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Abstract

The work focuses on the synthesis and characterization of N,C-protected amino
acids. C-protection was made by a primary amine using the medium DCCI
carbodiimide method as a coupling agent. N-protection existed on the commercial

product.

Three amino acids have been used as main reagents which are “Boc-Ala-OH”,
“Boc-Gly-OH”, “Boc-Leu-OH” protected by the Boc Protective Group. The synthesis
in question consisted first of activating the C-terminale part (acid function) by the
DCCIL. then the intermediate formed will react with isopropylamine by a condensation

reaction thus forming an amide bond.
In the end, an amino acid is obtained ready for a peptide synthesis sequence.

The identification of each product of our synthesis was done by: FTIR, by melting

point measurement and by CCM.



Résumé

Le travail porte essentiellement sur la synthese et la caractérisation d’acides aminés
N,C-protégés . La C-protection a été faite par une amine primaire en utilisant la
méthode des carbodiimides moyennement le DCCI comme agent de couplage. La N-

protection existait sur le produit commercial.

On a utilisé trois acides aminés comme réactifs principaux qui sont « Boc-Ala-OH
», « Boc-Gly-OH », « Boc-Leu-OH » protégés par le groupement protecteur Boc. La
syntheése en question consistait d’abord a activer la partie C-terminale (fonction acide)
par le DCCL. puis I’intermédiaire formé réagira avec I’isopropylamine par une réaction

de condensation formant ainsi une liaison amide.
On obtient a la fin un acide aminé prét pour une suite de synthese peptidique.

L’identification de chaque produit de notre syntheése a été faite par : FTIR, en

mesurant point de fusion et par .CCM.
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Introduction générale

Les Peptides sont des composés naturels ou synthétiques qui résultent d’un
enchainement d’un nombre déterminé d’acides aminés (AA) reliés entre eux par une
liaison peptidique .la liaison peptidique est de type amide ,elle se forme par
condensation entre la partie N-terminale d’un acide aminé et la partie C-terminal d’un
autre acide aminé . Les peptides et les protéines sont des éléments essentiels dans

I’organisme car ils ont des rdles tres variés

Un role de structure ,
Un role catalytique (les enzymes),

Un role de régulation de I'expression des genes (les facteurs de transcription), etc.

Les acides aminés constituent une partie distinctive du corps humain et de
l'alimentation. Ils sont extrémement vitaux pour que le corps humain fonctionne
correctement. Leur role principal est de transporter et de stocker de maniere optimale
I’ensemble des nutriments apportés a 1’organisme : lipides, glucides, protéines,
minéraux, vitamines, eau... En régulant les métabolismes de base du corps humain,

comme ils réduisent le risque des maladies liées a notre mode de vie moderne.

Les acides aminés étant des molécules organique bifonctionnels présentant une
fonction acide carboxylique et une fonction amine, doivent subir au préable une

modification structurale pour €tre utilisé dans une synthese peptidique.

En général, on utilise des réaction de protection et d'activation de ces fonctions
pour former sélectivement la liaison amide voulue. Et cela en protégeant la partie C-
terminale sous forme d'une amide pendant que la partie N-terminale €tait protégée

commercialement par le groupement Boc.
Notre choix s'est porté sur trois acides aminés:
Glycine : acide aminé achiral.
Alanine et leucine : acides aminés chiraux.

Et sur une amine primaire (isopropylamine ) pour la C-protection qui va mimer dans

une certaine mesure de prolongement de la chaine peptidique .



Nous avons orienté notre travail vers la synthése d’acides aminés préts pour une synthese
peptidique. Ce travail se scinde en trois chapitres : le premier chapitre axé sur la partie
théorique qui inclue des généralités sur les acides aminés et la synthese peptidique ainsi que
leurs domaines d’applications, la partie expérimentale est décrité au chapitre deux. Les

résultats obtenus et leurs discussions sont traités au troisieme et dernier chapitre.

En fin nous terminons par une conclusion et perspectives.



1.1

1.2

Chapitre 1: Partie théorique

Généralité

Les acides aminés sont aux organismes vivants ce qu’un arbre est a une forét, ils constituent
I’unité de base de tous systémes vivants et ils remplissent un rdle essentiel dans le maintien de
la vie. L’agencement des acides aminés forme des chaines peptidiques qui agissent en tant
qu’enzymes, hormones, protéines structurales, contractiles, de transport, de stockage et
immunologiques.! On comprend donc I’intérét des acides aminés puisqu’ils interviennent dans
tous les processus biologiques. On les retrouves comme agents agroalimentaires,
agrochimiques et cosmétiques 2 en plus d’étre utilisés comme réactifs et ligands chiraux dans les
synthéses asymétriques.® Les acides aminés sont également intégrés dans la biosynthese des
alcaloides et de plusieurs autres métabolites secondaires. Les acides a-aminés nous intéressent
plus particulierement. Ils sont définis ainsi a cause du carbone C-2 (ou @) qui porte le groupe
amine et carboxyle. Dans le corps humain, il en existe 20 acides aminés de configuration

absolue « L » que I’on nomme acides aminés photogéniques.

Définition:

L'acide aminé est une substance organique contenant un carbone tétraédrique central (a)
(figure 1) sur lequel sont fixés une fonction amine, une fonction acide carboxylique, un
hydrogene et un groupement variable appelé chaine latérale (R) °. Le carbone a est asymétrique
sauf pour la glycine ou il possede deux substituants hydrogéne. La distinction entre les
différents acides aminés fait par la chaine latérale plus ou moins complexe qui leur confere des

propriétés physico-chimiques différentes.®

R‘ H
H'--...N/ “‘--..C//'vo
| I
] H OH

Figure 1 : Structure d'un acide aminé.

