'un résidu hydrophobe nous 

éloigne des conditions requises par KELLY pour la formation d'un complexe hydrophobe, entre 

la partie aromatique dibenzofurane et les chaînes latérales hydrophobes, permettant la nucléation 
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en feuillet ~. Au lieu de cela, le mime est en interaction avec Leu 7 et/ou Leu 5 ce qui est une 

situation défavorable pour la formation d'un feuillet ~. Les conditions de KELLY sont en cela 

vérifiées. 

Dans le contexte du domaine B 1 G entier, les résidus Leu 5 et Leu 7 sont enfouis dans le 

cœur hydrophobe de B1G (GRONENBORN et coll., 1991). ll sera donc intéressant de voir 

comment le mime se comportera et comment il sera toléré dans B1G. 
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CHAPITRE Ill : INCORPORATION DU MIME-DBF DANS BlG 

1. Synthèse de BlG-DBF 

1.1. Introduction 

Nous avons adopté la numérotation utilisée par GRONENBORN et colL (1991) mais nous 

n'avons pas incorporé à la séquence le résidu Met 1 qui provient du mode d'obtention du 

domaine B 1 recombinant (Schéma 4 ). Le mime-DBF va remplacer les deux résidus centraux du 

coude ~ c'est-à-dire Lys 10 Thr 11. 

2 10 20 30 40 50 

BlG TYKLJ:LNG K T LKGETTTEAVDAATAEKVFXQYANDNGVDGEWTYDDATKTFTVTE 

BlG-DBF TYKLJ:LNG NH co LKGETTTEAVDAATAEKVFXQYANDNGVDGEWTYDDATKTFTVTE 

~ 
Schéma 4 

1.2. Déroulement de la synthèse 

Comme nous l'avons indiqué précédemment, le peptide B1G-DBF a été synthétisé selon 

une stratégie Boe/benzyle, en utilisant les agents de couplage HBTU/HOBt, selon un protocole 

optimisé (BOUTILLON et coll., 1995). La seule modification apportée est la suppression de l'étape 

de neutralisation entre la déprotection et le couplage. La neutralisation s'effectue ici in situ 

lorsque l'on introduit le mélange de couplage sur la résine portant le peptide en cours 

d'élongation. 

La première partie de la synthèse (Glu 56 à Leu 12) a été réalisée sur un synthétiseur 

automatique. Des triples couplages ont été effectués à différentes étapes de la synthèse, 

déterminées comme critiques lors de synthèses précédentes. Juste avant l'incorporation du 

mime-DBF, au niveau de Leu 12, une analyse de la peptidyl-résine par analyse d'acides aminés 

après hydrolyse acide totale, a permis d'estimer qu'environ 62% des chaînes portaient la 

séquence complète. Cela était meilleur que la valeur observée à ce niveau (environ 50%) pour la 

synthèse précédemment mentionnée utilisant le même protocole de couplage mais avec une étape 

de neutralisation. L'explication de ce meilleur résultat repose probablement sur le fait que la 

résine est mieux gonflée quand elle n'a pas été neutralisée à l'issue de l'étape de déprotection au 
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TF A. L'accès à la fonction amine vis-à-vis des acides aminés activés serait donc facilité dans le 

cas de la neutralisation in situ. 

Le couplage du mime-DBF a été effectué manuellement, la réaction de couplage ayant été 

répétée trois fois en HBTU/HOBt. La suite de la synthèse a été poursuivie manuellement. Les 

acides aminés ont été couplés deux fois avec HBTU/HOBt puis une troisième fois avec le BOP. 

Après incorporation du mime, la déprotection de la fonction amine a été réalisée 

systématiquement en présence de thioanisole et de dibenzofurane pour éviter une réaction 

d'alkylation par les cations t-butyles. Les étapes de couplage ont été suivies par le test de 

Kaiser. Le rendement cumulatif à l'issue de la synthèse est estimé à 30%, ce qui est inférieur à 

ce qui était obtenu dans la synthèse de B 1 G non modifié (36% ), et ce, malgré un triple couplage 

systématique après l'incorporation du mime. Cela montre donc une certaine influence du mime 

sur l'efficacité des couplages. 

1.3. Clivage de la liaison peptide-résine et déprotection finale 

L'étape de clivage et de déprotection fmale a été effectuée par un traitement à l'acide 

fluorhydrique en présence des scavengers habituels et de dibenzofurane. Après coupure et 

pécipitation dans l'éther, le peptide a été solubilisé, avec quelques difficultés, dans une solution 

de chlorure de guanidinium 6M pour minimiser la formation d'agrégats qui auraient pu 

empêcher un repliement correct de la protéine. 

1.4. Conclusion 

Malgré une taille plus importante, la synthèse de B 1 G a posé globalement moins de 

problèmes que la synthèse la scyllatoxine-DBF, et ce, probablement parce que le coude ~ se 

situant côté N-terminal dans la séquence de BlG, le mime-DBF a été introduit à la fin de la 

synthèse. Ceci était différent pour la scyllatoxine où le coude ~ se situe côté C-terminal. 

Cependant, il semble que, dans le cas de la synthèse de BlG-DBF, les couplages 

suivant l'incorporation du mime aient été plus difficiles que pour la partie correspondante dans 

B 1 G. lls semblent avoir toutefois présenté moins de difficultés que lors de la synthèse de la 

scyllatoxine-DBF. La comparaison est cependant difficile, étant donné que les deux protéines 

modifiées ont été synthétisée selon deux stratégies différentes : la scyllatoxine-DBF en stratégie 

Fmoc et BlG-DBF en stratégie Boe. Mais cela peut justement expliquer cette différence. En 

effet, comme cela a été mentionné plus haut, l'étape de déprotection de la fonction amine 

nécessite, en stratégie Boe, un traitement avec une solution de TF A, ce qui a pour effet de 

gonfler considérablement la peptidyl-résine. L'efficacité des couplages peut ainsi être augmentée 

en rendant les fonctions amines plus accessibles aux réactifs. 
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2. Repliement et purification de BlG-DBF 

Le brut de coupure en solution Gnd.HCl 6 M a été analysé par HPLC. Le profil présente 

un pic fin, dont la masse, mesurée par ES-MS, correspond à celle de B lG-DBF. Le pic se 

dégage d'un massif correspondant vraissemblablement à l'agrégation de peptides tronqués 

(Figure 6). A ce stade, la protéine semblait déjà repliée. La dialyse lente de cette solution contre 

H20 n'a pas permis de modifier le profil HPLC. La purification s'est faite en plusieurs étapes : 

deux purifications successives par HPLC préparatives (colonnes CN et C18) puis une 

chromatographie par échange d'ions. 5 mg de produit pur ont été obtenus après déssalage ce qui 

correspond à un rendement global estimé à 0,7%. 

On remarque ici, en comparaison avec l'étape de repliement oxydatif de la scyllatoxine

DBF, l'avantage de l'absence:de pont disulfure, puisque la protéine se replie spontanément dès 

qu'elle est placée dans un milieu aqueux. 

"' -~ 

3. Conclusion 

.. ., 
' ~ 

"' " 

Figure 6 : Profil HPLC w 
peptide brut BlG-DBF. Colonne 

C18 Vydac, gradient: 0 à 100% B 

(B = CH3CNIH20 (8/2) 0,05% 

1FA), débit: 1 ml/min 

Dans le cas de B lG-DBF, l'influence de la présence du mime-DBF est apparue à deux 

niveaux : au moment de la synthèse, avec des couplages plus difficiles, et de la purification, 

avec des problèmes d'agrégation. 

L'hydrophobie du mime aurait pu se révéler être plus gênante pour le repliement de 

B lG-DBF, en perturbant les interactions hydrophobes qui interviennent dans les mécanismes de 

repliement. Nous avons cependant obtenu un produit qui se présente en HPLC sous la forme 

d'un pic fin, indiquant une structure a priori bien définie, qui a été étudiée par RMN. 
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CHAPITRE IV : ETUDE STRUCTURALE DE BlG·DBF 

1. Introduction 

Les résultats de l'étude stucturale sur B 1 G-DBF réalisée au laboratoire ont été obtenus 

dans le cadre d'une collaboration avec Benoît ÜDAERT. L'étude a été faite par RMN et l'influence 

de la présence du mime-DBF sur la structure tridimensionnelle de la protéine modifiée est 

évaluée par comparaison avec la structure de B 1 G (GRONENBORN et coll., 1991 ). 

2. Résultats de l'étude structurale 

2.1. Comparaison des déplacements chimiques 

Les déplacements chimiques des protons étant très sensibles à leur environnement 

spatial, ils ont constitué le premier critère d'étude de la structure de B 1 G-DBF pour mettre en 

évidence des différences structurales par rapport à B 1 G. La Figure 7 présente les différences, 

entre BIG et BIG-DBF, des déplacements chimiques des protons du squelette peptidique 

(figure 7 A) et des chaînes latérales (Figure 7 B). Il apparaît que les déplacements chimiques ne 

varient pas de plus de 0, 1 ppm, ce qui indique une structure tridimensionnelle globalement 

conservée. On observe cependant des différences plus marquées pour les protons dans 

l'environnement proche du mime-DBF et dans la partie C-terminale, région spatialement proche 

du coude~ dans BIG. Ces protons sont probablement influencés par les propriétés magnétiques 

spécifiques de la partie aromatique du mime. 

E 
a. 
a. 

0,5 

5 

Comparaison B1G et B1GDBF 

protons NH et RX 

15 25 35 45 

Résidu 

A 

E 
a. 
a. 

55 

0,5 

0 

-0,5 

-1 
5 

Comparaison B1G et B1GDBF 

protons HJ3 et Hy 

8 

[]]] G 

15 25 35 45 55 

Résidu 

Figure 7 : Différences des déplacements chimiques observées au niveau des protons du squelette (NH et Ha) 

(A) et des chaînes latérales (H~, Hy) (B) entre B lG (25°C, pH 4,2) et B lG-DBF (25°C, pH 3,3). Les valeurs 

manquantes correspondent aux résidus n'ayant pas pu être attribués (Leu 12 et Lys 13). 
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2.1. Etude des contacts NOE 

L'étude des contacts NOE permet de reconstituer les éléments de structure secondaire et 

les contacts tertiaires existant entre eux. Le résumé des contacts NOE observés dans BlG-DBF 

est présenté au Schéma 5. On y retrouve les caractéristiques classiques des éléments de structure 

secondaire : 

• contacts NOE forts de type aN(i, i+ 1) entre les résidus Thr 2 à Leu 7; Glu 15 à 

Ala 20; Val39 à Asp 47; Thr 51 à Thr 55, séquence correspondant aux brins~ dans BIG; 

• contacts NOE de type NN(i, i+l) entre les résidus Val 21 à Gly 38, et des 

contacts aMi, i+3) de moyenne intensité et aN(i, i+3) de faible intensité. Ces contacts 

séquentiels et de moyenne portée caractérisent l'hélice a. 

Ces éléments sont donc compatibles avec la présence des éléments de structure 

secondaire (hélice a et feuillet ~)que l'on rencontre dans B 1 G. 

NNO,i+1) 

aNM 

aN(i,i+1) 

aN(i,i+2) 

aN(i,i+3) 

aN Q,i+4) 

oJl O.i+3) 

o;yQ,i+3) 

2 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 

T Y K L 1 LN Gœ F L KG ET TT E A V DA AT A E K V F K Q YAN D N G V DG EW T Y D DA T KT FT V TE 

• 
* - '' 

• • o •• rr .. ~.. ..... __ _ -· ? ? ~-·· __ .__. _________ __._~-*_IL_. --11 ......-* *-·Ill.......__ ___ 

'' ·•••1=u•L -·- ----· 
* -- -··- -

......... _ .. __ _ 
-·- -

= 

Schéma 5 : Résumé des contacts NOE observés pour B lG-DBF. L'épaisseur du trait est proportionnelle à 

l'intensité des contacts et les recouvrements sont indiqués par • et par D dans le cas de recouvrement avec la 

diagonale. 

Une étude plus précise des contacts NOE présents dans la séquence correspondant au 

feuillet de B 1 G a permis de confrrrner que cette région est structurée en feuillet ~ dans B 1 G

DBF (Schéma 6). En effet, on y observe par exemple des contacts aa(i,j) : aa(47,50), 

aa(41,56) pour les brins anti-parallèles ~3 et ~4, des contacts aN(i,j) : aN(51,4) pour les brins 

parallèles~ et ~1, et ce, en plus des contacts séquentiels aN(i,i+l) mentionnés avant. 
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Une autre caractéristique de B 1 G est l'existence d'un cœur hydrophobe qui implique les 

résidus suivants: Leu 5 avec Phe 30, Trp 43 et Phe 52; Leu 7 avec Trp 43 et Tyr 33; Leu I2 

avec Val39 et Trp 43. On retrouve dans BIG-DBF le même réseau de contacts NOE montrant 

que l'insertion du mime-DBF n'a apparemment pas influencé la structure du cœur hydrophobe. 

Enfin, l'intégrité des liaisons hydrogène, autre facteur important intervenant dans la 

stabilité de BIG, a été vérifiée par une expérience d'échange H/D. Les protons subissant un 

échange lent sont indiqués au Schéma 6, et ce résultat est en accord avec ce qui avait été observé 

pour BIG. 

brin f3 2 

brin (31 

brin f3 4 

brin f3 3 

Schéma 6 : Représentation schématique des contacts NOE observés au niveau du feuillet ~. indiqués par les 

flèches. Les protons amides encadrés par un trait plein correspondent aux protons s'échangeant moins rapidement 

lors de l'expérience d'échange HID (observés après 37 h d'échange) que ceux encadrés par un trait pointillé. 

Les différents points mentionnés précédemment font donc état d'une conservation 

globale de la structure de BI G-DBF par rapport à B 1 G. 

Mais ce qui nous intéressait plus particulièrement ici était la structuration de la séquence 

correspondant au premier feuillet~ dans BIG (résidus 2-I9), sachant, comme on l'a vu dans le 

Chapitre Il, que B IG2_19-DBF ne se structure pas en feuillet ~en solution. Pour cela, outre les 

contacts caractéristiques aN (i,i+ I) observés dans cette région et compatibles avec une structure 

étendue, la présence de contacts aa(i, j) et aN(i, j) détermine la structuration en feuillet ~ en 

montrant la proximité spatiale des deux brins. De tels contacts ont effectivement été observés et 

sont par exemple: aa(2,I9), aa(4,I7), Na(5,17), aa(6,15) (Schéma 6). Des contacts de ce 
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type n'ont pas été observés à proximité du mime, l'existence d'un contact entre a.8 et a.13 ne 

pouvant pas être affirmée sans ambiguïté, à cause des largeurs de raie importantes à ce niveau. Il 

y a donc bien formation du feuillet~. correspondant à la séquence 2-19, même si les résidus 

proches du mime ne semblent pas participer à la structuration du feuillet. 

L'absence de contacts NOE entre les deux brins du feuillet à proximité du mime (Asn 8-

Gly 10 et Leu 12-Gly 15) ainsi que les largeurs de raies importantes vont dans le sens d'une 

flexibilité de la chaîne peptidique à ce niveau. Si l'on se réfère aux travaux de Kelly (présentés 

en Introduction Générale) la présence de résidus hydrophobes en position adjacente au mime 

permet la formation d'un complexe hydrophobe entre les chaînes latérales des résidus adjacents 

et la partie aromatique du mime, ce qui est nécessaire à l'établissement du feuillet p (KELLy et 

coll., 1994). Nous ne sommes pas ici dans les conditions favorables décrites par Kelly puisque 

le résidu Gly 9 n'a pas de caractère hydrophobe. Malgré la présence de Leu 12, le complexe 

hydrophobe ne semble pas se former d'où la flexibilité observée. Ce qui est remarquable ici est 

la formation du feuillet p malgré le manque de structuration locale autour du mime-DBF. 

Avec les éléments dont nous disposons c'est-à-dire une conservation globale de la 

structure, un modèle pour B 1 G-DBF, présenté à la figure 8, est proposé. 

Figure 8: Modèle de BlG-DBF obtenu après minimisation locale autour du mime-DBF. 

3. Conclusion 

La structure globale de B 1G-DBF est conservée, le mime est donc toléré dans ce 

modèle. D'autre part, nous avons vu, dans le Chapitre II, que le peptide B 1G-DBF2_19, ne se 

structurait pas en feuillet. Or ici, le feuillet comprenant les brins ~ 1 et P2 est présent dans B 1 G

DBF. Les résidus Leu 5 et Leu 7, qui interagissaient avec le mime-DBF dans B1G2_19-DBF, 

sont dans B 1 G-DBF normalement impliqués dans le feuillet et n'interagissent pas avec le mime. 

165 



BJG-DBF 

L'environnement protéique a donc fourni un ensemble de conditions favorables et 

suffisamment stabilisantes pour permettre la structuration des brins ~ 1 et ~2 en feuillet ~- On voit 

donc là confirmé l'importance des interactions non locales et du contexte dans la formation des 

feuillets ~- On rejoint en cela les travaux de MINOR et KIM ( 1994, 1996) qui, sur B 1 G, avaient 

montré que la formation des feuillets ~ étaient déterminée en grande partie par le contexte de 

structure tertiaire, plus que par des préférences intrinsèques des éléments de structures 

secondaires. 
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CHAPITRE V: ETUDE DE L'ACTIVITE BIOLOGIQUE 

1. Principe du test ELISA 

Lors de la synthèse de B 1 G un test fonctionnel, basé sur le principe des tests ELISA, a 

été mis au point au laboratoire pour mesurer la liaison aux IgG (BOUTILLON et coll., 1995). ll 

consiste à mesurer la capacité d'inhibition de la liaison d'IgG marquées à la peroxydase, à la 

protéine G recombinante fixée sur les plaques de rnicrotitration, par les protéines testées. Nous 

avons repris le même test pour l'évaluation fonctionnelle de B1G-DBF, qui a été effectuée au 

laboratoire en collaboration avec Christophe BoUTILLON. 

Au niveau expérimental, le test consiste dans un premier temps à fixer, dans les puits 

d'une plaque de rnicrotitration, la protéine G recombinante (correspondant aux domaines B 1 et 

B2). Les puits sont ensuite saturés par un tampon contenant de la caséine. En parallèle, des IgG 

de chèvre couplées à la peroxydase sont incubées avec différentes dilutions de chaque protéine à 

tester (BlG-DBF, BIG, protéine G recombinante et BSA (témoin négatif)) en présence de 

caséine. Les différentes solutions sont ensuite réparties dans les puits et incubées. Après lavage 

des puits, la fixation des IgG sur la protéine G est révélée par l'addition de dihydrochlorure d'o

phénylènediarnine, substrat de la peroxydase. La mesure de l'absorbance à 492 nm permet de 

calculer la concentration en protéine testée nécessaire pour inhiber 50% de la fixation des IgG à 

la protéine G recombinante (IC50). 

2. Résultats 

Les résultats sont présentés dans le tableau 2. 

Protéines 

Protéine G recombinante (B 1-B2) 

B 1 G synthétique 

BlG-DBF 

BSA 

2,6.10-8 

1,8.10-6 

> 10-3 

> 10-3 

Tableau 2 : Résultats des tests ELISA sur la protéine G recombinante 

comprenant les domaines B 1-B2, B 1 G obtenu par synthèse chimique, B 1 G

DBF et la BSA (témoin négatif). 
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Aucune inhibition de la fixation des IgG sur la protéine G recombinante n'est observée 

dans le cas de B 1G et de la BSA, alors que l'on observe une IC50 de 2,6.10-8 mol.l- 1 et 1,8.10-8 

mol.l-1 pour la protéine G recombinante et B 1 G respectivement. 

Dans les conditions du test, B1G-DBF ne reconnaît donc pas les IgG. 

* Nous pouvons émettre plusieurs hypothèses face à ce résultat : 

• l'interaction de B 1 G avec les IgG de chèvre se ferait avec le fragment F ab de l'lgG et 

impliquant le brin ~2 de B1G-DBF comme indiqué dans le paragraphe 2.3. du Chapitre 

1. L'interaction B1G-DBF/Fab pourrait être déstabilisée par le manque de structuration 

autour du mime-DBF ce qui expliquerait la non reconnaissance. 

• l'hydrophobie de B1G-DBF peut être à l'origine d'une mauvaise solubilisation de B1G

DBF dans la solution du test (titration faussée) ou d'une interaction avec la caséine par 

exemple qui est une protéine servant à interagir avec la paroi en plastique des puits; 

• dénaturation de B1G-DBF dans les conditions du test: pH et température; 

* Pour analyser ces hypothèses, nous pouvons envisager les possibilités suivantes : 

• tester des IgG d'autres espèces pour lesquelles on sait quel fragment (Fe ou Fab) 

interagit avec B1G: c'est le fragment Fe pour les IgG humaines et le fragment Fab pour 

les IgG de souris. Cela permettrait de répondre au premier point; 

• utiliser la technologie BIACORE, ce qui nous permettrait de nous affranchir des 

problèmes d'interaction avec la caséine, ou de solubilisation puisque des solutions très 

diluées sont utilisées; 

• étudier la stabilité de B1G-DBF sur une large gamme de pH et de température par 

dichroïsme circulaire, pour étayer la troisième hypothèse. 

3. Conclusion 

En regard des tests effectués, on ne peut malheureusement pas tirer de conclusions 

certaines sur la non reconnaissance des IgG par B1G-DBF. Des expériences complémentaires 

doivent être faites pour en connaître la cause et déterminer si elle est d'ordre structural (flexibilité 

de la chaîne peptidique dans la région du mime-DBF) ou si elle est inhérente aux conditions du 

test. 
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CHAPITRE VI : DISCUSSION SUR L'INCORPORATION DU MIME·DBF DANS BlG 

En résumé, le peptide isolé correspondant au fragment N -terminal de B I G (B I G 2_19) ne 

se structure pas en feuillet~ dans l'eau et le peptide modifié avec le mime-DBF (B IG2_19-DBF) 

ne se structure pas non plus. Mais dans le contexte du domaine entier BIG-DBF, la séquence 

correspondant aux résidus 2-I9 se replie en feuillet ~ avec cependant une certaine flexibilité 

autour du mime, due à l'absence d'un complexe hydrophobe entre la partie aromatique du mime 

et les chaînes latérales des résidus adjacents. Ceci est donc un exemple supplémentaire de 

l'importance du contexte dans le repliement et la structuration des protéines. 

Si l'on se réfère aux travaux publiés sur BIG, on dispose d'un faisceau d'informations 

permettant de mieux comprendre son repliement. 

Les études menées sur BIG sur la dynamique du squelette peptidique par corrélation 1 H-
15N en RMN, ont pu mettre en évidence, malgré une rigidité globale de la molécule, des endoits 

de la séquence présentant une plus grande flexibilité (BARCHI et coll., I994). Ces endroits sont 

essentiellement situés au niveau des tournants et des boucles, probablement dû au fait que les 

résidus correspondant sont peu impliqués dans des interactions avec d'autres résidus. D'autre 

part, les brins externes du feuillet (brins ~2 et ~3) et en particulier le brin ~2 sont plus mobiles 

que les brins internes. Les auteurs ont également observé, pour le brin ~2, un nombre 

significatif de résidus présentant des largeurs de raies importantes. 

Les expériences d'échange H/D vont dans le même sens (ORBAN et coll., I995). Elles 

confirment que le brin ~2 est le moins stable. Parmi les protons s'échangeant le moins 

rapidement, on trouve en particulier ceux des résidus des brins ~3 et M. Ce résultat, avec les 

calculs sur ~G suggèrent la présence de structures résiduelles dans l'état déplié correspondant 

au feuillet des brin ~3 et ~. 

Les travaux de BLANCO et SERRANO apportent de plus des informations sur les éléments 

de structure secondaire isolés. lls ont montré que le peptide correspondant au feuillet des brins 

~3 et ~présente, en solution dans l'eau, environ 40% de structure en feuillet ~ d'après les 

résultats de dichroïsme circulaire et de RMN (BLANCO et coll., I994b ). Par contre, les peptides 

correspondant au feuillet des brins ~I et ~2 et à l'hélice a. se révèlent être essentiellement 

instructurés dans l'eau (BLANCO et SERRANO, I995). 

C'est dans une publication très récente que BLANCO et coll. ( I997) font le point sur les 

hypothèses concernant les mécanismes de repliement de BIG. Ils proposent l'intervention d'un 
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collapse hydrophobe localisé au niveau de la partie N-terminale de l'hélice et du second feuillet ~ 

(brins ~3 et 134) qui viendrait stabiliser la formation des éléments de structure secondaire de cette 

région. Le fait que les peptides isolés correspondant à la partie N-terminale de l'hélice (BLANCO 

et coll., 1997) et le feuillet C-terminal (brin ~3 et ~4) (BLANCO et coll., 1994b) se structurent 

dans une certaine proportion en solution, suggèrent qu'un collapse hydrophobe global de la 

protéine n'est pas nécessaire pour la formation des éléments de structures secondaires dans cette 

région. L'analyse des comportements des peptides isolés ne peut pas décrire le repliement de la 

protéine mais pour B 1 G, les résultats indiquent que la formation de certains éléments de 

structure secondaire peuvent intervenir avant le collapse global de la chaîne polypeptidique avec 

le seul concours d'interactions locales (BLANCO et coll., 1997). Les interactions non-locales 

peuvent permettre quant à elles la formation des éléments de structure secondaire restant et en 

particulier le feuillet N-terminal (brins ~1 et ~2). 

C'est cet aspect qui apparaît dans les résultats de notre travail où un peptide 

essentiellement non structuré en solution (B 1 G2_19-DBF) se structure en feuillet ~ sous 

l'influence du contexte tertiaire protéique et donc des interactions non locales. La formation de 

ce feuillet est donc plutôt due à l'importance des contacts tertiaires qu'à un rôle nucléateur du 

mime-DBF. 

Une question majeure reste à étudier : la stabilité. Ces études permettront de déterminer 

dans quelle mesure le mime-DBF vient stabiliser la protéine et des études de dynamique 

moléculaire, accompagnées d'expérience de RMN et dichroïsme circulaire pourront fournir des 

informations quant à des différences possibles sur les mécanismes de repliement entre B 1 G et 

B1G-DBF. 
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CONCLUSION DE L'INCORPORATION DU MIME DE COUDE ~A 

STRUCTURE DIBENZOFURANE DANS LES DEUX MODELES D'ETUDE 

L'incorporation du mime-DBF a été réalisée dans deux modèles : la scyllatoxine et B 1 G 

qui sont deux protéines trouvant leur stabilité dans deux facteurs différents. La scyllatoxine est 

stabilisée par la présence de trois ponts disulfure et B 1 G par un cœur hydrophobe. La 

compatibilité du mime-DBF dans ces deux structures a été démontré puisque dans les deux cas 

la structure globale est conservée. 

La synthèse des protéines modifiées avec le mime-DBF s'est révélée être difficile 

notamment à cause de l'hydrophobie du mime et sa nature rigide. Une approche de synthèse 

convergente permettrait peut être d'optimiser la synthèse des protéines modifiées en évitant le 

problème des couplages plus difficiles après l'incorporation du mime. 

La purification et le repliement des protéines modifiées ont elles aussi été gênées par la 

nature hydrophobe du mime-DBF. En cela, le mime-DBF possède un désavantage et c'est un 

des points qui participent au fait qu'il ne constitue pas un mime idéal. 

Le mime-DBF a été particulièrement bien décrit par KELLY et coll. dans des peptides. Les 

conditions requises pour la nucléation du feuillet ~ consistaient en la présence de résidus à 

chru"ne latérale hydrophobe, en position adjacente au mime (positions i et i+3 du coude ~), 

formant un complexe hydrophobe avec la partie aromatique du mime. Cette interaction vient 

aider à la formation de la première liaison hydrogène et l'établissement du feuillet ~. Or, nous 

n'étions pas dans les conditions optimales de la nucléation du feuillet~ dans chacun des deux 

modèles. En effet, la scyllatoxine possède, à part un résidu Ile en position i du coude, un résidu 

Lys dont on ne pouvait prévoir le comportement. Cependant, nous avons pu constater la 

formation d'un complexe hydrophobe entre les chaînes latérales de Ile 22 et Lys 25 et la partie 

aromatique du mime. Le contexte de la protéine, la stabilisation apportée par la présence des 

ponts disulfure et/ou la présence de Ile 22 ont permis la formation du feuillet ~· 

Dans le cas de B 1G, les résidus en position i et i+3 étaient respectivement Gly 9 et Leu 

12. Pour le peptide B 102•19-DBF, il est effectivement apparu que les conditions nécessaires à la 

formation du feuillet~ n'étaient pas remplies puisque le peptide ne se structure pas en feuillet ~. 

Il n'y a pas formation de complexe hydrophobe et a priori pas de liaison hydrogène entre le CO 

de Gly 9 et le NH de Leu 12. Les conditions requises par Kelly ne sont donc pas remplies pour 

permettre la nucléation du feuillet~· Or, il y a formation du feuillet~ dans le contexte tertiaire de 
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la protéine. Cela montre de manière encore plus évidente l'importance du contexte protéique et 

des interactions non locales. 

Il faut donc souligner ici que les règles et les conditions mises au point sur des peptides 

pour étudier et/ou permettre la structuration des feuillets ~' ne reflètent pas le contexte plus 

complexe d'une protéine où des interactions tertiaires peuvent intervenir comme facteur 

stabilisant. 

Du point de vue plus large de l'ingénierie des protéines, nous avons pu montrer que 

l'incorporation d'un élément non naturel fournit des informations importantes sur la faisabilité 

même de la synthèse chimique de protéines modifiées, mais également des éléments 

d'information sur le repliement. 

171 



PUB LI CATION 

Incorporation of a [3-turn mimic in the N-terminal fragment of the 

Bl domain of streptoccocal protein G 

Oleg MELNYK, Christophe BOUTILLON, Lynda DRAFFAN, Benoît ÜDAERT, 

Fabienne JEAN, Guy Lippens et André TARTAR 

Accepté pour publication dans Letters in Peptide Science. 



Incorporation of a ~-turn mimic in the N-terminal fragment of the 

Bl domain of streptoccocal protein G. 

Oleg Melnyk*, Christophe Boutillon*#, Lynda Draffan*, Benoît Odaert*, Fabienne 

Jean*, Guy Lippens* and André Tartar*# 

* Laboratoire de Chimie des Biomolécules associé au CNRS, URA 1309, Institut Pasteur de Lille 1 
Institut de Biologie de Lille 1, rue du Professeur Calmette 59019 Lille, France. 
#Faculte de Pharmacie de Lille, 3 rue du Professeur Laguesse 59000 Lille, France. 

SUMMARY 

A dibenzofuran based ~-turn mimic has been incorporated in the B I2•29 fragment 

of the BI domain of streptoccocal protein G. This amino acid sequence adopts a ~-

hairpin structure in the complete BI domain (BI 2.56). The modified peptide was studied 

by CD and NMR spectroscopy and its solution behaviour compared to the 

conformation adopted by the same sequence in the modified BI domain. 

Key words : ~-turn mimic, B 1 domain, protein engineering 

INTRODUCTION 

The recent progress made in the total synthesis of proteins allows the 

construction of new proteins including non peptidic moieties. The objectives of these 

studies are dual. First of ali, these methodologies can be applied to the synthesis of 

macromolecules possessing an enhanced biological activity, an improved thermal or 

metabolic stability. Another more fundamental aspect we are interested in is the 
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possibility to better understand the rules controlling the 3D arrangement of these new 

molecular objects. 

Recently, Kelly and coworkers pub li shed the synthe sis of a ~-turn mimic derived 

from dibenzofuran (DBF, Fig. 1 )1
• From its insertion in several peptide models, the 

authors concluded a general rule for its capacity to induce a ~-hairpin in aqueous 

solution: the amino acids adjacent to the mimic need to be hydrophobie like leucine or 

valine. The hydrophobie cluster formed when the side chains stack to the DBF moiety 

serves as a nucleation site for the antiparallel ~-sheet. Our objective was to incorporate 

by chemical synthesis the DBF into small protein models in order to study the influence 

of the insertion on the 3D structure and on the biological activity. The small size of the 

protein models chosen assured the accessibility to peptide synthesis and NMR 

analysis. They contained also the major secondary structure elements and a solvent 

exposed B-tum. A last criterium was an easily detectable biological activity not 

involving the ~-tum that can serve as a useful probe to test the integrity of the 3D 

structuration. The first model compatible with the above criteria was scyllatoxin, a 31 

amino acid scorpion toxin stabilized by 3 disulfide bridges. Whereas the incorporation of 

the DBF led to a folded bioactive molecule2
- proving the compatibility of the DBF with 

a protein fold - its influence on the stability of the molecule could not be easily 

determined due to the presence of the disulfide bridges. In order to investigate further 

the stability, a second model was chosen, the B 1 domain of streptoccocal protein G 

(B 12•56). This 55 amino acid protein is devoid of disulfide bridges but highly stabilized 

by a compact hydrophobie core and an extensive hydrogen-bonding network3
, and 
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consists of a central a-helix packed against a four stranded ~-sheet fold. The known 

biological activity of B 12.56 is the binding to IgG4
. The folding pathway of this prote in 

has been extensively studied by analysis of various isolated fragments in solution5, and 

the N-terminal fragment B12.19 was found to adopt a set of transient ~-hairpin 

structures. We decided to incorporate the DBF in this fragment as a preliminary study 

for the modified protein. 

MATERIALS AND METHODS 

(DBF 10
-

11)B1 2.19 (Fig. 1) was synthesized using the Boc/benzyl strategy on 0.5 

mmol of a N-a-t-Boc-L-glutamic acid y-benzyl-ester-PAM resin (0.71 mmol/g). Side 

chain protecting groups were as follow : 0-benzyl for threonine, y-cyclohexyl ester for 

glutamic acid, N-e-2-chloro-Z for lysine, ~-trityl for asparagine, 0-2-bromo-Z for 

tyrosine. The DBF was synthesized according to the published protocol1 and replaced 

Lys10 and Thr11 in the B1 2.19• The DBF was coupled twice with 1.5 eq. of activated 

Boc-DBF using 2-(1H-benzotriazolyle-1-yl)-1, 1 ,3,3-tetramethyluronium (HBTU) and 

1-hydroxybenzotriazole (HOBt) in the presence of N,N-diisopropylethylamine (DIEA) 

(1.5 eq.: 1.5 eq.: 4.5 eq.) in NMP/DMF (5: 2) for 5h and in NMP/DMF/DMSO (3: 2: 2) 

for 12h respectively. After the DBF incorporation, the Boe deprotection steps were 

performed twice with TFA/CH2Cl2 (1: 1) containing thioanisole (1% by vol.) and 

dibenzofuran (2.5 eq.) to avoid the alkylation of the mimic. After HF cleavage and 

deprotection, (DBF10
"

11)B1 2.19 was purified by RP-HPLC and identified by TOF

PDMS (m/z expected 2047.3; found 2047). 
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CD spectra were measured using 0.1-cm-pathlength quartz cell on a Jasco 710 

spectropolarimeter calibrated using 0.06% (+)-10-camphorsulfonic acid (by mass) 

solution. 