La chaine latérale (R) peut étre simple (Alanine), ramifiée (Leucine, isoleucine, valine) ,
hydroxylée (Sérine, Thréonine) soufrée (Cystéine, Méthionine), dicarboxylique (asparagine,

aspartate , glutamate) avec un groupement amines supplémentaire (glutamine, lysine,arginine),



aromatique (phénylalanine, tyrosine, tryptophane)ou avec un groupement imine (histidine et
proline). La glycine est 1’acide aminé le plus simple avec un atome d’hydrogeéne pour

substituant latéral °.

1.3 Acides aminés essentiels et non-essentiels:

On distingue deux groupes d’acides aminés:

1.3.1 Acides aminés essentiels:

Les acides aminés essentiels ou indispensables ont été définis comme étant les acides
aminés dont 1’organisme humain est incapable de faire la synthése.” L’alimentation est la seule
source d’apport. Ils sont au nombre de neuf : I’isoleucine, I’histidine, la leucine, la lysine, la

méthionine, la phénylalanine, la thréonine, le tryptophane et la valine.

1.3.2 Acides aminés non-essentiels:
Ceux sont des acides aminés synthétisés dans 1’organisme et dont 1’apport ne dépend pas

uniquement de 1’alimentation. Il s’agit de : I’alanine, 1’arginine, I’asparagine, 1’aspartate , la

cystéine, la glutamine, le glutamate, la glycine, la proline, la sérine, et la tyrosine.



1.4 Configuration des acides aminés:

Le carbone a des acides aminés est un carbone asymétrique (sauf pour la glycine), il est lié
a quatre atomes ou groupements d'atomes différents : -H, -NH2,- COOH et la chaine latérale
R. Il est au centre d'un tétracdre dont les sommets sont occupés par les différents substituants.
Cela signifie qu'il est possible d'avoir deux configurations différentes d'un méme acide aminé,

On désigne L et D (figure 2).

Figure 2 : Configuration L et D.

On dit que le carbone o est un centre chiral et les deux stéréo-isomeres sont des
énantiomeres. Les lettres ( D ) et ( L ) font référence au D : dextrogyre , L : lévogyre. Si
ellessont a droite, la molécule est ( D ) et si elle est a gauche , la molécule est ( L ). Ces deux
isomeres optiques sont représentés selon la projection de Fisher (figure 3). Les protéines
naturelles sont constituées uniquement d’acides aminés de type L Pour les acides aminés

naturels de type D, on les trouve dans les parois des bactéries et dans certains peptides

antibiotiques.
COOH COOH
H,N H H NH,
R R
[someére (L) [somére (D)

Figure 3 : Projection de ficher des configurations D et L.



1.5 Les groupements protecteurs des acides aminés et leurs clivages:

Une condition obligatoire dans la synthese chimique des peptides est la sélection et
l'utilisation d'un groupe protecteur temporaire pour la synthése d'un acide aminé. En 1932 que
le premier groupe protecteur facilement clivable, le groupe carbobenzoxy (Z) de Bergman et
Zervas, a été mis au point pour permettre la synthese de peptides. Cependant, la nécessité d'une
hydrogénolyse prolongée du groupe Z pour son élimination a considérablement limité son
utilisation a plus grande échelle. Comme en parlant de groupe tert-butyloxycarbonyle (Boc)
par Carpino a la fin des années 1950,qui a permis de faciliter et de faire progresser de maniere
significative la synthése chimique des peptides® .Cependant, en 1970, il ya presque 50 ans,
Carpino a décrit la préparation et les propriétés chimiques d'un nouveau groupe protecteur
d'aminouréthane ,le groupe 9- fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc) qui possede une labilité vis-

a-vis des bases ° .

1.5.1 Le groupement benzyloxycarbonyle (Z):

Proposé par Zervas et Bergman en 1932, le groupe Z a été tres largement utilisé en
synthése Peptidique!®, IL est obtenu en faisant réagir le chlorure de benzyloxycarbonyle sur

I'acide aminé :

| [|]

R
H, H Hy H ‘
¢ —0—~C—=0 - HE.N—El—COOH o C —O—C—N—ﬁ—COOH

Figure 4 : Mécanisme de la protection par benzyloxycarbonyle.

L'intérét du groupe Z est sa grande stabilité face a 'hydrolyse en milieu alcalin, par

conséquent, il est déplacé sélectivement par :

- hydrogénolyse catalytique sur palladium :

(0]
" | y H2/Pd
c-—o0—C—N—R » CHs + €02 + RNH2

Figure 5 : Mécanisme de I’hydrogénolysation sur le palladium.




Les Z-aminoacides sont stables en milieu basique, nucléophile et faiblement acide. 1ls sont

clivés par hydrogénation catalytique (voie a), par le sodium dans I'ammoniac liquide (voie b) ou

par l'acide bromhydrique 6N dans 1'acide acétique (voie c) (Figure 6)

(0]
H,/Pd Ha Il HBr 6N/CH;COOH
C -O—C—NHR
(a) (c)

(6) | narn,

CHQBI’ +

a 2
CO,+ RNH; Br

. CHO,

+ RNH,

CH, + Na,CO5+ RNH,

Figure 6 : les conditions de clivage du groupe benzyloxycarbonyle.

1.5.2 Le groupement tertiobutyloxycarbonyle (Boc):

L'utilisation du motif tertiobutyloxycarbonyle pour protéger les amines a été suggérée par
Carpino en 1956 !, en 1957 Il a été introduit en synthése peptidique par MAC KAY
ALBERTSON ANDERSON et MAC GREGOR, ce groupement conduit a des carbamates de

tert-butyle labiles en milieu acide.

L'introduction du motif Boc peut étre réalisée a partir du carbonate mixte de tertiobutanol

et de para-nitrophénol (a), de l'azidocarbonate de tertiobutyle (b) ou du di-

tertiobutyldicarbonate (c)'>!3.

CHy

O CHy
‘ ” l CHy 0 0 CHy
HyC—C—0—C—0 NO, Ny——C ——O——C——CH. ‘ ‘ ‘ |
’ ‘ ” B3 G o T 3 HiC—C—0—C—0—C—0—C—CH;

CHy 0 CHs | |

() (b) (c)

Figure 7 : Les composés nécessaires pour I’introduction de Boc.