Ali NMR spectra were acquired on a Bruker DMX 600 MHz spectrometer. 

Chemical shifts were referenced relative to internai trimethylsilyl-2,2' ,3,3' -D-propionic 

acid sodium salt. 

RESULTS 

Previous results have shown that the native fragment B1 2•19 in H20/TFE (70: 30) 

at pH 3.0 and 5 o C adopts a set of transient ~-hairpin structures6. However, NMR 

studies ofB1 2•19 revealed that the ~-tum was shifted by one residue as compared to the 

native ~-turn found in the protein. For (DBF10
"
11)B 12•19, the shape of the CD curve in 

water at pH 3.0 and 5 o C was compatible with a peptide adopting essentially the 

random coi! conformation (Fig. 2a). The addition of 30% of trifluoroethanol induced a 

significant change of the CD curve, but the minimum between 210 and 220 nm, 

characteristic of antiparallel ~-sheets, was absent. More important! y, the aggregation 

behaviour ofboth peptides was clearly different. B1 2•19 was found to be monomeric at a 

concentration up to 5 mM in 30% TFE at 5o C and pH 3.0. On the contrary, the NMR 

spectra of the modified (DBF10
"

11)B1 2•19 in the same conditions at 0.6 mM showed a 

poor linewidth, and after a few weeks, we observed a decrease of the signal intensity on 

the same sample. The aggregated state of the peptide was even more evident with the 5 

mM sample for which precipitation occured rapidly within a few hours. 
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As the (DBF10-IJ)B1 2_19 peptide eluted as one sharp peak during the RP-HPLC 

purification, characteristic of a well-defined state, we decided to study its behavior in 

33% aqueous acetonitrile at pH 1.8 and 5 o C. The CD curve of (DBF 10
-
11)B1 2•19 

showed a well-defmed minimum at 215 nrn (Fig. 2b). This minimum was not observed in 

the CD spectrum of the native B1 2•19 solubilized in the same conditions. The NMR 

samples of (DBF 10
-

11 )B1 2•19 at 0.6 and 5 mM in 33% aqueous acenonitrile were stable 

and showed identicallinewidths and chemical shifts. However, no backbone (Ha-Ha or 

NH-NH) or side chain-side chain interstrand contacts were observed in the NOESY 

spectra, indicating that the minimum at 215 nrn obtained in the CD sprectrum was not 

due to a ~-sheet conformation but probably to sorne residues of the modified peptide 

adopting an extended conformation. Moreover, HID exchange experiments showed that 

(DBF10
"
11)B1 2•19 was most probably not monomeric in solution. Indeed, the backbone 

amides from Lys4 to Leu7 were still detected after 15 hours dissolution in D20/CD3CN. 

Despite the probable aggregation state of the peptide, sorne useful informations 

could be obtained from the analysis of the NOE connectivities (Fig. 1). We could detect 

NOE contacts between the aromatic proton H3 and the side chain methyl groups of Leu7 

and/or Leu5• The o protons of Leu7 and Leu5 were not shielded relative to the same 

protons in the native peptide. These hydrophobie interactions were for this reason 

probably transient. On the other hand, the side chain of Leu12 showed strong NOE 

contacts with H8, and its ô protons were highly shielded. Both factors reflect an efficient 

hydrophobie contact. The conformation adopted by this part of the peptide is in good 

agreement with the model developed by Kelly and co-workers. 
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DISCUSSION AND CONCLUSION 

For practical reasons of chemistry, most ~-turn mimics have been evaluated upon their 

capacity to induce or to maintain the structure of small peptides rather than proteins as 

defmed by a stable tertiary structure. In the case of DBF, these studies have led to 

define a stringent requirement for the nature of the flanking residues. From this point of 

view, the choice ofthe Gly9 and Leu12 residues flanking the mimic in the B 1 domain of 

protein G was not optimal, and the replacement of the Gly by a hydrophobie amino 

acid would have been the method of choice in the framework of protein engineering. Our 

question, however, was to investigate whether the complete protein sequence would be 

able to overcome the flexibility ofGly. We therefore decided to maintain the Gly in the 

turn. As the isolated B1 2_19 N-terminal fragment in solution adopts a set of transient ~

hairpin conformations, we first evaluated the influence of the DBF insertion in positions 

1 0 and 11 of this peptide. 

For (DBF10-
11)B1 2_19, the rules established by Kelly and coworkers proved to be valid. 

The absence of a hydrophobie amino acid in place of Gly9 led to a hydrophobie stacking 

between the DBF aromatic moiety and the side chains of Leu7 and/or Leu5• The lack of 

interstrand connectivities confmned that in this unfavorable context, the DBF has not 

led to the formation of a stable ~-hairpin. Moreover, the dominant hydrophobie 

character of the aromatic moiety led to important problems of aggregation, even in the 

presence of co-sol vents such as trifluoroethanol or acetonitrile. 
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Interestingly, upon insertion of the DBF in the same position but in the full length 

sequence B b.56, the results were radically differene. NMR data collected for this 

(DBF10"11)Bb.56 molecule agree weil with a conserved 3D structure, except in the DBF 

containing region located between Asn8 and Gly 14 where a lack of NOE connectivities 

and line broadening was observed, indicating an increased flexibility when compared to 

this turn region in the native B 12•56 domain. It should be noted that for severa! pro teins 

denatured in solution, native-like hydrophobie clusters have been observed which are 

probably involved in the early stages of the folding process8
• The highly hydrophobie 

character of DBF and the non native clusters found in the (DBF 10
-

11 )B1 2.19 might 

therefore weil interfere with the early stages of the folding process of the protein. 

Nevertheless, (DBF 10"11)B12.56 adopted the correct fold, without major perturbation of 

the hydrophobie core of the protein and with the presence of the N-terminal !3-hairpin. 

This latter observation was radically different from our results on the isolated (DBF 10-

11)B12.19 were no such structuration was detected. 

In a parallel study, the DBF replaced the two central residues of the tum (Gly23 and 

Asp24) in scyllatoxin, a 31 amino acid scorpion toxin stabilized by 3 disulfide bridges. In 

this environment, it formed a hydrophobie cluster with Ile22 and Lys25 • This situation 

was not expected on the basis of the studies performed by Kelly et al. on 

heptapeptides. While the presence of a lysine adjacent to the DBF was not a priori a 

favorable case, the (DBF23-24)scyllatoxin still conserved the 3D fold of the native toxin. 

CONCLUSION 
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In conclusion, the work described here shows that the structural influence of a p-turn 

mimic (DBF) can be different in small peptides and in proteins. In small peptides, a p

turn mimic needs to be compatible with the reversai of the peptide chain and more 

importantly, must contribute to the stability of the P-sheet conformation. In proteins, it 

should be possible to design p-turn mimics which are only geometrically and sterically 

compatible with the protein, the stability of the construction being mainly determined 

by the tertiary contexë. The evaluation of P-tum mimics in small peptides therefore 

could lead to overestimate the criteria necessary for a good replacement of the native p

tum in the protein context. The study of the incorporation of DBF in our two models 

shows that proteins seem to be very tolerant to such modifications from the folding 

point of view. 
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Figure captions 

Fig. 1. DBF ( 4-(2-aminoethyl)-6-dibenzofuranpropionic acid, [3-sheet nucleator designed 

by Kelly et a/.1
) and (DBF10

"
11)B1 2•19, an analog of 81 2•19 in which DBF replaces Lys 10 

and Thr1 J. with selected NOE connectivities and chemical shifts in ppm (peptide S mM 

in H20/CD3CN (66: 33) at pH 1.8 and soc). 

Fig. 2. CD spectra ofB1 2•19 and (DBF10
"

11)B1 2•19• The concentration was 7S JlM (S 0 C). 
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PARTIE IV 

COUPLAGE DE FRAGMENTS 

AVEC UN NOUVEAU REACTIF DE COUPLAGE 

Le travail présenté ici a été effectué dans le cadre d'un stage de trois mois dans le 

laboratoire dirigé par le Professeur Ramage à l'Université d'Edimbourg. Nous nous sommes 

intéressés plus particulièrement au couplage de fragments reposant sur le principe de la méthode 

« azide » avec l'utilisation d'un nouvel agent couplant, HOCt, mis au point au laboratoire. 

Dans un premier temps, nous verrons le principe de la méthode azide. Celle-ci nécessite 

l'utilisation d'un peptide portant une extrémité C-terminale hydrazide. Le peptide hydrazide a pu 

être préparé grâce à une résine, fonctionnalisée par un bras espaceur ou « linker » portant un 

groupement hydrazine. D'autre part, le nouvel agent couplant, HOCt, a prouvé son utilité dans 

le cadre de synthèses peptidiques linéaires. ll était ainsi intéressant de voir quel peut être son 

efficacité dans le cadre de couplages de fragments, réputés difficiles. Enfin, une technique de 

purification développée au laboratoire, basée sur l'utilisation d'un groupement analogue au 

groupement Fmoc, TbFmoc, sera présentée. 
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Introduction 

One of the aspects developed in Professor Ramage Laboratory is to design new 

methodologies in order to synthesize large proteins (150 residues or more). The synthesis of 

large proteins may be envisaged with different strategies: stepwise solid phase method, or 

fragment coup ling via an amide or a non-amide bond ( chemicalligation). In any case, the use of 

the most efficient coupling agent is required. This led to the development of a new coupling 

agent, HOCt. 

First of all, the principle of the azide method will be described. This method requires the 

use of a hydrazide derived peptide that is easily prepared from a resin, functionalised with a 

hydrazine linker. On the other hand, the novel coupling reagent HOCt has proven its efficiency 

for linear synthesis and it was interesting to see how it would improved the rate of fragment 

coupling, known to be slow. Finally, a purification technique based on the use of an analogue 

of the Fmoc group, TbFmoc will be presented. 

The aim was to test the efficiency of HOCt in the case of fragment coupling, using the 

well described azide method. The chosen target was the Human Proinsulin C-Peptide (positions 

33-63 of proinsulin) (IGANO et al., 1981) and the envisaged coupling strategy is indicated 

Scheme 1. 
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TbFmoc-NH-E A E D L Q V G Q V E L G G -CO- NH-NH2 

Hydrazide fragment 

1 

conversion to azide with 
Honzi-Rudinger method 
(t-ButyiONO 1 HCI) 

+ -
TbFmoc-NH-E A E DL Q V G Q V EL G G -CO- N=N=N 

j conversion to HOCt ester 

~ COOEt 
TbFmoc-NH-E A E DL Q V G Q V EL G G -C-O -N.Ay' 

~N 

NHz-G P GAGS L Q PL ALE G S L Q-OH 

Amine fragment 

2 

TbFmoc-NH-E A E DL Q V G Q V EL G G G P GAGS L Q PL ALE G S L Q-OH 

Scheme 1 

1. Fragment coupling 

A major drawback of solid phase stepwise elongation is the decrease in coupling yield 

occuring during the synthesis especially when a large number of residues are to be coupled. To 

overcome this problem, fragment condensation was used and its main advantage lies in the 

convergent nature of this type of synthesis (LLOYD-WILLIAMS et al., 1993). 

However, one limitation of the method can be the relative insolubility of the protected 

fragments to couple. That's why minimally protected fragments are now used. Only the most 

reactive functions like the strongly nucleophilic ENH2 of Lys and -SH of Cys must be protected. 

But this implicates a regioselective activation of the C-terminal carboxylic acid function. 

Different methods were employed for such an activation. One of them is the azide method, 

described in the next section. 
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Another problem which has to be mentioned is the possible racemisation of the C

terminal amino acid being activated. That's why, in most cases a Gly is chosen as the site of 

coupling and also to minimize steric interaction during coupling. 

1.1. The azide method 

Among the different methods utilizable for fragment coup ling (LLOYD-WILLIAMS et al., 

1993), the azide method was first introduced by Curtius at the beginning of the century, for the 

formation of peptide bond (CURTIUS, 1902). This method remains nevertheless widely used, 

essentially for the following reasons: the starting materials (hydrazide peptides) are easily 

prepared, low racemisation rate is observed and it requires minimum side chain protection as the 

C-terminal function is selectively activated. However, a drawback of the method is long reaction 

time implying the occurrence of side reactions. The main side reactions observed are amide 

formation during azide formation and Curtius rearrangement during azide coupling (Scheme 2). 

One way to avoid them is to use a more efficient coupling agent able to increase the rate of 

coupling. The new coupling agent tested here for fragment coupling is HOCt, presented in 

paragraph 2. 

0 0 OH Q 0 
Il No+ 11 Il 1 _ -H:lO 11 • + R'-NH2 Il 

R-C-NH-NH2- R-C-NH-NH-N:O ~ R·C-N-N=N-OH - R-C-N-N::N R-C-NH-R' 
-N3 

' 0 
Il 

R-C-NH2 
amide 

Scheme 2 

·N2 : 

Curtius 

' 0 
Il(; 

R-C-N v'-

' R-N=C=O 

R'-NH2 

' 0 
Il 

R-NH·C-NH-R' 

urea 

The formation of azides requires acidic conditions like HCl in DMF or in the mixture 

DMF and isopropanol, or TFA in DMF. The azide is then formed rapidely upon addition of 

sodium nitrite or an organic nitrite such as t-butyl nitrite. The azides being unstable molecules, 

low temperatures are needed and they are not isolated, but reacted in situ immediately after their 

preparation. 
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The different parameters intervening in the formation of side products (amide formation) 

were studied in detail by HONZL-RUDINGER ( 1961 ). The authors indicated that the optimal results 

are obtained at low temperature, in homogeneous solution, at high acidity and with an organic 

nitrite (t-butyl nitrite). The method described by HONZLRUDINGER was used here. 

1.2. The hydrazine linker 

The preparation of hydrazide fragments, which can be transformed in azide by the azide 

method, is greatly facilitated by the use of the "hydrazine linker'' (RAMAGE et al., 1993). 

Hydrazide peptides are directly obtained after the cleavage of the resin-peptide bond. The linker 

has been designed to be compatible with Fmoc/acid-labile side chain strategy. lt is based on the 

dibenzocyclohepta-1 ,4-diene system and allows not only the preparation of hydrazide peptides 

but also diverse functionalisations as indicated Scheme 3. 

NHNHBoc NHFmoc 

Scheme 3 

The different linkers have proven their remarkable effectiveness by application to the 

synthesis of the corresponding C-terminal derivatized peptides (RAMAGE et al., 1993). 

2. HOCt: a novel coupling reagent 

The design of HOCt was based upon the HOBt system in order to further improve 

coupling efficiency without loss of chirality of the activated amino acid. Two main 

considerations were taken into account: steric effects should be minimised and the activated 

group should be a good leaving group namely be a stronger acid than HOBt. Investigations 

carried out within the laboratory led to the preparation of HOCt (1-hydroxy-4-ethoxycarbonyl-

1,2,3-triazole) (Scheme 4). 
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Racemisation studies indicated that no racemisation occurs on HOCt-activated amino 

acids except in the case of His, known to be problematic. The racemisation of His may be due, 

in addition to the oxazolone formation, to an abstraction of the a proton by the nitrogene of the 

imidazole group (Scheme 5). 

A{ 6~R' 
R-HN!/P --R-HN~~ê) 
~ 0 

R' 

~~ CH'N 
R-HN_., )r-x 

0 

Scheme 5 

The racemisation problem of His was solved by using 2 eq. of HOCt. Indeed, due to its 

acidic nature (pKa=2.1), HOCt protonates the 1t nitrogene of the imidazole group, thus 

preventing abstraction of the a proton. 

HOCt/DIC has shown its efficiency: it appeared as good in single coupling procedure as 

HOBt/DIC double coupling. Moreover, its use for the stepwise synthesis of proteins allows the 

synthesis of a 146 residue protein (human leptin for exemple) by single coupling. Considering 

these very promising results, it was tempting to test HOCt efficiency on fragment coupling. 

3. Use of TbFmoc 

One of the problems met in solid phase peptide synthesis is, as a consequence of non

quantitative yield, the presence, when a systematic acetylation of the unreacted amine is 

performed after the coupling step, of truncated fragments in the crude mixture after the final 

cleavage. This problem is especially important for the synthesis of large polypeptides. High 

resolution purification methods are thus needed to eliminate the undesired truncated peptides 

from the target molecule. Another approach was developed within the laboratory which consists 
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in using the high affmity of a Fmoc analogue for porous graphitised carbon (PGC). The 

TbFmoc group (tetrabenzo[a,c,g,i]fluorenyl-17-methyloxycarbonyl) was thus designed and 

synthesized (RAMAGE et al., 1992): 

The interesting features of TbFmoc rely on the fact that it possesses the advantages of 

the Fmoc group (deprotected with piperidine), has an affinity for carbon rendering easier, a 

priori, the purification steps and an absorption coefficient (at 364 nm) allowing a specifie 

purification or the monitoring of reactions with TbFmoc-protected fragments. These 

characteristics are summarised in Scheme 6. 

Cleavage from the resin 

aa1-aa2-aa3-aa4-COCH3 

aa1-aa2-COCH3 o ~ ~ ;; 
aa 1 -aa2-aa3-aa4-aa~ 0 

Crude peptide 
mixture 

r; ' aa1-aa2-aa3-COCH3 '1 -

Affinity purification 1 
oncarbon 

1 

1 - Elute deletions 
2 - Deprotect TbFmoc and 
elute desired sequence 

Scheme 6 
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TbFmoc is introduced on completion of the synthesis, replacing the N-terminal Fmoc 

group. The presence of TbFmoc labelled peptides allows an easy monitoring of the fragment 

coupling procedure. Indeed, the starting hydrazide fragment, its derivatives (activated species) 

and the coupling product can be seen at 364 nm during the monitoring of the reaction by RP

HPLC. 

4. Results 

4.1. Preparation of the hydrazine linker 

We were here interested in the synthesis of hydrazide linker that would allow us to 

obtain a hydrazide fragment, subsequently transformed in azide for the coupling reaction. The 

synthesis of the hydrazine linker was performed according to Scheme 7. 

1) CsOH 
t-BuOHIH20 

~ (1/1) 10min 

~H-2_)_G)-__ C_H_2"_C_I -

3 

NH2NHBoc 
benzene sulfonic 

a cid 

DCM 
24 h 

DMF 
Sdays 

NH-NHBoc 

~ 
~ol 

6 ~ 

Fmoc-Giy-CI 
DCM 

1.5 h 

Scheme 7 

~0 
5 ® 

The monitoring of the different steps was made possible using different analyses. The 

loading of the linker on Merrifield resin was measured by chlorine analysis on 4, the presence 

of the desired function -OH (in the case of 5) by IR analysis (KBr dise), and the hydrazide (in 

the case of 6) by nitrogene analysis. 

For the loading of the frrst amino acid (preparation of 7), the glycine residue had to be 

coupled under its acyl chloride form. Indeed, the initial acylation is very slow due to the steric 

hindrance of the adjacent NH-Boc substituent. The Boe group is removed together with the 

other acid labile si de chain protections during the final cleavage with TF A. 
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4.2. Preparation of the hydrazide fragment 1 

The synthesis of the hydrazide fragment 1 (Scheme 1) was performed on an autornatic 

synthesizer, using the resin functionalised with the hydrazine linker and HOCt as coupling 

agent. Upon completion of the synthesis, the N-terminal Fmoc group was removed and 

replaced by TbFmoc group. The final cleavage and deprotection step was then carried out in 

TF A and the usual scavengers. As soon as the TbFmoc-protected hydrazide peptide was cleaved 

from the resin, the attempts to dissolve the peptide in different types of sol vents (H20, CH3CN, 

DCM, TFE, MeOH, Gnd.HCl, etc) were unsuccessful. Only DMF appeared to be the best 

solvent to dissolve the peptide after 1h30 sonicating, and the solution was almost clear. So it 

was decided to use the crude peptide for the fragment coupling reaction, hopefully the activated 

species could be more soluble. The TbFmoc-hydrazide peptide was nevertheless characterized 

byFABMS. 

4.3. Preparation of the amine fragment 2 

The amine fragment was synthesized classically using the Fmoc/t-Butyl strategy on an 

automatic synthesizer. Single couplings were performed and HOCt was used as the coupling 

agent. Upon completion of the synthesis, the peptide was cleaved from the resin and 

deprotected with aqueous TFA. The amine fragment was then purified by RP-HPLC. 

4.4. Reaction of fragment coupling 

Ali the experiments of fragment coupling were performed following the HoNZL

RUDINGER method. The frrst experiment was carried out without HOCt and served as a reference 

(experiment 1). 

As mentioned above, the hydrazide peptide appeared very insoluble in the solvents 

commonly used, but was nevertheless dissolved in DMF after being sonicated for 1h30. The 

solution was then cooled to -20°C and acidified with HCl in dioxane. The azide was formed by 

addition of t-butyl nitrite at -15°C. After 10 min, HOCt was added and 10 min later, the amine 

fragment (experiment 2). 

In a third experiment, HOCt and DIEA in equimolar quantity, were added together to the 

reaction mixture (experiment 3). 
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The fourth experiment allowed the reaction with HOCt for a longer time (20 min) before 

the addition of the amine fragment (ex periment 4 ). 

The monitoring of the reaction was performed by RP-HPLC at 214 nm and 364 nm 

owing to the presence of the TbFmoc group. RP-HPLC traces were recorded at different time: 

just before the introduction of the amine fragment, after 5 min, 1 h, 3 h, 17 h, 24 h, 48 h, 3 

days, 4 days or 5 days. In ali cases, the same type of profile was obtained (see RP-HPLC traces 

in the experimental section). We could observe a decrease of the first peak, corresponding to the 

first product eluted, and the apparition of a new peak having a signal at 364 nm indicating the 

presence of TbFmoc. These promising results were desappointing when the corresponding 

peaks were analysed by MALDI-TOF MS. Peak 1 was corresponding to the amine fragment but 

the peak 2 had the same molecular mass, despite the signal at 364 nm (indicating the presence of 

TbFmoc). Apparently, TbFmoc was cleaved during the MS experiment. The evolution observed 

on the RP-HPLC traces seemed to be actually due to the protection of the amine fragment by 

TbFmoc. This supposes the presence of TbFmoc-Cl or activated TbFmoc in the reaction 

medium. One hypothesis lies on the presence of TbFmoc-Cl "stacked" via strong hydrophobie 

interactions on the TbFmoc group attached to the hydrazide peptide. It might be envisaged that 

TbFmoc-Cl reacted with the hydrazide function, during the solubilization phase by sonicating 

for exemple, thus preventing the azide to be formed and the coupling to take place. The 

numerous washings of the resin, do ne after TbFmoc protection, were probably not sufficient to 

remove the excess of TbFmoc. 

Another coupling reaction was carried out without HOCt (experiment 5) and 

surprisingly, a peak on the HPLC profile could be identified as the coupling product. But this 

peak was not labelled with TbFmoc (no signal at 364 nm). The MALDI-TOF mass spectrum 

clearly shows the mass (+23) corresponding to the Human Proinsulin C-Peptide (+Na). The 

only difference with experiment 1 was that the hydrazide fragment had been obtained from 

another cleavage so was may be less contaminated with TbFmoc-Cl. But the absence of 

TbFmoc remains mysterious as no excess of base was added compared to experiment 1. 

Conclusion 

It appears clearly that it is absolutely necessary to fully characterize the TbFmoc

protected hydrazide fragment, make sure of its purity, and find conditions to characterize it by 

RP-HPLC making it possible a precise monitoring. The success of the coupling reaction 

critically depends on it. Unfortunately, no conclusion can be established conceming the 

efficiency of HOCt on fragment coupling. But considering the difficulties encountered with 

TbFmoc, the use, in the first place, of a less hydrophobie protecting group (like Fmoc) would 
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allow easier working conditions to study the coupling reaction. It remains nevertheless very 

interesting to optimize the conditions, in the second place, with TbFmoc as it permits an easy 

monitoring and provides different means for purification. lt would also be important to take into 

account other parameters like temperature, find the optimum pH: not too low because it would 

slow the coupling reaction and not too high to prevent Fmoc or TbFmoc deprotection. 
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CONCLUSION GENERALE 

Nous avons tout d'abord abordé, lors de ce travail de thèse, une nouvelle approche de la 

synthèse du mime de coude ~ à structure dibenzofurane. Celle-ci a été conçue dans le but 

d'obtenir des analogues en un nombre réduit d'étapes. Nous avons donc mis au point une 

séquence réactionnelle one pot permettant une dissymétrisation du dibenzofurane dès la première 

étape et impliquant des réactions de lithiation successives. Cela nous a donné l'occasion 

d'étudier la compétition entre deux groupements ortho-directeurs de métallation. L'optimisation 

des conditions réactionnelles a permis d'augmenter la régiosélectivité dans le sens désiré. Outre 

une fonctionnalisation des noyaux aromatiques, nous proposons des méthodes pour rendre le 

mime plus hydrophile. 

L'incorporation de ce mime de coude ~ dans deux protéines, la scyllatoxine et le domaine 

B1 de la protéine G, a permis de montrer la faisabilité de l'incorporation d'un élément non 

naturel dans une protéine. 

Des problèmes inhérents à la nature du mime ont été rencontrés lors des synthèses, du 

repliement et de la purification. Le caractère hydrophobe du mime donne lieu à un phénomène 

d'agrégation observé aux différentes étapes nécessaires à l'obtention de la protéine modifiée. 

D'autre part, sa rigidité a vraissemblablement été gênante lors de la synthèse en réduisant la 

mobilité de la chaîne peptidique en formation, pouvant ainsi rendre les fonctions amines moins 

accessibles. li serait intéressant d'envisager une approche de synthèse convergente où le mime 

serait le lien entre les deux fragments à coupler, ce qui permettrait de s'affranchir des problèmes 

de couplage observés en synthèse récurrente. 

Dans le cas de la scyllatoxine-DBF, comme dans celui de B1G-DBF, la structure 

tridimensionnelle globale est conservée par comparaison à la protéine non modifiée. Au niveau 

fonctionnel, l'activité biologique est conservée dans le cas de la scyllatoxine-DBF. Dans le cas 

de B1G-DBF, il n'y a pas eu de reconnaissance des IgG dans les conditions du test utilisé. Un 

autre type de test doit être réalisé pour nous permettre d'attribuer la cause de l'absence d'activité 

à la structure de B 1 G proprement dite ou à un autre facteur lié à 1' hydrophobie du mime. 
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Ce mime de coude~ requiert, d'après KELLY, des conditions particulières sur les acides 

aminés adjacents au mime pour permettre la nucléation d'un feuillet ~- Les acides aminés en 

position adjacentes doivent en effet comporter une chaîne latérale hydrophobe. Or, nous 

n'étions pas dans des conditions favorables pour chacun des deux modèles puisque, dans la 

scyllatoxine, un des résidus adjacents est une Lys et il s'agit d'une Gly pour B lG. Le contexte 

protéique a donc joué un rôle déterminant pour permettre malgré tout la formation du feuillet ~

La stabilisation apportée par le contexte protéique est de nature différente dans les deux cas. En 

effet, la structure de la scyllatoxine est stabilisé par la présence de trois ponts disulfure alors que 

dans le cas de B 1 G on attribue la stabilisation de la structure à l'existence d'un cœur 

hydrophobe et d'un réseau important de liaisons hydrogène. L'importance du contexte de 

structure tertiaire a pu être montré, en particulier dans le cas de BlG-DBF, car le peptide isolé 

correspondant au premier feuillet ~ de B 1 G et dans lequel le mime a été incorporé ne se structure 

pas en solution. Par contre, dans le contexte de la protéine entière, le feuillet se forme. On 

observe cependant une certaine flexibilité autour du mime, due au manque d'interaction entre la 

partie aromatique du mime et les chaînes latérales hydrophobes adjacentes, la glycine ne pouvant 

pas remplir ce rôle. 

En ce qui concerne l'étape de repliement oxydatif de la scyllatoxine-DBF, un produit 

thermodynamique peut être obtenu à condition d'utiliser un couple redox (conditions de 

réversibilité). Or la scyllatoxine non modifiée se replie correctement même en l'absence d'un 

couple redox. Cela suggère donc que le mime interfère dans les mécanismes de repliement et de 

formation des ponts disulfure de la scyllatoxine-DBF. ll est difficile d'analyser le problème sous 

le même angle avec BIG et BlG-DBF, puisque tous deux se replient spontanément quand ils 

sont placés en solution aqueuse après déprotection et clivage de leur support solide. 

A travers ces résultats, il apparru."t que le mime-DBF comporte un certain nombre de 

désavantages dont il faudra tenir compte pour la conception de nouveaux mimes. Dans la 

mesure du possible, il faut conférer au mime un caractère plus hydrophile rendant les étapes de 

synthèse, de repliement et de purification plus faciles. D'autre part, nous avons pu constater que 

des conditions assez strictes établies pour la formation d'un feuillet ~ dans un contexte 

peptidique, ne sont pas nécessairement aussi sévères dans le contexte protéique où des 

interactions de type tertiaire interviennent. ll convient donc de prendre en compte le contexte 

dans lequel on entend travailler. Quelque soit le contexte étudié, il serait intéressant de disposer 

d'un mime dont le succès de l'incorporation ne soit pas dépendante de la séquence afin d'en 

généraliser 1' utilisation. 

Les perspectives d'utilisation de mimes conformationnels sont nombreuses et rejoignent 

en cela le développement croissant de l'ingénierie des protéines (RUBINGH, 1997). Dans le 

contexte de la problématique du repliement des protéines, l'incorporation d'éléments de 
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structuration peut apporter des éléments d'information importants pour une meilleure 

compréhension des mécanismes de repliement. Les applications dans le domaine thérapeutique 

sont également envisageables (KŒBER-EMMONS et coll., 1997). L'incorporation d'un élément 

non naturel peut permettre d'augmenter la résistance aux protéases endogènes, à la dénaturation 

thermique. Elle peut également conférer à la protéine modifiée une plus grande stabilité 

thermodynamique. 

Pour se faire, une approche pluridisciplinaire est absolument nécessaire de manière à 

allier les apports complémentaires fournis par la chimie, la biochimie et les méthodes d'analyse 

structurale comme la radiocristallographie ou la RMN. 
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PARTIE EXPERIMENTALE DE LA PARTIE I 

Synthèse du mime-DBF selon une nouvelle approche 

1. Matériel et Méthodes 

1.1. Solvants et réactifs 

Les solvants anhydres sont obtenus par distillation en présence d'un agent desséchant : 

- éther sur sodiurnlbenzophénone 

- DMF, TMEDA sur hydrure de calcium 

- THF sur LiAlH4 

Toutes les réactions sensibles à l'eau sont conduites sous atmosphère d'argon. 

Les réactifs de lithiation : 

-Le n-BuLi est 1,6 M dans l'hexane. 

-Le s-BuLi est 1,3 M dans un mélange cyclohexane 1 hexane (92/8). 

-Le t-BuLi est 1,5 M dans du pentane. 

1.2. Purification des produits: 

Les chromatographies préparatives sur colonnes de silice sont effectuées sur gel de silice 

60 (MACHERY-NAGEL), 0,04-0,063 mm 1230-400 mesh, à pression atmosphérique ou sous 

pression d'azote (chromatographie éclair (STILL et coll., 1978)). 

1.3. Analyses 

1.3.1. Les chromatographies sur couche mince de silice 

Les chromatographies sur couche mince (CCM) sont réalisées sur des feuilles 

d'aluminium ALUGRAM SIL GIUV (MACHEREY-NAGEL) enduites de gel de silice 60 avec 

indicateur de fluorescence, d'une épaisseur de 0,25 mm. 
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Les plaques sont révélées après élution par : 

- la lumière ultraviolette (254 nm ou 365 nm) 

- réaction avec KMnO 4 et éventuellement chauffées sur une plaque chauffante. 

1.3.2. La résonance magnétique nucléaire 

Les spectres de résonance magnétique nucléaire 'H (RMN 1H) ont été réalisés sur un 

spectromètre Bruker DRX 300 (300 MHz), avec pour référence interne le résidu non deutéré du 

solvant utilisé (CHC13 : 7,26 ppm). Les déplacements chimiques o sont exprimés en ppm par 

rapport au TMS. Les différents signaux des spectres sont décrits avec (s) singulet, (d) doublet, 

(t) triplet, (dd) doublet de doublet, (rn) massif. 

Les spectres de résonance magnétique nucléaire 13C (RMN 13C) sont enregistrés sur le 

même appareil, à 75 MHz, en utilisant comme référence interne l'isotope 13C du solvant utilisé 

(CDC13 : 77,7 ppm). La nature des différents carbones (primaire, secondaire, tertiaire ou 

quaternaire) est déterminée par des séquences de transfert de polarisation 13C vers 1 H 

(séquences DEPT). 

1.3.3. La spectrométrie de masse 

Les spectres de masse (SM) ont été effectués au Laboratoire de Spectrométrie de Masse 

(Université de Sciences et Technologies de Lille) par le Dr G. Ricart et sont mesurés sur un 

spectromètre NERMAG R 1010 H, en impact électronique (lE) ou couplé à une 

chromatographie en phase gaz (CG). 

1.3.4. Les points de fusion 

Les points de fusion ne sont pas corrigés et sont déterminés sur un appareil de fusion 

capillaire Büchi 530. 

2. Dissymétrisation du dibenzofurane 

Le dibenzofurane 

1 9 

2Ge!GJ9b 9a ~ 8 
1 1 

3 ~ 0 ~ 7 4a 5a 
4 6 
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1 
RMN H (300 MHz, CDC13) : 

8 8,00 (d, 2H, H1, Hg, J1_2=Jg_g=7,7 Hz); 7,63 (d, 2H, H4, H6, J4_3=J6_7=8,2 Hz); 7,51 (dd, 
2H, H3, H7, J3_4=J7_g=8,2 Hz; J3_2=J7_g=7,3 Hz); 7,39 (dd, 2H, H2, Hg, J2_1=J8_g=7,7 Hz; 

J2-3=Js-7=7,3 Hz). 

13 
RMN C (75 MHz, CDC13) : 

8 156,6 (C4a• Csa); 127,57 (C3, C7); 124,7 (Cga, Cgb); 123,1 (C2, Cg); 121,1 (C 1, Cg); 112,1 

(C4, C6). 

2.1. Mono-lithiation du dibenzofurane 

2.1.1. Essai avec n-BuLi 

100 mg (0,594 mmol) de dibenzofurane sont dissous dans 2,3 ml d'éther anhydre sous 

atmosphère inerte, à -78°C. 446 J . .Ll (0,713 mmol- 1,2 éq) de n-BuLi sont introduits goutte à 

goutte pendant 5 min. On laisse la température remonter jusqu'à 0°C et, après 1h45 de réaction, 

le milieu réactionnel, de couleur rouge brique, est hydrolysé avec 75 Ill de D20 (7 éq.). Après 

addition d'une solution tampon de KH2P04 20%, l'extraction est réalisée avec du 

dichlorométhane. La phase organique est filtrée sur Na2S04, évaporée et le produit est séché. 