Ce groupement est stable en milieu basique, réducteur et nucléophile. La formation d'amines et
d'acides aminés protégés par Boc est réalisée dans des conditions aqueuses ou anhydres, par
réaction avec une base et l'anhydride Boc. Des esters actifs et d'autres dérivés tels que

Boc- ONH: et Boc-N3 peuvent également étre utilisés.

Plusieurs méthodes de déprotection ont été développées mettre en évidence une Vvoie

simple et sélective consiste son traitement par le carbonate de sodium Na;COs a reflux dans un

mélange DMF/H20.
R R
1\N/ g Na,CO; DME\H,0 R, R,
- » N/
Reflux N
Boc H

Figure 8 : Déprotection du Boc dans DMF/H20.

La déprotaction chimio sélective de N-Boc est communément réalis€ par un traitement
acide et est accomplie rapidement en utilisant 5 équivalents de THF a 60°C pendant 30 min

(figure 9).

NHBoc

NHy
>
60°C, 30 min NH,

NHBoc

Figure 9 : Déprotection de Boc en milieu acide.

1.5.3 Le groupement 9-fluorénylméthoxycarbonyle (FMOC):

Le groupement FMOC décrit par Carpino en 1970 est introduit a partir du chloroforrnate ou

de l'azidocarbonate correspondant :

S i

Chloroformate Azidocarbonate

Figure 10 : Les réactifs nécessaires pour I’introduction du Fmoc.



Les caractéristiques chimiques attrayantes du groupe Na-Fmoc sont nombreuses, '*!°

notamment son introduction facile dans les acides aminés, sa stabilit€ en milieu acide, et son

clivage en milieu basique (figure 11).

o o
I ) ST,
H

R=C4H5 ou CH-COOH

Figure 11 : Mécanisme clivage du Fmoc en milieu basique.

Cependant il présent des inconvénients comme son hydrophobie importante qui rend ses
dérivés d'acides aminés moins solubles que les dérivés Boc correspondants. Son encombrement
stérique contribue a l'apparition d’agrégats peptidique pendant la SPPS de ce que 1'on appelle

les "peptides difficiles" '°.

La réaction de déprotection est beaucoup plus rapide dans les solvants polaires comme le
DMF et la N-méthylpyrrolidone (NMP) que dans les solvants apolaires comme le
dichlorométhane!’. Le tableau 1 présente des exemples de clivage de Fmoc-aminoacides par
diverses bases :

Tableau 1 : Les solvants utilisés pour la protection du Fmoc.

Base Solvant Temps (min) Déprotection %
50% de morpholine DMF Imin 50%

20% de piperidine DMF 0,1 min 100%

5 % de Piperazine DMF 0,33 min 50%

50% de DMF 35 min 50%
Dicyclohexylamie

10% DMF 85 min 50%
4-Dimethylaminopyridine




1.6 Couplage peptidique:

Le couplage peptidique consiste a assembler des acides aminés entre eux en formant une
fonction amide. Afin de procéder au couplage, la fonction acide carboxylique de I’acide aminé

N-protégé et activée sous différentes formes en utilisant un agent de couplage.
Différentes procédures de couplage peptidique sont employées, les plus utilisées sont décrites
dans ce qui suit :

1.6.1 Chloruresd’acyle:

Une méthode simple et évidente d’activer un acide carboxylique est de le transformer en
chlorure d’acide. Elle a été utilisée pour la premicre fois dans la syntheése des peptides en 1903

par le groupe du Pr. Fisher.'®Les chlorures d’acide, généralement obtenus par action du

SOClzw, COCl ;0, PCl 5, POCI eu le PCI 2;,sont de bons réactifs de couplage.

O
” 0 o cl
/N | |F! W P\ S W
C \
Cl Cl
c|/ \Cl CI/ |\Cl Cl l Cl | \CI
_ o Cl cl
Chlorure dichlorure Oxychlorure Trichlorure Pentachlorure
de thionyle de carbonyle de phosphore de phosphore de phosphore

Fisher en 1903 utulise un chlorure d’acyle d’acide aminé protégé par un groupement N-
éthoxycarbonyle??>. Les chlorures d’acyle sont facilement obtenus en faisant réagir I’acide

aminé avec un agent de chloration comme par exemple le chlorure de thionyle (SOClL,).

Figure 12 : Préparation d’un chlorure d’acyle.
La présence de base est nécessaire a la réaction afin de neutraliser I’acide chlorhydrique
libéré. Pour diminuer le contact entre la base et le chlorure d’acyle, la réaction peut se faire dans
des conditions de Schotten-Baumann, c’est-a-dire un systeéme biphasique DCM/solution

aqueuse de carbonate potassium.
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L’utilisation de chlorures d’acyle est particulierement efficace pour réaliser des couplages
d’acides aminés encombrés et/ou faiblement nucléophiles.

L’un des inconvénients majeurs de cette méthode réside dans la production de HCI qui
favorise la déprotection de certains groupements protecteurs comme dans le cas des composés

protégés par le Boc.

1.6.2 Autreshalogénuresd’acyle:

Pour réaliser des couplages difficiles dans des conditions standards on utilise le fluorure
d’acyle. Les fluorures d’acyle sont généralement préparés en faisant réagir la trifluorotriazine,

toxique, avec I’acide aminé.

)I\ )\
HZNAH/OH F N F NH2 F
O , O

Figure 13 : Préparation d’un fluorure d’acyle.

Pour réaliser des couplages tres délicats on peut utiliser parfois les bromures d’acyle. Cette
méthode est limitée a cause de leur trés grande réactivité .Pour former le bromure d’acylela 1-
bromo-N, N-2-triméthyl-1-propénylamine est souvent utilisée car elle permet de réaliser la
réaction dans des conditions douces (sans chauffer), elle n’est pas commerciale et sa

préparation est délicate (figure 14 )>.