Un solide blanc (95 mg) est obtenu avec un rendement de 95%. L'analyse RMN 1H montre que 

le dibenzofurane obtenu est mono-deutéré à 20%. 

2.1.2. Essai avec s-BuLi 

Après optimisation des paramètres durée de réaction et température, le protocole suivant 

a été retenu. 100 mg (0,594 mmol) de dibenzofurane sont dissous dans 2,3 ml d'éther anhydre, 

sous argon et à température ambiante. 548 Ill (0,713 mmol - 1,2 éq.) de s-Buli sont ajoutés 

goutte à goutte pendant 5 min et la réaction est laissée sous agitation pendant 30 min. La 

solution est hydrolysée avec D20 et traitée comme précédemment. 

Température du fusion : 80-81 °C (Litt.: 81-82 °C) (KEMP et coll., 1986a) 

2.2. Préparation du 4-formyl-dibenzofurane 

Le dérivé lithié est préparé comme indiqué dans le paragraphe précédent mais au lieu 

d'hydrolyser avec D20, 55 Ill de DMF anhydre sont ajoutés pour former le dérivé a-N ,N

diméthylaminoalcoxy. Le milieu réactionnel passe d'une couleur rouge brique à jaune pâle. 

Après 20 min de réaction à température ambiante, le milieu réactionnel est hydrolysé à OOC avec 

un tampon KH2P04 20%. La phase organique est extraite avec du dichlorométhane, séchée sur 
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N~S04 et évaporée sous vide. Le formyl-dibenzofurane est ensuite purifié par chromatographie 

éclair sur colonne de silice en utilisant l' éluant suivant : cyclohexane 6 1 dichlorométhane 4. 

L'évaporation des solvants fournit 74,4 mg (79%) de formyl-dibenzofurane. 

Température de fusion : 85-86°C 

~: 0,64 (dichlorométhane) 

CHO 

1 
RMN H (300 MHz, CDC13) : 

ô 10,63 (d, 1H, CHO, 1cHo-2=0,5 Hz); 8,24 (dd, 1H, H 1, 11_2=8,0 Hz, 11_3=1,0 Hz); 8,03 
(ddd, 1H, Hg, 1g_g=8,0 Hz, 1g_7=1,4 Hz, 1g_6=0,7 Hz); 8,00 (dd, 1H, H3, 13_2=8,0 Hz, 13_ 

1=1 Hz); 7,73 (dt, 1H, H6, 16_7=8,0 Hz, 16_g=16_g=0,7 Hz); 7,57 (td, 1H, H7, 17_6=17_g=8,0 
Hz, 17_g=1,0 Hz); 7,51 (td, 1H, H2, 12_1=13_2=8,0 Hz, 12_cHo=0,5 Hz); 7,45 (td, 1H, Hg, 1g_ 

7=1g_g=8,0 Hz, 1g_6=1,0 Hz). 

13 
RMN C (75 MHz), CDC13) : 

ô 188,43 (CHO), 156,56 (C5a); 155,85 (C4a); 128,12 (C3); 127,46 (C7); 126,65 (Cg); 125,97 
(C6); 123,53 (C2); 122,90 (Cg); 122,77 (Cga); 121,22 (Cgb); 120,80 (CI); 112,13 (C4). 

SM (lE): m/z 196 (M·+, 100%), 139 (M-CHO-(CO+H)) 

Alcool14 : Produit secondaire formé suite à la réaction de Cannizzaro 

Rendement : 9% quand l'hydrolyse est faite à t.a. 

1 
RMN H (300MHz, CDC13) : 

ô 7,98 (d, H1, 11_2=7,63); 7,92 (d, Hg, 19-8=7,69 Hz); 7,62 (d, H4, 14_3=8,17 Hz); 7,51 (d, 
H7, 17_g=7,3 Hz); 7,49 (t, H 3, 13_2=13_4=6,82 Hz); 7,38 (td, H2, 12_1=12_3=7,57, 12_4=1,05 
Hz); 7,37 (t, Hg, 7,56 Hz); 5,11 (s, 2H,CH20H) 

SM (lE) m/z: 198 (M.+, 100%),181 (M-OH), 169 (M-CHO), 139 (M-CHO-(CO+H)) 
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2.3. Optimisation de la Iithiation de l'intermédiaire a-N,N-diméthylamino 

alcoxy 

2.3.1. Essai avec s-BuLi 

Le dérivé a-N,N-diméthylaminoalcoxy est préparé comme décrit dans le paragraphe 

précédent mais au lieu de procéder à la réaction d'hydrolyse, l'intermédiaire subit une réaction 

de lithiation par addition au goutte à goutte de s-BuLi. L'optimisation de cette réaction a porté 

sur différents paramètres: durée de la réaction, température, nature et stoechiométrie de l'agent 

de lithiation, nature du solvant. Le milieu réactionnel est hydrolysé à 0°C, sous forte agitation, 

avec une addition rapide de D20 (500 Ill - 50 éq.) suivie après 3 secondes de l'addition de 

tampon KH2P04 20%. La solution est ensuite traitée comme précédemment. Après purification 

par chromatographie éclair sur colonne de silice (éluant : cyclohexane 6/ dichlorométhane 4), le 

mélange de produits deutérés est analysé par RMN 1 H et SM lE afm d'en déterminer les 

différentes proportions. 

2.3.2. Essai avec t-BuLi 

Le même protocole que celui décrit dans le paragraphe précédent est utilisé. La deuxième 

lithiation est quant à elle réalisée avec 5941ll (1,5 éq) de t-BuLi à -50°C et 2 expériences ont été 

réalisées où la deuxième réaction de lithiation est laissée respectivement 1,5 h et 3 h à -50°C. 

Après hydrolyse par D20, le milieu réactionnel est traité comme précédemment. Les rendements 

respectifs sont de 78 et 77%. 

2.3.3. Essai avec ajout de cyclohexane 

Un protocole identique à celui décrit dans le paragraphe 2. 3 .1. est utilisé mais lors des 

deux expériences tentées, 1,06 ml et 3,03 ml respectivement de cyclohexane anhydre sont 

introduits au milieu réactionnel avant l'addition de 914 j.il (2 éq.) de s-BuLi à ooc pour réaliser la 

deuxième réaction de lithiation. Le traitement des réactions et la purification des produits se fait 

comme décrit précédemment. Les rendements respectifs sont de 60 et 63%. 

2.3.4. Silylation de l'intermédiaire a-N,N-diméthylaminoalcoxy 

Le protocole décrit dans le paragraphe 2. 3 .1., avec 200 mg de dibenzofurane (1, 18 8 

mmol), est utilisé pour former l'intermédiaire a-N,N-diméthylaminoalcoxy, puis 215 mg 

(1,426 mmol- 1,2 éq) de TBDMSCl dissous dans de l'éther anhydre sont ajoutés au milieu 

réactionnel qui est laissé sous agitation à température ambiante pendant 17 h. Puis, 2 éq. s-BuLi 
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sont ajoutés à ooc et la réaction est agitée pendant 30 min. Après hydrolyse, traitement de la 

réaction et purification, on obtient 153,1 mg (65%) de produit. 

2.4. Piégeage par le chlorure de triméthylsilyle (TMS-Cl) 

1,65 ml de s-BuLi sont ajoutés goutte à goutte à une solution de dibenzofurane (300 mg 

- 1,79 mmol) dissous dans 6,9 ml d'éther anhydre. Le milieu réactionnel est agité à température 

ambiante pendant 30 min. 165 J..Ll (2,14 mmol) de DMF sont ajoutés et après 20 min de réaction, 

la température est descendue à ooc pour la deuxième addition de s-BuLi (2,75 ml- 3,57 mmol). 

Après 30 min d'agitation, 907 J..Ll (7,14 mmol) de chlorure de triméthylsilyle frruèhement distillé 

sont ajoutés à 0°C. Deux temps de réaction ont été testés : réaction 1 : 1h15 à ooc puis 45 min 

à température ambiante et réaction 2 : 17 h à température ambiante. La réaction est stoppée par 

addition de tampon KH2PO 4 20% à 0°C et sous forte agitation. Après extraction avec du 

dichlorométhane, les phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na2S04, filtrées et 

évaporées sous vide. La purification par chromatographie sur colonne de silice ( cyclohexane 3/ 

dichlorométhane 1) permet d'obtenir les différents produits. Pour chaque dérivé et pour les 

réactions 1 et 2 sont indiqués : d'une part, le rendement isolé (déterminé à partir du 

dibenzofurane), et d'autre part, le ratio de chaque composé obtenu par analyse du spectre RMN 

du brut réactionnel, où l'on intègre le signal du proton aldéhydique correspondant à chaque 

espèce. 

1 9 

2~8 

a'r'0Y1 
CHO SiMea 

Réaction 1 :rendement isolé: 25 % ratio déterminé par RMN 
1 
H : 49 % 

Réaction 2: rendement isolé: 46% ratio déterminé par RMN 
1
H : 72 % 

1 RMN H (300 MHz, CDC13) : 

o 10,73 (d, 1H, CHO, JcHo-2=0,5 Hz); 8,22 (dd, 1H, H1, J1_2=8,0 Hz, J1_3=1 Hz); 8,03 (dd, 

1H, Hg, J9_8=8 Hz, J9_7=1,0 Hz); 7,99 (dd, 1H, H 3, J3_2=8,0 Hz, J3_1=1,0 Hz); 7,63 (dd, 

1H, H 7 , J7_8=8,0 Hz, J7_9=1,0 Hz); 7,49 (td, 1H, H 2, J2_1=J2_3=8,0 Hz, J2.cHo=0,5 Hz); 

7,44 (t, 1H, H8, J8_7=J8_9=8,0 Hz); 0,52 (s, 9H, SiMe
3
). 

SM (lE) : 268 (M.+), 253 (M-CH3). 
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Me3Si 
CHO 

Réaction 1 : rendement isolé: 4% 

Réaction 2 : rendement isolé: 4 % 

1 
RMN H (300 MHz, CDC13) : 

Partie expérimentale 

ratio déterminé par RMN 
1
H : 9 % 

ratio déterminé par RMN 
1
H : 8 % 

8 10,91 (d, 1H, CHO, 1cHo-2=0,5 Hz); 8,16 (d, 1H, H 1, 11_2=8,0 Hz); 8,01 (rn, 1H, Hg); 
7,69 (rn, 2H, H2 et H6); 7,54 (td, 1H, H7, 17_6=17_g=8,0 Hz, 17_g=1,0 Hz); 7,43 (td, 1H, Hg, 
1g_7=1g_g=8 Hz, 1g_6=1,0 Hz); 0,42 (s, 9H, SiMe3). 

Me3Si 
CHO SiMe3 

Réaction 1 : rendement isolé: 2 % 

Réaction 2 : rendement isolé: 2 % 

1 
RMN H (300 MHz, CDC13) : 

ratio déterminé par RMN 
1
H: 5% 

ratio déterminé par RMN 
1
H : 4 % 

8 10,95 (d, 1H, CHO, 1cHo-2=0,5 Hz); 8,16 (d, 1H,H1, 1=8,0 Hz); 8,03 (dd, 1H, Hg, 1g_g=8 
Hz, 1g_7=1,0 Hz); 7,69 (dd, 1H, H2, 12_1=8 Hz 12_cHo=0,5 Hz); 7,63 (dd, 1H, H7, J7_g=8 
Hz, 17_g=1,0 Hz); 7,43 (t, 1H, Hg, 1g_7=1g_g=8,0 Hz); 0,51 (s, 9H, SiMe3); 0,43 (s, 9H, 
SiMe3). 

SM (lE) : 340 (M.+), 325 (M-CH3). 

2.5. Piégeage par l'iodure de méthyle 

Cette réaction s'effectue dans les mêmes conditions que pour le piégeage avec le chlorure 

de triméthylsilyle en utilisant 445 J.tl (4 éq.- 7,144 mmol) d'iodure de méthyl distillé. A l'issue 

de la réaction, la purification sur colonne de silice utilisant le mélange de solvants toluène 6/ 

cyclohexane 4, permet d'obtenir les différents dérivés dont les proportions sont indiquées dans 

le tableau ci-après. 
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rendement isolé : 57 % ratio déterminé par RMN 
1
H : 79 % 

1 
RMN H (300 MHz, CDC13) : 

ô 10,72 (d, 1H, CHO, 1cHo-2=0,5 Hz); 8,20 (dd, 1H, H3 ou H 1, 1=8,0 Hz, 1=1,0 Hz); 7,99 
(dd, 1H, H1 ou H3, 1=8,0 Hz, 1=1,0 Hz); 7,84 (rn, 1H, H7 ou Hg); 7,49 (td, 1H, H2,12_1=13_ 

2=8 Hz, 12_cHo=0,5 Hz); 7,37 (rn, 1H, H7 ou Hg); 7,34 (t, 1H, Hg, 1g_g=1g_7=8,0 Hz); 2,69 
(d, 3H, Me, 1Me-7=0,5 Hz). 

13 
RMN C (75 MHz, CDC13) : 

ô 188,66 (CHO); 132,82 (Cg ou C7), 127,18 (C3 ou C1), 126,86 (C 1 ou C3), 123,91 (Cg), 
123,22 (C2), 118,58 (C7), 15,65 (CH3). 

SM (lE): 210 (M.+),181 (M-CHO), 152 (181-(CO+H)). 

rendement isolé : 7 % 
1 RMN H (300 MHz, CDC13) : 

ratio déterminé par RMN 
1
H: 8% 

ô 10,95 (d, 1H, CHO, 1cHo-2=0,5 Hz); 8,05 (d, 1H, H 1, 11_2=8,0 Hz); 7,97 (ddd, 1H, Hg, 
1g_g=8,0 Hz, 1g_7=1,4 Hz, 1g_6=0,7 Hz); 7,68 (dt, 1H, H 6, 16_7=8,0 Hz, 16_g=16_g=0,7 Hz); 
7,52 (td, 1H, H7 , 17_g=8,0 Hz, 17_g=1,0 Hz); 7,42 (td, 1H, Hg, 1g_7=1g_g=8,0 Hz, 1g_6=1,0 
Hz); 7,26 (dd, 1H, H2_cHo=0,5 Hz); 2,85 (s, 3H, Me). 

SM (lE): 210 (M.+),181 (M-CHO), 152 (181-(CO+H)) 

rendement isolé: 4 % 
1 RMN H (300 MHz, CDC13) : 

ratio déterminé par RMN 
1
H: 4 % 

ô 10,98 (d, 1H, CHO, 1cHo-2=0,5 Hz); 8,00 (d, 1H, H1, 1=8,0 Hz); 7,77 (rn, 1H, H7 ou Hg); 
7,31 (m,Hg et H7 ou Hg); 7,22 (dd, 1H, H2, 12_1=8,0 Hz, 12_cHo=0,5 Hz); 2,82 (s, 3H, Me); 
2,65 (s, 3H, Me). 

SM (lE): 224 (M.+),195 (M-CHO), 165 (M-CO) 

197 



Partie expérimentale 

2.6. Essai de formation du dérivé a-N,N-diméthylaminoalcoxy lithié en 

position 3 et 6. 

9 

7 

2.6.1. Essai avec un excès de s-BuLi 

Le protocole décrit dans le paragraphe 2.3.1. est utilisé mais on ajoute 1,83 ml (4 éq.) de 

s-BuLi lors de la deuxième réaction de lithiation. Deux expériences ont été réalisées où la 

réaction est laissée à température ambiante 30 min et 17 h respectivement. Les produits sont 

purifiés comme indiqué dans le paragraphe 2.3.1. et les rendements respectifs sont de 62 et 61 

%. 

2.6.2. Essai avec la tetraméthyléthylènediamine (TMEDA) 

Le dérivé a-N,N-diméthylarninoalcoxy est formé comme décrit précédemment(§ 2.3.1.) 

et, avant l'addition de s-BuLi (548J.11- 4 éq.), 359 Ill (2,38 mmol- 4 éq.) de TMEDA anhydre 

sont ajoutés au milieu réactionnel. Après 30 min de réaction à température ambiante la réaction 

est traitée comme indiqué précédemment. 

Deux autres conditions ont été testées : 

1) 1,5 éq. de s-BuLi et 1,5 éq. de TMEDA, à 0°C, pendant 30 min 

2) 4 éq. de s-BuLi et 4 éq. de TMEDA, à température ambiante, pendant 17 h. 

3. Synthèse du synthon silylé 

3.1. Bromation du vinyltriméthylsilane 

-=/ 
SiMe3 Br'--< SI Me, 

Br 

10 ml (64,7 mmol) de vinyltriméthylsilane sont dilués dans 10 ml de dichlorométhane. 

3,8 ml de Br2 (1,2 éq) sont additionnés goutte à goutte à 0°C. Après 1h15 de réaction une 

coloration brune persistante indique l'excès de Br2, l'addition est alors stoppée. Après 

évaporation sous vide, on obtient 18,0 g de produit analysé par RMN 1H. 

Rendement : 96% 

Rf: 0,65 (cyclohexane) (révélation KMn04) 
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1 
RMN H (300 MHz, CDC13) : 

8 3,97 (dd, 1H, H 1 ou H 2, 1=10,5 Hz, 1= 4,5 Hz); 3,70 (t, 1H, H3, 1=10,5 Hz); 3,48 (dd, 
1H, H1 ou H2, 1= 10,5 Hz, 1=4,5 Hz; 0,20 (s, Si(CH3h). 

13 
RMN C (75 MHz, CDC13): 

8 43,12 (CH); 36,80 (CH2), 2,01 (Si(CH3h). 

SM (lE) rnlz: 245 (M-15), 179 (M-Br), 152 ((CH3) 3SiBr), 137 (CH3) 2SiBr, 73 ((CH3hSi). 

3.2. Synthèse du 1-bromo-vinyltriméthylsilane 

Br~siMe3 

Br ==< 
SiMe3 

Br 

Dans un ballon muni d'un chandelier et d'un piège à CaC~, on ajoute au 1,2-dibromo 1-

triméthylsilyl éthane (16,5 g - 64,1 mmol) 13,2 ml de diéthylamine (2 éq.) à température 

ambiante. L'avancement de la réaction est de 80% après 3 jours, 0,5 éq de diéthylamine sont 

alors ajoutés, et la température est montée à 55°C. L'analyse RMN 'H montre que la réaction est 

terminée après 4 jours de réaction. Le milieu réactionnel très épais est filtré et le solide est lavé à 

l'éther. La diéthylamine est neutralisée par addition de HCl 10%, puis la phase organique est 

lavée avec du tampon KH2P04 10% jusqu'à obtenir pH 7, fùtrée sur Na2S04, et évaporée sous 

vide. Le produit obtenu est ensuite purifié par distillation (Teb = 26°C à 15 mm Hg) pour donner 

6,8 g (60%) d'un liquide incolore. 

H SiMe3 

)=( 
H Br 

1 
RMN H (300 MHz, CDC13) : 

8 6,30 (d, 1H, CH1, 1H-H=1,8 Hz); 6,22 (d, 1H, CH2, 1H-H=1,8 Hz); 0,22 (s, 9H Si(CH3h)). 

13 
RMN C (75 MHz, CDC13): 

ù 138,36 (C-Br); 128,79 (CH2); -1,75 (Si(CH3) 3). 

SM (lE): 178 (M.+); 163 (M-15); 139 (BrSi(CH3h; 72 (SiMe3). 
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3.3. Synthèse de l'acide a-triméthylsilyl acrylique (acide 2-triméthylsilyl prop 

2-ènoique) 

==<SiMe
3 _M_g-l·~ 

Br ==< 
SiMe3 

Mg Br 

==(SiMea 

COOH 

La première étape est la préparation du magnésien. 402 mg (6,56 mmol) de magnésium 

sont introduits dans un ballon placé sous atmosphère inerte et 4 ml de THF anhydre sont 

ajoutés. Le magnésium est activé par quelques cristaux d'iode. Le 1-bromo-vinyltriméthylsilane 

(lg- 5,6 mmol) est dissous dans 8 ml de THF anhydre puis additionné sur le magnésium au 

goutte à goutte en 15 min. Un léger échauffement refroidi par un bain d'eau est observé. Puis la 

solution est placée au reflux du THF pendant 2h. La deuxième étape est la carboxylation . La 

carboglace est lavée avec du THF anhydre afin d'éliminer le maximum d'eau. A -78°C le 

magnésien est additionné sur la carboglace. Le milieu réactionnel est laissé sous agitation 

pendant 20 min à -20°C. Puis on laisse remonter la température à température ambiante. Lorsque 

la carboglace a disparu, l'hydrolyse se fait par addition de tampon KH2P04 10%. Après 

extraction au dichlorométhane, la phase organique est filtrée sur NazS04 puis évaporée sous 

vide. L'acide a-triméthylsilyl acrylique est obtenu sous forme de cristaux incolores avec 86% de 

rendement (rn= 1,73 g). 

Rf: 0,71 (CH2Cl29 1 Acétate d'éthyle 1) Révélation KMn04• 

1 
RMN H (300 MHz, CDC13) : 

ô 6,92 (d, lH, CHI, JH-H=2,8 Hz); 6,16 (d, lH, CH2, JH-H=2,8 Hz); 0,22 (rn, 9H, Si(CH3))) 

13 
RMN C (75 MHz, CDC13) : 

175,40 (C02H); 144,10 (C-C02H); 141,89 (CH2); -1,13 (Si(CH3h) 
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3.4. Estérification de l' acide a.-triméthylsilyl acrylique 

SiMe3 

=< 
ROH 

..... 
SiMe3 

=< COOH COOR 

3.4.1. Estérification avec l'éthanol 

Un ballon bicol de 100 ml muni d'un soxlhet avec tamis moléculaire 4 Â est séché sous 

vide à l'aide d'un pistolet thermique et sous atmosphère d'argon, l'acide a.-triméthylsilyl 

acrylique est dissous dans l'éthanol (30 ml) puis transféré dans le ballon. 88 mg de pTSA sont 

ajoutés. On place le milieu réactionnel au reflux de l'éthanol et après 2h20, la CCM n'indique 

pas la formation de l'ester. 2 ml de H2S04 sont alors ajoutés et après 1h45 de réaction l'acide de 

départ a disparu. H2S04 est neutralisé par addition de NaHC03 pour obtenir un pH proche de 7. 

Le produit est extrait avec de l'éther puis la phase organique est séchée sur Na2S04, filtrée et 

évaporée mais le produit est volatil. 

1 
RMN H (300 MHz, CDC13): o 5,58 (d, 1H, CH, 1H-H=2,1 Hz); 5,39 (d, 1H, CH, 1H-H=2,1 

Hz); 4,22 (t, 3H, CH3, 1=5,0 Hz); 2,75 (d, 2H, CH2, 1=5,0 Hz); 0,13 (rn, 9H, Si(CH3) 3). 

CG-SM: rnlz 157 (M-CH3); 127 (M-OEt); 113 (127-CH3+H); 73 (CH3) 3Si). 

3.4.2. Estérification avec l'alcool benzylique 

Dans un ballon de 50 ml sont placés 600 mg ( 4,17 mmol) d'acide a.-triméthylsilyl 

acrylique, 945 mg (1,1 éq.- 4,58 mmol) de DCC et 50,9 mg (0,1 éq. - 0,42 mmol) de DMAP. 

Sous atmosphère inerte et à température ambiante, on ajoute 11 ml d'éther anhydre et 473 ml 

(1,1 éq. - 4,58 mmol) d'alcool benzylique distillé sous vide. Après 1h de réaction, la 

dicyclohexylurée est filtrée. Le filtrat est lavé avec le tampon KH2P04 10%, puis l'extraction du 

produit est réalisée avec de l'éther de pétrole. Après séchage sur N~S04, la phase organique est 

évaporée sous vide. Le produit est purifié par chromatographie sur colonne de silice utilisant 

comme éluant le mélange cyclohexane 7 1 dichlorométhane 3. Le rendement est de 17% (162,6 

mg) pour l'ester silylé et l'on obtient 15% (98,7 mg) de produit désilylé. 
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Rf: Ester silylé (2-60A) 0,71 (CH2Cl2) 

Ester désilylé (2-60B) 0,61 (CH2Cl2) 

Ester silylé : 

H>=<SiMe3 

H C02CH2Ph 

RMN 
1
H (300 MHz, CDCl3) : 
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Ô 7,39 (rn, 5H, ArH); 6,86 (d, 1H, H 1, JH-H= 2,87 Hz); 6,07 (d, 1H, H2, JH-H= 2,87 Hz); 

5,22 (s, 2H, CH2); 0,17 (rn, 9H, Si(CH3)}). 

Ester désilylé: 

H H 

>=< H C02CH2Ph 

1 
RMN H (300 MHz, CDC13) : 

Ô 7,39 (rn, 5H, ArH); 6,48 (d, lH, H1, JHl-H3=16.0 Hz); 6,20 (dd, 1H, H3, JH3-H1=16.0 Hz, 

JH3_2= 11,8 Hz); 5,89 (d, 1H, H2, JH2_3= 11,8 Hz); 5,24 (s, 2H, CH2). 

3.5. Réaction d'addition de l'ester vinylique silylé 

L'intermédiaire a-N,N-diméthylaminoalcoxy 8 est formé comme décrit dans le 

paragraphe 2.3.1. à partir de 50 mg (0,298 mmol) de dibenzofurane recristallisé. Après addition 

de 457 Ill (2 éq.) de s-BuLi, la réaction est laissée 30 min sous agitation à 0°C puis 155 mg (2,2 

éq.) de l'ester vinylique silylé sont ajoutés. Le milieu réactionnel est d'abord laissé 30 min à OOC 

puis 17 h à température ambiante. L'hydrolyse se fait à ooc avec l'addition de tampon KH2P04 

10%. Le produit est extrait avec du dichlorométhane et la phase organique est ensuite séchée sur 

Na2S04, filtrée et évaporée. La purification du produit est effectuée en deux étapes : une 

première chromatographie gravitationnelle sur colonne de silice ( éluant : toluène 7 1 cyclohexane 

3) puis une chromatographie éclair sur colonne de silice ( éluant : cyclohexane 92 1 AcOEt 8). 

L'évaporation des solvants donne 37,5 mg (30% à partir du dibenzofurane) de produit sous 

forme d'une huile jaune. 

1 RMN H (300 MHz, CDC13) : 10,69 (s, 1H, CHO); 8,20 (dd, 1H, H, ou H 3, J=8,0 Hz, 

J=1,0 Hz); 8,00 (dd, 1H, H1 ou H3, J=8,0 Hz, J=1,0 Hz); 7,84 (dd, 1H, H7 ou H9 , J=7,6 Hz, 
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1=1,4 Hz); 7,49 (t, 1H, H2, 1=7,6 Hz); 7,39-7,18 (M, H7 ou H9, H8, 5ArH), 5,04 (s, 2H, 

CH2Bn); 3,39 (rn, 2H, CH2); 2,73 (rn, 1H, CHSiMe3); 0,23 (rn, 9H, Si(CH3) 3). 
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PARTIE EXPÉRIMENTALE DES PARTIES II ET III 

Incorporation du mime-DBF dans la scyllatoxine et BlG 

SYNTHESE PEPTIDIQUE 

1. MATERIEL ET METHODES 

1.1. Matériel 

Les agents de couplage 

- HBTU: 2-( 1H-Benzotriazole-1-yl)-1, 1 ,3,3-tetraméthyluronium hexafluorophosphate 

(Propeptide) 

- HOBt: 1-Hydroxy-benzotriazole (Acros) 

-BOP: Benzotriazole-1-yl-oxy-tris-( diméthylamino )-phophonium 

hexafluorophosphate (Propeptide) 

- PyBrop: Bromo-tris-pyrrolidino-phosphonium hexafluorophosphate (Novabiochem) 

Les solvants et réactifs 

- DMF (Carlo Erba) mis en contact d'oxyde d'alumine acide (Fluka) (environ 

80 g pour 2,5 1), pendant environ 1 heure puis fùtré et stocké sur tamis 

moléculaire 4 A. 
- 1-N-méthyl-2-pyrrolidone, dichlorométhane 

- TFA, pipéridine, anhydride acétique, DIEA, (Aldrich) 

- dibenzofurane (Acros) recristallisé dans de l'éthanol 

- scavengers : thioanisole, p-crésol, éthanedithiol, phénol (Aldrich) 

- glutathion réduit et oxydé (Aldrich) 
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1.2. Méthodes 

1.2.1. Suivi des synthèses 

1.2.1.1. Test de Kaiser 

Partie expérimentale 

Un échantillon de résine est prélevé du réacteur, lavé à l'éthanol et deux gouttes de 

chacune des solutions suivantes sont ajoutées: 

- Solution Phénol/Ethanol: 80 mg de phénol dans 20 ml d'éthanol 

- Solution Ninhydrine/Ethanol : 500 mg de ninhydrine dans 10 ml d'éthanol 

- Solution KCN!Pyridine : KCN 20 !J.M dans la pyridine 

Les tubes sont placés à l20°C pendant 5 min. Les fonctions a-NH2 libres réagissent avec la 

ninhydrine pour donner un produit qui absorbe dans le visible (coloration bleue). 

Test de Kaiser quantitatif : 

Un échantillon de résine est prélevé, lavé à l'éthanol, séché et 10 mg de résine sèche sont 

placés dans un tube à hémolyse. On ajoute ensuite : 

- 75j..Ll de la solution Phénol/Ethanol 

- 100 !J.l de la solution Ninhydrine/Ethanol 

- 75 !J.l de la solution KCN/Pyridine 

Après 7 min à l20°C, le nombre de micromoles de fonctions amines libres peut être 

déterminé en applicant la formule suivante: 

(Abss7o nméch.- Abs570 nmblanc) x Fd (ml) x 106 

E570 nm x M (mg) 

Où: Fd =facteur de dilution (5 ml); E57onm = 15000 M·' cm-' ; M =masse de résine (mg) 

Et le pourcentage de couplage vaut : 

1_ ( [amine] (!J.mole/g) ) x 100 
subst. initiale (!J.mole/g) 
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1.2.1.2. Test TNBS 

Un échantillon de résine est prélevé, lavé avec de l'éthanol (2 fois) puis avec une 

solution de DIEA 10% dans le DMF (1 fois). Une goutte de TNBS (acide 2,4,6-

trinitrobenzènesulfonique) est ajoutée sur la résine, et on laisse agir pendant 1 min. La résine est 

lavée avec la solution de DIEA 10% et les billes sont observées à l'aide d'une loupe. Le test est 

positif si les billes sont colorées en jaune orange ou rouge, et négatif si elles sont incolores. 
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1.2.2. Analyse et Purification des peptides 

1.2.2.1. HPLC analytiques 

Colonne: 

Eluants: 

nucléosil ou Vydak 20 cm 

C 18, 300 A, 7 IJ.ffi, 0,46 x 25 cm 

tampon A: H20 + 0,05% TFA 

Partie expérimentale 

Débit: 

tampon B: CH3CN/H20 (6/4)+ 0,05% TFA 

1 ml/min 

Détection: 215 nm 

Gradients d'élution suivant les analyses: 

- 30% B à 90% Ben 1 h (scyllatoxine-DBF) 

-0% B à 100% Ben 40 min ( B1G-DBF) 

1.2.2.2. HPLC préparatives 

Colonne: nucléosil C18, 100 A, 5 11m, 1 x 50 cm 

ou CN, 100 A, 5 IJ.ffi, 1 x 50 cm 

tampon A: H20 + 0,05% TFA Eluants: 

Débit: 

tampon B: CH3CN/H20 (6/4) + 0,05% TFA 

2 ml/min 

Détection: 280nm 

Gradients d'élution suivant les cas: 

- 30% à 70% en 1 h (colonne C18 Nucléosil- purification de 

scyllatoxine-DBF) 

- 30% B à 100% B en 90 min (colonne C 18 Nucléosil -

purification de B1G-DBF) 

-30% B à 100% Ben 90 min (colonne CN -purification de B1G

DBF) 

1.2.2.3. Chromatographie d'échange d'ions 

a - Echange d'ions analytique 

Colonne: AX 300 Aquapore, 7 11m, 4,6 x 100 mm 

Eluants: tampon A': Bis-tris propane 20 mM 

KC110mM 

Ajustement pH 6,5 avec HCl 1 M 

tampon B': Bis-tris propane 20 mM 

KC1500mM 

Ajustement pH 6,5 avec HCl 1 M 

Débit: 0, 7 ml/min 
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Détection: 215 nm 

Gradient: -équilibration 15 min à 0% B' 

- 0% à 100% B' en 98 min 

b - Echange d'ions préparative 

Colonne: 

Eluants: 

Débit: 

Détection: 

Gradient: 

Gel Q Sépharose (Pharmacia), 16 x 145 mm 

tampon A': Bis-tris propane 20 mM 

tampon B': 

0,78 ml/min 

215 nm 

KC110mM 

Ajustement pH 6,5 avec HCl 1 M 

Bis-tris propane 20 mM 

KC1500mM 

Ajustement pH 6,5 avec HCl 1 M 

-équilibration 25 min à 0% B' 

-0% à 100% B' en 163 min 
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2. STRATEGIE FMOC- SYNTHESE DE SCYLLATOXINE-DBF 

2.1. Matériel 

La résine : Résine Rink Amide: résine 4-(2' ,4' -diméthoxyphényl-Fmoc

aminométhyl)-phénoxy (Novabiochem) 

Charge : 0,47 mmole/g 

Les acides aminés Fmoc protégés 

Fmoc-Arg(Pmc )-OH 

Fmoc-Asp(OtBu)-OH 

Fmoc-Cys(Acm)-OH 

Fmoc-Cys(Mob )-OH 

Fmoc-Cys(Trt)-OH 

Fmoc-Gln(Mtt)-OH 

Fmoc-Glu(OtBu)-OH 

Fm oc-His(Trt) 

Fmoc-Lys(Boc )-OH 

Fmoc-Ser(tBu)-OH 

Fmoc-Thr(tBu)-OH 

Abréviations : Pme : 2,2,5,5,7,8-pentaméthylchroman-6-sulfonyle; tBu: tertiobutyl; Acm : acétamidométhyl; 

Mob : p-méthoxybenzyle; Trt : trityle; Mtt : méthyltrityle; Boe : tertio-butyloxy carbonyle. 

2.2. Protocole de synthèse de la scyllatoxine-DBF 

La scyllatoxine modifiée avec le mime de coude~ à structure dibenzofurane (scyllatoxine 

-DBF) a été synthétisée manuellement selon une stratégie Fmoc/t-Butyle et sur 0,5 mmole de 

résine. 

Déprotection 

Couplage 

Lavage 

Capping 

DMF 

Pipéridine 

DMF 

acide aminé ( 4 éq.) 

HOBt/HBTU (3,6 éq.) 