Figure 14 : Préparation d’un bromure d’acyle.
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1.6.3 LesAcylazides:
Réaction de Curtius :
La premiere réaction de couplage qui respecte la chiralité des acides aminés a été mis par

Curtius (figure 15)**. Cette méthode n’est pas trés importante car la réaction est lente et génére

de nombreux produits secondaires.

NH>NH, HONO

L e —"')L—”)l\

Figure 15 : Préparation des Acylazides.

1.6.4 Lesanhydrides
C’est la méthode la plus efficace et la plus propre pour réaliser des couplages peptidiques,
qui utilise les anhydrides comme intermédiaires réactionnels .I1 existe deux types d’agents

employés: les anhydrides mixtes et les anhydrides symétriques.

1.6.4.1 Les anhydrides mixtes:

Les chloroformiates :

L’anhydride mixte est généralement formé par réaction d’un chloroformiate d’isobutyle
(ICF) avec I’anion de I’acide aminé N-protégé généré par déprotonation de 1’acide par une

amine tertiaire telle que la N- méthylmorpholine (NMM).

C’est une méthode de couplage propre et efficace. La réaction de formation de I’anhydride est
de duréeddd de quelques minutes puis ’acide aminé a coupler est ajouté. Elle nécessite une
basse température (-20°C) pour la stabilité des anhydrides. Pour des températures élevées on

observe la formation irréversible d’esters.
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Figure 16 : Réaction de couplage avec un anhydride mixte
Les carbodiimides:

Parmi les agents de couplage le plus importants en synthese peptidique : les carbodiimides.
Le plus connue est le dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (figure 17)*, La DCC et parfois
remplacée par le 1-éthyl-3-(3* diméthylaminopropyl) carbodiimides (EDC)%.

+ .
Et—N==C==N—{(CHy};~NH, C @Nzc:N@

EDC DCC

Figure 17 : Structure de DCC et EDC

1.6.4.2 Les anhydrides symétriques:

Les anhydrides symétriques sont généralement préparés en faisant réagir 1’acide aminé a
coupler avec 0.5 équivalent de dicyclohexylcarbodiimide (DCC) dans le DCM. La N, N-
dicyclohéxylurée (DCU) formée durant la réaction est filtrée et le solvant est parfois remplacé

par du DMF puis I’anhydride est ajouté au second acide aminé (figure 18).

Ra

DCC (0.5 equiv)
R4 OH
N DCM
N
H
o 0

Figure 18 : Formation d’anhydride symétrique

il o
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1.6.5 Les esters activés:

Les esters activés d’acides aminés sont des especes qui sont assez stables pour étre stockées
mais assez réactives pour réagir avec un groupement amine. IlIs sont souvent utilisés en
synthese peptidique et peuvent étre préparés, purifiés et stockés. Certains acides aminés sous

forme de pentafluorophényle (Pfp) sont commerciaux.

= F
R o F
—
H
o
F F
s

Figurel9 : Pentafluorophényle (Pfp)

Les esters activés d’acides aminés sont généralement préparés en utilisant des méthodes
standards de formation d’ester comme [’utilisation de DCC avec un phénol substitué (ex :

pentafluorophényle) ou une hydroxylamine substituée (ex : HOBt)

~ PfpOH R— OPfp

Figure 20 : Synthese d’ester activé en présence de PfpO

1.6.6 Isocyanates:

Les isocyanates sont populaires pour la formation de liaisons amides. Ils ont été utilisés
avec différents partenaires de couplage tels qu’un acide carboxylique, un aromatique riche, un
alcéne ou un réactif de Grignard La condensation d’un isocyanate avec un acide carboxylique
est un procédé connu depuis longtemps. Cette réaction passe par la formation d’un
intermédiaire de type anhydride carboxylique carbamique tres instable, et conduit au produit
désiré par élimination de CO2 Tout comme pour la condensation directe d’un acide et d’une

amine, des températures tres élevées sont nécessaires.
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1.7 Les peptides
1.7.1 La liaison amide :
liaison entre deux acides aminés, appelée liaison peptidique®’, est forme par une

réaction de condensation entre le groupe a-carboxyle d’un acide aminé et le groupea-amine

d’un autre acide aminé donnant lieu a une liaison amide (figure 21).

o) _ H,0

NHZ_TH_C_OH + NH,—CH——C——O0H ‘4 NH,—CH—FC——NH—+—CH——C——O0H
R4 R, R Ry

Laison
amide

Figure 21 : Formation d’une liaison peptidique.

Lorsqu’on représente une chaine polypeptidique, I’extrémité amine est placée a gauche et

I’extrémité acide carboxylique est placée a droite.

R4 O R @) Rn
. ) )\
N
HEN)ﬁW/ \HKN N COOH
H H
O Rz Rn™!

Extrémité
C-terminale

Extrémité
N-terminale

Figure 22: Les extrémités d'une chaine polypeptidique.

On appelle la chaine qui comprend les liaisons peptidiques chaine principale, et les

substituants R chaines latérales.

1.7.2 Propriétés géométriques de la liaison peptidique :

La longueur d'une liaison peptidique est de 1,33 A. Elle est donc plus courte qu'une

liaison simple (C-N : 1,47 A) mais plus longue qu'une liaison double (C=N : 1.28 A).
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Figure 23 : Schéma de liaison peptidique.

De plus I’absence de libre rotation imposée par cette conjugaison impose deux configurations

possibles a la liaison peptidique qui est cis ou trans.

En général, les liaisons peptidiques sont de la conformation trans ou les carbones Ca sont
de part et d’autre de la liaison dans le plan peptidique. La conformation cis est en effet tres
défavorisée par I’encombrement stérique des chaines latérales. Seules les liaisons suivies par un

résidu proline présentent ~10% de conformation cis.

R, R o R

A NS

O H H

R4
conformation

conformation
cis

trans

Figure 24 : Configuration cis et trans de la liaison amide.