DIEA (8 éq.) dans DMF 

DMF 

CH2Cl2 

DIEA 5% dans CH2Cl2 

Ac20 10% dans CH2Cl2 

CH2Cl2 
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Suivant les difficultés de synthèse rencontrées, des couplages multiples ont été effectués 

utilisant les agents HOBt/HBTU ou BOP ou PyBrop : 

No 31 30 29 28 27 26 25 24,23 22 21 20 19 18 17 16 
a a H K v c E c K DBF 1 c K G L L G 

c 
0 a 2 2 2 2 2 2 3 3 3 2 3 2 3 3 3 
u 

p 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 
1 2: H 2: H 2: H 2: H 2: H 2: H 2: H 2:P 2: H 2: H 2: H 2: H 2: H 2: H 2: H 
a b 3: H 3:P 3: H 3: H 3: H 3: H 3: H 
g 
e 

No 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 
a a L s R c s L Q c M R L N c F A 

c 
0 a 3 3 3 3 3 3 5 3 4 3 3 3 3 2 3 
u 

p 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: H 1: B 1: B 1: B 1: B 1: B 
1 2:H 2: H 2: H 2: H 2: H 2 :H 2: H 2: H 2:P 2 :H 2:B 2:B 2:B 2:B 2: B 
a b 3: H 3: H 3: H 3: H 3: H 3: H 3: H 3:P 3: H 3:P 3: B 3:P 3:P 
g de .:1 .:1 .:1 4:H 4:P 4:B 
e 5:B 

Tableau 1 : Protocole de couplage des acides aminés lors de la synthèse de la scyllatoxine-DBF. a. Nombre 

total de couplages; b. détail des couplages : le numéro de couplage est suivi de l'agent de couplage utilisé selon 

les abréviations suivantes H : HBTU/HOBt, B : BOP et P : PyBrop; c . .:1 indique que le couplage et la 

déprotection ont été faits à 40°C. 

Remarque : Plusieurs cycles de déprotection ont été nécessaires pour la déprotection de Gly 19 

(4 traitements à la pipéridine), Leu 18 à Gly 16 et Ser 11 (3 traitements). 

Couplagedumime-DBF(Fmoc) • 1er couplage: 1,3 éq. rnime-DBF(Frnoc), 1,2 éq. 

HOBt/HBTU, 3,3 éq. DIEA, DMF- 1 h 

• 2ème couplage: 1,3 éq. rnime-DBF(Frnoc), 1,3 éq 

PyBrop, 3,3 éq. DIEA, DMF- lh 

• 3ème couplage : idem 2èrne couplage 

Remarque: un problème de solubilité du mirne-DBF(Fmoc) dans le mélange de couplage a été 

observé et résolu par l'addition de 0,7 éq. de DIEA. 

210 



Partie expérimentale 

2.3. Coupure de la liaison peptide-résine et déprotection des chaînes latérales 

La coupure de la liaison peptide-résine et la déprotection simultanée des protections des 

chaînes latérales sont effectuées selon le protocole décrit par Applied Biosystems. Le mélange 

de coupure contient les scavengers classiquement utilisés et du dibenzofurane : 

TF A 10 ml éthanedithiol 

eau 0,5 ml thioanisole 

phénol 750 mg dibenzofurane 

0,25 ml 

0,5 ml 

380mg 

Le mélange de coupure est ajouté à la résine et la réaction est laissée 3 h sous agitation à 

température ambiante. La résine est ensuite filtrée et le peptide est précipité dans l'éther, 

centrifugé à 2000 tr/min pendant 5 min et remis en suspention dans l'éther puis recentrifugé. Le 

peptide est ensuite dissous dans le chlorure de guanidinium 6 M contenant 100 mg de DTT, 

avant d'être purifié. 

2.4. Repliement oxydatif de la scyllatoxine-DBF 

A l'issue de la réaction de coupure de la liaison peptide/résine et déprotection simultanée 

des chaines latérales, le peptide dont les 6 cystéines sont sous forme réduite, est pré-purifié par 

HPLC préparative sur colonne C18 Nucléosil (gradient: 30% B à 70% Ben 1 h). Le peptide est 

ensuite lyophilisé et repris dans un volume minimum de TFA pour être oxydé dans les 

conditions d'oxydation suivantes: 

- concentration en peptide : 1 o·5 M 

- tampon NH4HC03 0,33 M 

-couple redox: glutathion réduit (GSH) 4 mM et 

glutathion oxydé (GSSG) 2 mM 

- température 4 oc 

Le peptide dissous dans le TFA est ajouté goutte à goutte à la solution d'oxydation 

placée sous forte agitation. Après 17 h, la solution est acidifiée (pH=2) par addition de TFA 

puis filtrée sur filtre Millipore (22 IJlll) et appliquée sur une colonne préparative Nucléosil (débit 

de 5 ml/min). Le peptide oxydé est élué en utilisant le gradient 30% à 65% B en 1 h. Une 

purification supplémentaire est effectuée sur colonne CN avec le gradient : 20% à 50% B en 90 

min. Le rendement final est de 0,3%. L'analyse du peptide final est faite par HPLC analytique, 

électrophorèse capillaire, analyse de la composition en acides aminés et spectrométrie de masse 

en mode électrospray. 
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3. STRATEGIE Boe- SYNTHESE DE BlG-DBF 

3.1. Matériel 

La résine : t-Boe-Glu(OBzl)OCH2 phényl aeétamidométhyl (PAM) 

(Applied Biosystem) 

Charge: 0,70 mmol/g 

Les acides aminés Boe protégés 

Boe-Asn(Trt)-OH 

Boe-Asp(OeHx)-OH 

Boe-Gln(Trt)-OH 

Boe-Glu(OeHx)-OH 

Boe-Lys(2ClZ)-OH 

Boe-Ser(Bzl)-OH 

Boe-Thr(Bzl)-OH 

Boe-Trp(Formyl)-OH 

Boe-Tyr(2BrZ)-OH 

Abréviations: Trt : trityle cHx cyclohexyle 2CIZ 2-chlorobenzyloxycarbonyle ; 2BrZ 2-

bromobenzyloxycarbonyle 

3.2. Protocole de synthèse de BlG-DBF 

La synthèse du domaine B 1 de la protéine G modifié avec le mime de coude 13 à structure 

dibenzofurane (B1G-DBF) a été effectuée en deux parties. Avant l'incorporation du mime (Glu 

56 à Leu 12) la synthèse est réalisée en automatique sur un synthétiseur ABI 430 (Applied 

Biosystem). L'incorporation du mime et la suite de la synthèse (Gly 9 à Thr 2) sont faites 

manuellement. La synthèse a été effectuée sur 0,25 mmole de résine. 

3.2.1. Synthèse en automatique 

La synthèse de B1G-DBF a été effectuée en automatique de Glu 56 à Leu 11, puis le 

mime-DBF a été incorporé manuellement ainsi que les acides aminés Gly 9 à Thr 2. 

Appareil : synthétiseur ABI 430 (Applied Biosystem) 

Programmes: -double couplage Neutralisation in situ avec capping 

- couplage sur Glu et après Glu : pas de rinçage NMP pour éviter 

la formation de pyroglutamine 
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Déprotection 

Couplage 

TF A 30% 1 CH2Cl2 

TF A 50% 1 CH2Cl2 

• acide aminé 4 éq. soit 1 mmol 

• HOBt 1 HBTU (0,45M) 3,6 éq soit 0,9 mmol 

• DIEA 8 éq. soit 2 mmol 

• NMP 33% dans DMF 

3min 

17 min 

'+ Incubation pendant 9 min puis transfert sur résine - Couplage 30 min puis : 

• DMSO (10% final): puis suite du couplage pendant 16 min 

Capping: DIEA 5% 1 CH2Cl2 

CH2Cl2 

Ac20 10%/DIEA 5%/ CH2Cl2 

Ac20 10%/ CH2Cl2 

CH2Cl2 

3.2.2. Couplage du mime-DBF(Boc) 

3 x 2 min 

2x2min 

1 x 2 min 

1 x4min 

3 x 2 min 

1er couplage: 3 éq. mime-DBF(Boc), 2,7 éq. HOBt/HBTU, 9 éq. DIEA, DMF- 1h 

2ème couplage: 2 éq. mime-DBF(Boc), 1,8 éq. HOBtiHBTU, 6 éq. DIEA, DMF- 50 min 

3ème couplage : idem 2ème couplage 

3.2.3. Synthèse manuelle 

Après l'incorporation du mime, la synthèse est effectuée manuellement selon le protocole 

décrit ci-après: 

Déprotection 

Couplage 

CH2Cl2 

TF A 50% 1 CH2Cl2 
( + dibenzofurane 3 éq. + thioanisole 1%) 

TF A 50% 1 CH2Cl2 

( + dibenzofurane 3 éq. + thioanisole 1%) 

CH2Cl2 

• 1er et 2ème couplages : 

acide aminé (4 éq.) 

HOBt/HBTU (3,6 éq.) 

DIEA (14 éq.) dans DMF 

• 3ème couplage : 

BOP remplace HOBt/HBTU 
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Lavage 

Capping 

DMF 

CH2Cl2 

DIEA 5% 1 CH2Cl2 

Ac20 10% 1 DIEA 5% 1 CH2Cl2 

CH2Cl2 

Partie expérimentale 

3 x 2 min 

2 x 2 min 

2x2min 

1x10min 

2 x 2 min 

3.3. Coupure de la liaison peptide-résine et déprotection des chaînes latérales 

Le groupe formyle, protection permanente du tryptophane, est clivé par action de la 

pipéridine 10% dans le DMF pendant 1 h. L'opération est répétée une fois. 

La coupure de la liaison peptide-résine et la déprotection simultanée des chaines latérales 

sont effectuées dans un réacteur en téflon par réaction avec le mélange suivant (pour 1 g de 

peptidyl-résine): HF anhydre 10 ml 

p-c ré sol 

p-thiocrésol 

dibenzofurane 

0,75 g 

0,25 g 

155 mg. 

Après 90 min sous agitation à 0°C, l'acide fluorhydrique est évaporé puis le peptide est 

précipité dans de l'éther et centrifugé à 2000 tr/min pendant 5 min (opération recommencée deux 

fois). Le peptide est ensuite solubilisé dans 80 ml de chlorure de guanidinium 6 M dans une 

solution tampon de N~HP04 0,1 M pH 5,7. 

4.3. Purification de BlG-DBF 

A l'issue de la réaction de coupure de la liaison peptide/résine et déprotection simultanée 

des chaînes latérales, le peptide est mis difficilement en solution dans 80 ml de chlorure de 

guanidinium 6 M tampon N~HP04 0,1 M pH 5,7, puis est purifié en premier lieu par HPLC 

préparative sur colonne -CN (gradient: 0% à 50% B en 90 min). Un essai de dialyse lente contre 

~0 (cellule Arnicon, membrane YM1- cutoff: 1 kd) a été tenté sur le peptide brut mais le profil 

du chromatogramme HPLC ne s'est pas simplifié. Une deuxième purification a été effectuée sur 

une colonne Nucleosil C18 (gradient: 40% à 100% Ben 85 min). 

Le peptide est purifié en dernier lieu sur gel d'échange d'ions (gel Q Sépharose) utilisant le 

gradient suivant: temps (min) %B 

0 0 

25 

188,3 

203,3 

218,3 
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Les fractions contenant le peptide sont désalées par passage sur une colonne analytique 

C18. 

Rendement final 0,7% sur les fractions pures ( >95%) (+une fraction avec une pureté d'environ 

70%) 

Le peptide est analysé par HPLC analytique, électrophorèse capillaire, analyse de la 

composition en acides aminés et spectrométrie de masse en mode électrospray. 

215 



Partie expérimentale 

CARACTERISATIONS PHYSICO-CHIMIQUES DES PEPTIDES 

1. METHODES - GENERALITES 

1.1. Electrophorèse capillaire 

Les analyses par électrophorèse capillaire sont effectuées sur un appareil Applied 

Biosystems 270 A. Le tampon utilisé est un tampon citrate 20 mM pH 2,5. Les analyses sont 

menées à 30°C, 30 kV sur 10 min. 

Les analyses en électrophorèse capillaire sont utilisées pour le screening des fractions 

issues des HPLC préparatives mais aussi pour l'analyse finale des produits. Elles constituent en 

effet un moyen d'analyse reposant sur un principe de séparation différent, suivant la charge, que 

celui utilisé pour la séparation par HPLC en phase inverse, où là c'est le caractère hydrophobe 

du peptide qui intervient. 

Cette méthode d'analyse est donc très utile comme moyen complémentaire à l'analyse 

par HPLC en phase inverse et permet une analyse plus rigoureuse de la pureté du produit. 

1.2. Analyse de la composition en acides aminés 

La composition en acides aminés est déterminée après hydrolyse acide totale du peptide 

en tube scellé avec HCl 6 N et 20 Ill de phénol à 5% dans H20, pendant 24 h à 110°C. 

L'analyse est effectuée sur un analyseur d'acides aminés Beckman modèle 6300. 

Pour le suivi de la synthèse, les hydrolyses sur des échantillons de peptidyl-résine ont 

été effectuées avec acide propionique 1 acide chlorydrique (111) et 20 J.!l de phénol à 5% dans 

H20 pendant 3 h à 140°C. 

1.3. Spectrométrie de masse 

1.3.1. En mode électrospray 

Les spectres de masse en mode électrospray ont été effectué dans le laboratoire de 

Spectrométrie de Masse de la faculté de Médecine de Lille, sur un spectromètre API simple

quadrupole (Perkin Elmer-Sciex). 

1.3.2. TOF · PDMS 

Les spectres de masse TOF-PDMS sont réalisés au laboratoire sur un appareil Biolon. 

L'échantillon à analyser est adsorbé sur une matrice de nitrocellulose et introduit dans l'appareil. 
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2. Caractérisation de la scyllatoxine-DBF 
' 
1 

1 

~~ 
0.0 10.0 

Profil HPLC colonne C 18 

(30%-90% Ben 1h) 

Profil électrophorèse capillaire 

(tampon citrate de sodium 20m.M, pH 2,5) 

• analyse de la composition en acides aminés : 

Asx(1) 1.0, Ser(2) 2.0, Glx(2) 2.4, Gly(2) 2.3, Ala(1) 1,1, Cys(6) 5.4, Val(1) 1.0, Met(!) 
0.7, Ile(1) 0.7, Leu(5), 5.1, Phe(1) 0.9, His(1), 1.0, Lys(3) 3.0, Arg(2) 2.0. 

• spectrométrie de masse en mode électrospray : 

Observé: 3517,7 ± 0,3 Da; calculé pourC153~44N44037S7 (moyenne isotopique): 3517,0 Da 

3. Caractérisation de BlG-DBF 

0.0 
40.n o.o 

Profil HPLC colonne C 18 

(0%-100 % B en 40 min) 

Profil électrophorèse capillaire 

(tampon citrate de sodium 20m.M, pH 2,5) 

• analyse de la composition en acides aminés 

10.0 

Asx(8) 8,9; Thr(10) 8,0; Glx(6) 8,0; Gly(4) 6,0; Ala(6) 6,0; Va1(4) 4,0; lle(l) 0,6; Leu(3) 2,8; 
Tyr(3) 3,6; Phe(2) 1,5; Lys(5) 5,1. 

• spectrométrie de masse en mode électrospray 

Observé: 6100,0 ± 0,3 Da; calculé pour C275H41oN"640 93 (moyenne isotopique): 6100,7 Da 
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CARACTERISATION STRUCTURALE 
PAR RMN 

1. Préparation des échantillons pour l'analyse RMN 

1.1. Scyllatoxine-DBF 

Partie expérimentale 

1,5 mg de peptide sont dissous dans 450 Ill H20, 50 Ill D20, 1 Ill TMSP 50 mM. 

Le pH est ajusté à 4,9. 

1.2. BlG-DBF 

3,7 mg de peptide sont dissous dans 450 Ill H20, 50 Jll D20, 1 Jll TMSP 50 mM. 

Le pH a été ajusté de manière à se rapprocher le plus de celui de l'étude du domaine B 1 

de la protéine Gnon modifié (pH=4,2), mais le peptide précipite quand le pH approche une 

valeur de 4. Le pH de l'étude est donc de 3,3. 

2. Expériences RMN sur la scyllatoxine-DBF 

Les analyses par RMN sont faites par Jean-Michel WIERUSZESKI au laboratoire sur un 

spectromètre Bruker DMX 600 (600 MHz) équipé d'une sonde triple noyau avec gradient Z. 

Les spectres ont été enregistrés à 4°C et 37°C. 

Les spectres DQF-COSY ont été acquis en mode phase-sensible par incrément de temps 

(TPPI) et en utilisant des gradients d'impulsion pour la sélection des cohérences. L'acquisition 

des spectres NOESY s'est faite avec la séquence de suppression d'eau WATERGATE (Piarro 

et coll., 1992) avec des temps de mélange de 50, 100 et 200 ms, et pour les spectres TOCSY 

avec la séquence WATERGATE flip-back (LIPPENS et coll., 1995) et avec des temps de mélange 

de 80 et 160 ms. 

L'expérience d'échange H/D a été faite en dissolvant le peptide dans D20 et en collectant 

un spectre ID suivi d'un spectre TOCSY de 3h, répétés pendant une nuit. 
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'CARACTERISATION FONCTIONNELLE' 

1. SCYLLATOXINE-DBF 

L'évaluation fonctionnelle de la scyllatoxine-DBF, comparée avec la scyllatoxine a été 

effectuée par Michel HUGUES à l'Université de Bordeaux. Cette évaluation a consisté en deux 

tests : test de l'activité biologique par étude de la contraction de taenia coli de Cobbaye et de 

l'activité pharmacologique par des expériences de compétition avec I'apamine iodée. 