La structure d’une chaine peptidique est définie par des angles :
L’angle diedre oméga (m) c'est angle de rotation autour d’une liaison C- N, Les deux angles psi

(y) et phi (@) correspondent respectivement aux angles de rotation entre  Cj- C et entre Cj- N

Figure 25: Les trois angles diédres (®, y, ¢) d’une liaison peptidique.
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1.8 Structure des peptides

1.8.1 Structure primaire :

C’est I’ordre d’enchainement des différents acides aminés composant la chaine peptidique

qui détermine la structure primaire ou séquence.

H>0
N-terminus C-terminus
H H O R2 H H O R4 H (o] H H O
chaine U [ i | L n | o 1 Pon
ol —» H-N-C-CgN-C-CHN-C-C+{N-C-CiN-C-C- -N-C-C-0O-H
principale | 1 1 1o 1 | [T 1 ]
R1 H H O R3 iIH H O RS R6
chaine /
laterale résidu 1 résidu 2 || résidu 3 || résidu 4 résidu 5 résidu 6
lien formation du
peptidique lien peptidique

par condensation
et élimination
d'eau

Figure 26 : Structure primaire d’un peptide.

1.8.2Structure secondaire :

La chaine d’acides aminés, adopte une structure tridimensionnelle en se pliant et en
s’enroulant sur elle-méme. Cette structure secondaire est due a la rigidité de la liaison amide
mais aussi a la présence de nombreuses interactions : liaisons hydrogene (~20 kJ/mol), liaison
de Van der Waals (~4kJ/mol), liaison covalente 06-0 (~150kJ/mol). II existe deux

arrangements importants : I’hélice a et la structure en feuillet plissée (configuration f3).

1.8.2.1 L’hélice o :
C’est une structure réguliere et relativement compacte (figure 27) dont les caractéristiques
sont :
e conformation en hélice est maintenue par liaisons hydrogene intramoléculaires entre

tous les motifs CO et NH des acides aminés impliqués.

e Les radicaux (R) des résidus sont a I’extérieur de I’hélice, ce qui minimise les

encombrements stériques.

e [ ’hélice ne peut s’¢tablir qu’avec des résidus de la méme série (L ou D).
e Les plans des liaisons peptidiques sont paralléles a I’axe de I’hélice et forment les

squelettes de 1’hélice.
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Figure 27 : Structure Hélice a droite.

1.8.2.2 Feuillets p :

Au contraire de 1’hélice, le feuillet B, dont le nom provient de 1’aspect ondulé de la chaine
polypeptidique étirée comporte des liaisons hydrogenes entre des groupements du squelette
provenant de résidus distant les uns des autres dans la séquence linéaire. Dans les feuillets J,
deux chaines sont placées cote a cote et les liaisons hydrogenes se créent entre ces chaines. Si
les deux chaines peptidiques impliquées dans la formation du feuillet B se déploient dans le
méme sens du c6té N-terminal vers le coté C-terminal le feuillet B est parallele, a contrario si
les deux chalnes peptidiques sont en sens inverse, c’est le feuillet B antiparallele. Il existe aussi

les feuillets B mixtes comportant a la fois des chaines paralleles et antiparalleles.

H H [=] H

~N

=

“\N /C -‘\C — \C/ -‘-\N C\C/
il I A A I Feuillats
antiparallé
(=] H H (=] H
I [ | [
L = ~N

) if )

~N c c
H H (=] Feuilletb
paralléle

H
|
\T/C\
H

i T
C
I\II/‘-,

H

o=0

0

i I
™~ (= ~N
— \Cl/ ~n “-,Cl/ —

H |~I< o

0

o=n

Figure 28 : Structure en feuillet f.

Les feuillets B représentent une structure majeure dans les protéines globulaires,

représentent i peu pres un quart des structures réguliéres rencontrées.”®

En plus de ces deux arrangements principaux, il en existe d’autres ; les plus importants sont :
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1.8.2.3 Les coudes :

Les chaines polypeptidiques peuvent former des coudes et ainsi changer de direction (Figure
29). Ces coudes ne sont pas des structures périodiques. Il s'agit plutdt d'un repliement particulier
du squelette carboné localisé a 3 ou 4 résidus consécutifs. Les coudes ont le role de connecteur
entre des structures régulieres comme les hélices ou les feuillets . Ils sont souvent présents a
la surface des protéines, contiennent des résidus chargés et jouent un réle important dans les

interactions ligand-récepteur2°-°,

Le coude B

|

Pont Hydrogéne

—

Figure 29 : Coude p.

1.8.3Structure tertiaire

La structure tertiaire se définit comme étant la structure tridimensionnelle d’une protéine.
Elle décrit I’interaction spatiale des structures secondaires entre elles. Un certain nombre
d’interactions stabilisent les structures tertiaires : les liaisons disulfures, les liaisons
hydrogenes, les ponts salins se forment entre deux acides aminés ionisés, les interactions

hydrophobes sont formées entre groupements non polaires.

Figure 30 : Structure tertiaire d’une protéine 3.
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La structure tertiaire d’une protéine est importante car elle permet a celle-ci d’aménager une
poche, ou site actif, qui permet, dans le cas des enzymes, la complexassion du substrat et
I’activation de la réaction. On classe les polypeptides et protéines selon la structure

tridimensionnelle en deux classes :

e Protéines fibreuses :

Une protéine fibreuse est une protéine insoluble de structure fibreuse. Un autre nom pour
les protéines fibreuses est scléroprotéines. Certains exemples de protéines fibreuses sont le
collagene, 1'élastine, 1'actine, la myosine, la kératine, etc. La fonction principale des protéines
fibreuses est de former des structures du corps telles que le tissu conjonctif, le cartilage, les
ligaments, les vaisseaux sanguins, les poumons, l'utérus, les cheveux, et les ongles. Par

conséquent, ces protéines fournissent un soutien structurel et mécanique au corps.

e Protéines globulaires :
Une protéine globulaire est une protéine soluble a structure sphérique. Les protéines
globulaires jouent un role vital dans I'organisme car elles interviennent dans diverses fonctions
métaboliques. Certaines protéines globulaires, telles que les enzymes, catalysent des réactions

biochimiques...ect.

1.8.4 Structure quaternaire:

Cette structure est le niveau le plus élevé d’organisation des protéines. Elle concerne les
protéines constituées de plusieurs chaines polypeptidiques. L’assemblage de ces sous-unités
entre elles par des liaisons faibles constitue la structure quaternaire de la protéine.
L'hémoglobine est un exemple de structure quaternaire ; formé par l'association de quatre
chalnes polypeptidiques identiques deux a deux : deux chaines alpha (globines alpha)

composées de 141 acides aminés et deux chaines béta (globines béta) de 146 acides aminés.

Figure 31 : Structure quaternaire d’une protéine
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1.8.5 Synthése chimique des peptides :

1.8.5.1 Synthese en phase solide :

Le développement de cette technologie remonte au début des années 60 C’est R. B.
Merrifield qui en est le concepteur, Dans 1’approche proposée par Merrifield, le premier acide
aminé est 1ié a un support insoluble par une forte liaison (c.-a-d., résistant a tous types de
composés chimiques) ; ceci assure que le peptide reste greffé sur le support solide pendant les
différentes étapes d'assemblage. A chaque cycle de greffage, [’acide aminé en bout de chaine
est sélectivement déprotégé a chaque fois qu’un résidu supplémentaire est introduit. Chaque
réaction est suivie d'une étape de filtration qui permet d’éliminer I’exces de réactifs et les
produits secondaires dissous dans le solvant. Une derniere étape de « déprotection » détache le

peptide du support.

e Stratégie de F-moc :

La stratégie F-moc c’est une synthese qui se fait de facon itérative avec un groupement9
fluorénylméthoxycarbonyl (N-Fmoc) protégeant les fonctions amines et évitant les double-
Couplages, utilise des déprotections en milieu basique, les chaines latérales devront étre
protégées par des groupements non-labiles en présence de base, afin d'assurer l'orthogonalité

nécessaire a une déprotection sélective, utilise également des réactifs plus doux.

e Stratégie Boc:

Est une stratégie plus ancienne utilise un groupement tertiobutyloxycarbonyle pour
protéger la fonction amine de I'AA a coupler. Boc est labile en milieu acide et la déprotection

crée un carbocation tres réactif susceptible de donner des réactions secondaires.

1.8.5.2 La synthese peptidique en solution :

Un peptide est un polymere d’acides aminés reliés entre eux par une liaison amide Par
convention, on €crit les peptides en placant a gauche I’extrémité N-terminale et a droite leur

extrémité C-terminale. Chaque liaison peptidique est obtenue en quatre étapes :

déprotection du peptide
libérant la fonction amine

activation de 1’acide aminé C en intermédiaires réactifs
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couplage entre eux

L’allongement de la chaine peptidique du coté N-terminal est ainsi réalisé acide aminé par
acide aminé (synthése pas a pas), ce qui permet de limiter la racémisation pendant I’étape

d’activation— couplage.
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1.8.6 Applications des peptides dans les différents domaines :

1.8.6.1 Domaine cosmétique :

En application cutanée, les peptides exogenes exercent des changements dans les voies
complexes régulant 1’expression des protéines de la peau afin t de prévenir les signes de l'age.
Ils sont le plus souvent utilisés pour déclencher une cascade de signalisation et stimuler la
production de collagéne et d’¢lastine. Ces protéines fibreuse présentes dans le derme assurent
souplesse et fermeté a la peau mais leur teneur dans la peau tend a diminuer au fil desannées.
Par ailleurs, certains peptides peuvent aussi booster la production d'acide hyaluronique dans la

peau pour une peau hydratée, rebondie et plus lisse.

1.8.6.2 Domaine pharmaceutique :

Les peptides sont utilisés depuis de nombreuses années dans le domaine de la
biotechnologie, par exemple pour la production d’anticorps a l’'usage des laboratoires de
biologie. Ces molécules seront intensivement utilisées dans un futur proche pour d’autres
applications et plus particulierement dans le domaine de 1’industrie pharmaceutique. Comme
la conception de peptides régulateurs d’activité protéique. L’utilisation de peptides
antimicrobiens est promise a un grand avenir, notamment afin de contrer la perte d’efficacité
des antibiotiques classiques. Les peptides vecteurs constituent une autre possibilité d'utilisation
thérapeutique. Ils sont capables de faire pénétrer des composés thérapeutiques aussi variés que

des drogues, des SIRNA ou d’autres peptides dans des cellules cibles.

1.8.6.3 Domaine biologique :

Le recevoir des peptides améliore la qualité de vie, prolonge la longévité, active et restaure les
organes au niveau cellulaire, et améliore leurs fonctions. Ils régulent ’expression des genes
(genes tumoraux, genes de télomeres, génes d’interlocine, génes de facteurs de transcription)
ainsi que la synthese des protéines. Cependant, il augmente I’age moyen, réduit I’incidence des
tumeurs chez les animaux et réduit la mortalit¢ humaine en maintenant les systemes

endocrinien, neurologique et immunitaire.

1.8.6.4 Domaine d'alimentation :

Leurs utilisations en alimentation sont tres récentes. Il existe de nombreux peptides
biologiquement actifs qui sont directement issus de protéines alimentaires. De nombreux

dipeptides ont des golits sucrés avec souvent un arricre-golit amer généralement masqué dans



les produits mis a disposition des consommateurs par 1’addition de glycine. D’autres ont des

golts salés, acides, umami, ou amers.