1.1. Test biologique : contraction isométrique de taenia coli 

Ce test a été réalisé conformément au protocole publié (AUGUS1E et coll., 1992; 1990; 

HUGUES et coll., 1982). 

Un "échantillon" de taenia coli est placé, dans une chambre de mesure thermostatée, 

dans le tampon Mac Evens: (mM) 130 NaCl, 5,6 KCl, 2 CaC12, 0,24 MgC12, 11 glucose, 8 

Hepes, pH 7,4 complété avec 0,15 ~ d'atropine, 2 ~ de guanethidine, et dans une 

atmosphère O/C02 95/5. Le taenia coli est relaxé avec 3 ~ d'épinéphrine et différentes 

concentrations en toxines sont testées. 

1.2. Test pharmacologique : compétition avec l'apamine iodée 

Ce test a été effectué selon le protocole publié (AUGUS1E et coll., 1992; 1992; HuGUES et 

coll., 1982). 
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2. BlG-DBF 

L'évaluation fonctionnelle de B 1 G-DBF a été réalisée par un test ELISA. 

• Incubation : dans chaque puits d'une plaque de microtitration sont incubés pendant la 

nuit 200 !!1 d'une solution à 1mg/ml de protéine G recombinante (domaine B l-B2, Pierce) dans 

un tampon 0,05 M de carbonate/bicarbonate de sodium pH9,6 à température ambiante. 

• Saturation: après lavage avec une solution tampon de phosphate de sodium 0,01M pH 

7,2 contenant NaC11,8% en masse, Tween 20 0,1% (v), la saturation s'effectue en ajoutant par 

puits 300 !!1 d'une solution tampon phosphate de sodium pH 7,2 contenant 1% en masse de 

caséine, NaC11,8% en masse. L'incubation dure 1h à température ambiante. 

• Incubation IgG/protéines testées (B 1G, B 10-DBF, Protéine G, BSA) : pendant la 

saturation, les IgG de chèvre couplées à la peroxydase (Diagnostic Pasteur) (diluées 1119200 

pour avoir une DO de 1 sans inhibiteur) sont incubées pendant 90 min à température ambiante 

dans une solution tampon phosphate de sodium pH 7,2 contenant 1% en masse de caséine, 

NaC11,8% en masse avec différentes dilutions de chaque protéine. 

• Incubation de la solution IgG/protéine sur la protéine G : après deux lavages des puits 

de la plaque de microtitration, les différentes solutions IgG/protéines testées incubées 

préalablement, sont réparties dans chaque puits et mise en incubation pendant 2 h à température 

ambiante. 

• Révélation : après quatre lavages, la fixation des IgG couplées à la peroxydase sur la 

protéine G recombinante est révélée avec 200 !!1 de dichlorure d'orthophénylènediamine 

(Sigma). 20 !!1 de H20 2 pendant 5 min dans le noir et à température ambiante. La réaction est 

stoppée par addition de 50 ml de H2S04 4 N. L'absorption est lue à 492 nm. 
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PARTIE EXPERIMENTALE DE LA PARTIE IV 

Couplage de fragment avec HOCt 

'PREPARATION OF THE HYDRAZINE LINKERI 

1. Preparation of 2-copoly(styrene-1 %-divinylbenzene methoxydibenzocyclo 

heptadien-5-one 

1) CsOH 
t-BuOH/H20 

0 (1/1) 10min 

3 

H 2) W CH2-CI 00 DMF 
Sdays 4 

To a solution containing 2-hydroxydibenzocycloheptadien-5-one (1.16 g- 5.17 mmol) 

dissolved in t-Bu-OH 1 H20 (1/1, 40 ml) was added caesium hydroxide (825.2 mg - 4.92 

mmol). After stirring for 10 min, t-BuOH and H20 were removed by lyophilisation. The salt 

was then dried by azeotropic distillation with pyridine (2x 50 ml), and added in solution 

(dissolved in 20 ml distilled Dl\1F) to the Merrifield Resin (chloromethylpolystyrene) (1.74 g -

0.8 mmoVg). The reaction mixture was then stirred mechanically for 5 days under nitrogen at 

60°C. The resin was then washed with copious amount of solvents (DMF, DCM, dioxane, 

ether, isopropanol) and dried under vacuum (rn= 2.25 g). 

Cl analysis: 0% Cl found. 

IR analysis (KBr dise): umax (cm-1
): 3100-3000 (CH Arom.); 3000-2900 (CH2); 1636 (C=O); 

1590,1490 (C=C); 1448 (CH2). 
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2. Preparation of 2-copoly(styrene-1% -divinylbenzene) methoxydibenzocyclo 
heptadien-5-ol 

4 

LiAIH4 
THF 

OH 

To 2.23 g (0.62 mmoVg) of the previously prepared resin was added dried THF (60 ml) 

and LiAlH4 (0.45 g - 20.66 mmol). The mixture was heated under reflux and argon atmosphere 

for 1 h and was then cooled down with an ice bath and MeOH was added. The resin was then 

filtered and washed with copious amount of solvents (DMF, H20, dioxane, ether, methanol). 

The resin was dried in vacuo (rn = 2.13 g). 

IR analysis (KBr dise): umax (cm-1
): 3567,3405 (OH); 3100-3000 (CH Arom); 2800-2980 

(CH2); 1598, 1490 (C=C); 1448 (CH2) 

3. Preparation of N-t-butyloxycarbonyl-N'-2-coply(styrene-1% -divinyl-

benzene) methoxydibenzocycloheptadien-5-yl hydrazine 

NH2NHBoc NHNHBoc benzene sulfonic 
OH 

a cid 

5 

00 DCM 00 24 h 

6 

t-butylcarbazate (1.19 g- 9.74 mmol), benzene sulfonic acid (220.0 mg- 1.4 mmol) and 

freshly distilled (over CaH2) DCM were added to the resin 5 (2.13 g - estim 1.13 mmol). The 

mixture was refluxed for 26 h under nitrogen. The resin was then washed with the different 

solvents (DCM, DMF, dioxane, ether, MeOH) and dried in vacuo (m=2.31 g). 

N analysis: 1.80% N; theoretical: 2.24% 

Estimated resin functionality: 0.48 mmoVg. 

IR analysis (KBr dise): umax (cm-1
): 3419 (NH); 3000-2800 (CH arom., CH2); 1736 (C=O), 

1600, 1494 (C=C). 
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4. Preparation of N-t-butyloxycarbonyi-N'(Na-9-fluorenylmethoxycarbonyl 

glycyi)-N' -2-copoly(styrene-1% -divinylbenzezne )methoxydibenzocyclohepta 

dien-5-yl hydrazine 

NH-NHBoc Fmoc-Giy-CI 
DCM 

1.5 h 

Fmoc-Gly-OH (1.29 g- 4.34 mmol) was dissolved, under nitrogen, in freshly distilled 

DCM (50 ml), SOC12 (3.2 ml - 43.5 mmol) and DMF (about 0.5 ml) were also added. The 

solution became clear after 25 min stirring at room temperature, but was stirred for 1 h. SOC12 

and DCM were then removed by rotary evaporation and the resulting residue was washed twice 

with distilled DCM and then taken up in DCM and added to the hydrazide resin, preswollen in 

DCM (10 ml) and 1 ml distilled pyridine. The solution became red when the acyl chloride was 

added. The solution was stirred for 1.5 h at room temperature. The loading test performed after 

UV analysis of the Fmoc deprotection solution indicated a coupling yield of 66%. 

Resin functionality: 0.37 mmol/g. 

IR analysis (KBr dise): umax (cm-1
): 3417, 3276 (NH); 3058-2848 (CH, CH2); 1740-1685 

(C=O); 1600, 1502 (C=C). 
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1 SOLID PHASE PEPTIDE SYNTHESIS 1 

1. Methods 

1.1. General method for automatic solid phase peptide synthesis 

The syntheses of the peptides were performed on a 0.25 mmol scale using various 

derivatized resins, on an automatic synthesizer Applied Biosystems 430 A equipped with a UV 

detector (302 nm) allowing the monitoring of Fmoc deprotection and making it possible to 

calculate the efficiency of each coupling. 

The order of events for the coupling of each amino acid is summarized below: 

1. Capping: acetic acid (0.5 Min DMF/dioxane (111) 10 ml) and 0.125 M DIEA 

10.2% HOBt, 10 min 

2. Removal ofFmoc protection: 20% piperidin in DMF/dioxane (111) (3X9 ml: 6 

min, 1.5 min and 1.5 min) 

3. Washing: DMF/dioxane (1/1) (6X) 

4. Activation: Fmoc-amino acid (1 mmol), HOCt (1 mmol in DMF/dioxane 1/1, 10 

ml), 20 min 

5. Coupling: activated species transfered to reaction vesse!, 30 min. 

6. Washing: DMF/dioxane (111). 

1.2. The Fmoc UV analysis 

5 mg of resin were washed with sol vents (DMF, DCM, dioxane, ether) and dried. The 

resin was then introduced in a 10 ml volumetrie flask and a solution of 20% piperidine in 

DMF/dioxane (111) was added. After 10 min sonicating, the solution was filtered and transfered 

to the UV cell for UV analysis. The absorbance at 300 nm was measured and the loading could 

be calculated: Loading (mmollg) = Abs (300nm) x 10 1 Weight of resin (mg) x 9. 

1.3. RP-HPLC 

Analytical: C18 Aquapore column 300 Â, 7 j..tm, 0.46x20 cm 

Flow rate 1ml/min 
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Detection 214 nm, 364 nm 

Preparative: C18 Aquapore column 300 Â, 7 Jllll1X50 cm 

Flow rate 5 ml/min 

Detection 230 nm 

Partie expérimentale 

Ali runs were linear gradients of 0.1% aqueous TFA (buffer A) versus acetonitile 0.1% 

TFA (buffer B). 

2. Synthesis of the hydrazide fragment 1 

TbFmoc-NH · E A E* D* L* Q* V G Q* V E L G G • NH-NH2 

The amino acids labelled with an asterix * were triple coupled. 

The peptide was synthesized automatically using the resin (0.25 mmol) derivatized with 

the hydrazine linker and loaded with the fust Gly residue. 

Upon completion of the synthesis, the Fmoc group was removed by sonicating for 20 

min with 20% piperidine in DMF. The resin was then washed and dried overnight in vacuo. For 

TbFmoc protection, the resin-bound peptide (777 mg) was sonicated for 3 h in the presence of 

TbFmoc-Cl (344 mg- 0.75 mmol), DIEA (43 111- 0.25 mmol) and dioxane (3 ml). The resin 

was washed carefully with different solvents (dioxane, DCM, MeOH) and dried (rn= 855 mg). 

The functionality of the TbFmoc-protected peptidyl-resin can be calculated after the same 

treatment as for the Fmoc UV analysis described previously: 

Loading (mmoVg) = 0.613 x Abs (366 nm) 1 mass of resin (mg) 

The loading found here was 0.20 mmoVg. 

The peptide was then cleaved and deprotected in an solution containing: TFA 1 H20 1 

ethanedithiol 1 thioanisole (85/5/5/5). After 1h45 stirring, the resin was removed by filtration 

and the peptide precipitated in cold ether. As the peptide appeared partially soluble in ether, the 

etheral phases were centrifuged several times. The peptide was then dissolved in 

HzO/acetonitrile (114) but the solution remained unclear, and lyophilized. As the TbFmoc

protected "hydrazide fragment" appeared unsoluble in any solvent allowing its purification, the 

eructe peptide was used for the reactions of fragment coupling. 

FAB-MS (matrix: acetonitrile/thioglycerol): Cald: 1881.0, Obsd: 1881 (major peak) and 1055. 
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3. Synthesis of the amine fragment 2 

NH2 - G P G A G S L Q P L A L E G S L Q - OH 

The amine fragment 2 of Proinsulin C-Peptide was synthesized on a Wang resin (0.89 

mmollg). The first amino acid was loaded manually using the following procole. 0.8 g of Wang 

resin was swollen in DMF (DMF added until slunny). About 0.2 eq. of DMAP was added 

before the addition of the amino acid. 1.74 g of Gln(Trt) (2.85 mmol- 4 eq) were dissolved in 8 

ml of DMF and 223 Ill DIC were added (1.42 mmol- 2 eq.). The mixture was sonicated for 15 

min. The activated amino acid was then added to the resin and sonicated for 2h50. The resin 

was then washed with DCM, DMF, ether and dried. The Fmoc UV analysis revealed a coupling 

yield of 52% and a loading of 0.36 mmol/g. The resin was then ready for the automatic 

synthesis. 

Upon completion of the synthesis, the resin-bound peptide was stirred in an aqueous 

TFA solution containing the appropriate scavengers. The cleavage mixture was as follows: TFA 

1 H20 1 anisole (90/5/5). After 3 h, the resin was removed by filtration, washed with TF A (2x 2 

ml). The peptide was directly precipitated in cold ether, centrifuged, washed with ether, 

dissolved in ~0/acetonitrile (3/1) and lyophilized. The crude peptide was purified by RP

HPLC on a C18 column using the following gradient: 5%-40% B in 20 min. 

MALDI-TOF: Cald 1595.8, Obsd 1596.3. 
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1 FRAGMENT COUPLING WITH THE AZIDE METHOD 1 

Peptide hydrazide (18.8 mg- 10 11mol) in DMF (1.5 ml) was sonicated for 1.5 h to 

dissolve the TbFmoc-protected hydrazide peptide, under an atmosphere of nitrogen. The 

solution was then cooled to -20°C and a solution of HCl in 1,4-dioxane (4 M, 26 11mol) was 

added. The mixture was allowed to warm to -15°C and t-Butyl nitrite (15 11mol) was added. 

After 10 min, HOCt (2.4 mg- 15 11mol) was added and 10 min later, the amine fragment (15.9 

mg - 10 11mol) in precooled DMF (1 ml), followed by DIEA (27 11mol) at a rate of 5 11mol every 

15 min. The solution was stored at ooc under stirring for maximum 5 days, before adding 

AcOH (1% v/v, 2.5 ml). DMF was evaporated in vacuo and water was added (3 ml). 

Remark: considering the small volumes of DIEA and t-Butyl nitrite, diluted solutions in DMF 

were prepared prior to use. 

The monitoring of the reaction was performed by RP-HPLC at 214 nm and 364 nm and 

the gradient was run from 10% to 90% B in 30 min. 5 111 samples were taken from the reaction 

mixture at different time: just before the introduction of the amine fragment, after 5 min, 1 h, 3 

h, 17 h, 24 h, 48 h, 3 days, 4 days, 5 days. 

PURIFICATION 

The different means offered by TbFmoc for purifying the products were attempted. 

As described Scheme 6 (Partie IV), one of the possibilities is to use the absorption of TbFmoc 

at 364 nm to identify easier the products on the RP-HPLC profile, and the other consists in 

using the affinity of TbFmoc for carbon. 

1. Purification by RP-HPLC 

Purification of experiment 1 reaction mixture was attempted in that way by classical 

preparative RP-HPLC (gradient: 10% B to 70% B in 40 min). Unfortunately, a high pressure 

problem on the HPLC, may be due the precipitation of the product on the column, prevented a 

normal elution. Only 6.6 mg from the amine fragment 2 were finally eluted and 1.6 mg of a 

product identified lately, due to difficulties encountered to obtain interpretable mass spectrum, 

as being the TbFmoc-protected amine fragment. 
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2. Affinity purification on carbon 

The crude reaction mixture was dissolved in Guanidine.HCI 1 isopropanol (111) (15 ml) 

and sonicated for 30 min. 100 mg of PGC were added and the mixture was sonicated for 1 h. 

The adsoption of TbFmoc on PGC was monitored by RP-HPLC (gradient 10%B to 90%B in 

30 min). The mixture was then centrifuged and the supematant removed and collected as it 

contains the amine fragment. The PGC was then washed using Guanidine.HCI 1 isopropanol 

(111) (10 ml) and centrifuged again. The supernatants were combined and isopropanol was 

removed in vacuo. The cleavage of TbFmoc was performed with 20% piperidine in 

Guanidine.HCI 1 isopropanol (111) (10 ml). After centrifugation, the supematants were collected 

and isopropanol was removed in vacuo. The pH of the solution was then altered to pH 6-7 

before purification by preparative RP-HPLC. 
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Représentation des chaînes latérales des acides aminés 

{d'après CREIGHTON, 1993). 

Glycine 
Gly 
G 

Alanine 
Afa 

Serine 
Ser 
s 

Aspartic acid 
Asp 
D 

Lysine 
Lys 
K 

Phenylalanine 

Phe 

F 

A 

Threonine 
Thr 
T 

Asparagine 
Asn 
N 

Valine 
Val 
v 

r, 
Cysteine 

Cys 
c 

Glutamic acid 
Glu 
E 

Arginine 
Arg 
R 

Tyrosine 

Tyr 
y 
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Leucine 
Leu 
L 

~~)lo on-
Iso leucine 

Ile 
l 

Methionine 
Met 

Pro li ne 
Pro 

M 

Glutamine 
Gin 
Q 

Histidine 
His 

Tryptophan 

Trp 
w 

H 

p 
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n.np 
daN(i,i•4) 

da~O.i•3) 

daNCi.i•3) 

dNN(i,i•2) 

daN(i.i•2) 

dNN -----·--

daN 
lJHNa(Hz) 999999 

1 2 3 4 56 

Contacts NOE caractéristiques 

(d'après Wütrich, 1986) 

a-Hqlix 310-Hqlix Turn 1 Turn Il 

- --- --

-- -- --
- -- -- - - -

----·--- - -

- -
-- ---4 444444 444444 4 9 4 5 

1 23L.567 123456 1 2 3 4 1 2 3 " 
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