Peptides sucrés

Les cinq dérivés de dipeptides dont la structure est indiquée ci-dessous ont des pouvoirs

sucrants respectivement égaux a 200, 2000, 125, 100 et 170 fois celui du

saccharose ( 1/L-Asp-D-Val-O-isopropyl , 2/alitime , 3/ L-Asp-D-Ala-O-npropyl , 4/ L-

Asp-D-Val-O-npropyl , 5/ aspartame )
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- e
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NH Cl) T :
B CH (CHz)z {CHz)z 0
T e T | |
o s \(:H5 CHs, CHs CH,
. P
. Peptides salés :

11 existe des peptides salés dont le défaut majeur est d’étre amers . Parmi ceux-ci I’ornithyl -

taurine (figure 32), qui donne un goiit salé en absence d’ions sodium, ce qui permettrait de par

son utilisation de saler les aliments dans les régimes “‘sans sel”.

H

3+HN

Ho
C

Hz

0—0

NH3*

NH
\C

CH»

Ho

~

sSO%

Figure 32 : structure de I’ornithyl-taurine.

o Peptides ”alimentaires” a activité biologique :
Les protéines alimentaires peuvent, en cours de digestion, conduire a la libération de peptidesactifs. C’est par la

corrélation établie entre le régime alimentaire et certaines maladies psychiques comme la psychose
schizophrénique, que cette recherche de peptides actifs a été initiée. De trés nombreuses relations structure-

fonction ont été établies



CHAPITRE 2 : PARTIE EXPERIMENTALE

Les solvants (tetrahydrofurane, acétate d’éthyle, hexane,.....) sont de source Fluka ,

Riedel-deHaén et Panréac,Sigma-Aldrich , Honeywell, Avocado .

Les produits de départ et les réactifs (Boc-Ala-OH, Boc-Gly-OH, Boc-Leu-OH,

DCCI, Isopropylamine) sont de source sigma-Aldrich et ont été utilisés sans purification .

L’avancement de la réaction a été suivi par chromatographie sur couche mince (CCM)
avec des plaques en plastique revétues de gel de silice en tant que phase stationnaire , 1’éluant

est soit un seul solvant ou une combinaison de solvants.

La pureté des produits a été contrdlée par I’obtention d’une seule tache en CCM, et

confirmée par 1’examen des spectres FTIR et la mesure le point de fusion.

L'élimination des solvants a été faite par un évaporateur rotatif de marque Heidolph

sous pression réduite.

2.1 Choix de groupement protecteur:

Le tertiobutyloxycarbonyle (Boc) est un groupement protecteur de la fonction amine
des acides aminés dans la synthese peptidique. Il est de type uréthane et stable en milieu
basique, Son élimination facile et sa solubilité dans la majorité des solvants organiques

fontde lui un groupement de choix.

2.2 Agentde couplage:

Le N,N'-dicyclohexylcarbodiimide ou DCCI est un composé organique de la famille des
carbodiimides . Principalement utilisé comme réactif pour le couplage des acides aminés en

synthese peptidique.

N——C——N

Figure 33 : Structure de DCCIL.
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2.3 Réaction de synthese des acides aminés N,C- protégés :

Aoudy |

Figure 34 : montage de synthese.

2.3.1 Synthése de Boc-Ala-NHiPr :

Dans un ballon de 100ml, on introduit dérivé aminé N-protégé Boc-Ala-OH qu'on fait
dissoudre dans le THF.

On maintient le mélange sous agitation a 0°C jusqu'a dissolution totale .On ajoute alors le DCCI.

Apres 15 min d'agitation a 0°C on ajoute l'isopropylamine .On laisse le mélange réactionnel

sous agitation a 0°C pour 1h00 a1h30 et entre 48 et 72 h a température ambiante.

On filtre le mélange réactionnel pour se débarrasser de la dicyclohexyle urée (DCU) formée.
On élimine le solvant du filtrat par un évaporateur rotatif sous pression réduite.
L'huile obtenue et cristallisée dans le systtme THF/Hexane.

Les cristaux blancs du Boc-Ala-NHiPr sont séchés, pesés puis analysés.

0 CH,
H4C H
\C/O‘-.___C/N N/K
H:sc// H H o
3
o] CHy

HaC

Figure 35 : Formule développée du Boc-Ala-NHiPr.
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Caractérisation :

e Boc-Ala-oH : MM =189.2g/mol.
Tr= 87.5°C.

R¢=0,75 (AcOET 50% /CyHx50%).
=0,58 (AcOET 70% /CyHx 30%).

=0,62 (AcOET 100%).

e Boc-Ala-NHiPr: MM =230 g/mol.

Tr=165.7°C
Rat =59%

Rf =0 (iPrOH 50% / hexane 50%).

=0,78 (iPrOH70% / hexane 30%).

2.3.2 Synthese de Boc-Gly-NHiPr :

Dans un ballon de 100ml, on introduit dérivé aminé N-protégé Boc-Gly-OH qu'on fait
dissoudre dans le THF.
On maintient le mélange sous agitation a 0°C jusqu'a dissolution totale .On ajoute alors le

DCCL

Apres 15 min d'agitation a 0°C on ajoute I'isopropylamine .On laisse le mélange réactionnel

sous agitation a 0°C pour 1h00 alh30 et entre 48 et 72 h a température ambiante.

On filtre le mélange réactionnel pour se débarrasser de la DCU formée.
On élimine le solvant du filtrat par un évaporateur rotatif sous pression réduite.
L'huile obtenue et cristallisée dans le systtme THF/HX.

Les cristaux blancs du Boc-Gly-NHiPr sont séchés, pesés puis analysés.
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Figure 36 : Formule développée du BOC-Gly-NHiPr.

e BOC-Gly-OH: MM =175.19 g/mol.
Tr=92.3 °C.
Rt = (AcOET 50% /CyHx 50%).
= (AcOET 70% /CyHx30%).

= (AcOET 100%).

e BOC-Gly-NHiPr: MM =216 g/mol.
Tr=196 °C,
Rat=46%.
Rf=0,8 (iPrOH 50% / hexane 50%).

=0,75(1PrOH 70% / hexane 30%).

2.3.3 Synthese de Boc-Leu-NHiPr :

Dans un ballon de 100ml, on introduit dérivé aminé N-protégé Boc-Leu-OH qu'on fait

dissoudre dans le THF.

On maintient le mélange sous agitation a 0°C jusqu'a dissolution totale .On ajoute alors le
DCCL

Apres 15 min d'agitation a 0°C on ajoute 'isopropylamine .On laisse le mélange réactionnel

sous agitation a 0°C pour 1h00 alh30 et entre 48 et 72 h a température ambiante.
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On filtre le mélange réactionnel pour se débarrasser de la DCU formée.
On élimine le solvant du filtrat par un évaporateur rotatif sous pression réduite.

L'huile obtenue et cristallisée dans le systeme THF/HX.

Les cristaux blancs du Boc-Gly-NHiPr sont séchés, pesés puis analysés.

(e}
H4C H ”
0 N C
>C/ T—~c— TT~NHiPr
e I
H3C' O C|:H2
CH
H3C/ “CH,

Figure 37 : Formule développée du BOC-Leu-NHiPr.

e BOC-Leu-OH : MM=231.29 g/mol.
Ty =94,9°C.
Rf=0,85(AcOET 50% /CyHx50%).
=0,67(AcOET 70% /CyHx 30%).
=0,62 (AcOET 100%).
e BOC-Leu-NHiPr: MM= 272 g/mol.
Tf=131°C.
Rat =73%.

R¢=0,94 (iPrOH 50% / hexane 50%).

=0,75 (iPrOH 70% / hexane 30%).
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2.4 Méthodes utilisées et techniques d’identification

2.4.1 Chromatographie sur couche mince :
Principe

C'est une technique d’identification qui permet d'édentifier par séparation de taches des
constituants d'un mélange pour divers objectifs, elle s’effectue généralement sur une fine
couche de silice (phase stationnaire) déposée sur un support. Le mélange a étudié est ensuit
épousé a 1’aide d’un capillaire a environ 1 cm du bord puis placé dans une cuve contenant
I’¢luant. Le niveau de I’¢luant doit étre en dessous du produit déposé. La cuve de
chromatographie est ensuite refermée par un couvercle. L’¢luant migre sur la plaque de silice
par capillarité et entraine les composés du mélange étudié. Si les vitesses de migration des
composés sont différentes, ils seront séparés. La plaque de chromatographie est ensuite lue

directement si les composés sont visibles, ou placé sous une lumiere UV.

couvercle

support — ===
becher

remontée
de l'éluant

ligne de depot |

éluant 4 = . ' ‘

L2

Figure 38 : Chromatographie sur couche mince.
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On détermine le rapport frontal par la relation :R ¢=L1/L2

L1 : La distance parcourue par le soluté.
L, : La distance parcourue par le front du solvant.

2.4.2 Mesure du point de fusion :

Le point de fusion est une propriété caractéristique des substances cristallines
solides. Il s'agit de la température de passage de I'état solide a 1'état liquide. La
température de fusion des produits cristallisés a été mesurée par un appareil Stuart

Scientific Melting Point ApparatusSMP3.

Figure 39 : Fusion metre.

2.4.3La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier :
La spectroscopie infrarouge est une technique d'analyse rapide permettant
d'identifier rapidement les fonctions chimiques des molécules présentes dans les

matériaux analysés (solides, liquides ou plus rarement gazeux).

Les produits obtenus ont été caractérisé€s par spectroscopie infrarouge a transformée de

Fourier (FTIR) al’aide d’un appareil de marque SCHEMADZU (FTIR-8900).

Les échantillions ont été introduits sous forme de pastille en broyant 1mg de produit

dans 250mg de bromure de potassium( kbr) .

L'analyse a été effectuée par balayage dans le domaine 400-4500 cm-1.

Figure 40 : Appareille infra rouge.
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CHAPITRE 3 RESULTATS ET DISCUSSIONS

La synthése d’un acide aminé N,C protégé fait appel aux méthodes classiques de
synthese peptidique, en 'occurrence le choix des groupements protecteurs et des agents

activants.

Notre choix s’est porté sur la synthése d'acides aminés de type Boc-Xaa-NHiPr pour

qu'il soient préts pour une synthese des peptides.
Les acides aminés choisis sont :

e ['alanine sa chaine latérale est un méthyle. Elle contribue a la formation des
globules blancs, elle est donc indispensable au maintien d'une bonne santé.

e La leucine sa chaine latérale est un isobutyle. Elle est utilisé par le corps pour la
construction musculaire et la production d'énergie. C'est 'acide aminé le plus
anabolique de tout 'aminogramme.

e La glycine est un acide aminé naturel ne possédant pas de carbone asymétrique,

sa chaine latérale est un hydrogene. C'est I'acide a-aminé le plus simple.

Le projet initialement congu est représenté dans la figure 41.
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Figure 41 : Schéma général pour la synthese des acides aminés

Avec: R = —H
= —CH;
H2 H/CH3
= —-C —C\
CHs

Boc-Gly-OH

Boc-Ala-OH

Boc-Leu-OH
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3.1

Réaction de synthése du BOC-Ala-NHiPr :

Nous avons premierement procédé a la synthése du Boc-Ala-NHiPr sous forme de
cristaux blancs en faisant réagir le Boc-Ala-OH produit commercial, avec
l'isopropylamine (NH2iPr) dans le THF a 0°C en présence de la DCCI, comme agent de
couplage. Apres filtration du sel formé et élimination du solvant, le Boc-Ala-NH»iPr
obtenu sous forme d’huile est cristallisé dans le systtme THF/Hx avec un rendement

de 59 % en produit pur et d’un point de fusion de 165.7 °C.

La figure 4.2, ci-dessous schématise la réaction de syntheése du Boc-Ala-NHiPr.

0 CHy 0 CHs
HSC 11D P H3C
\ NHiPr,DCCI \ .
3 / ~ T er / \\O
0" Dy THF,0°C HoC N
0

HiC b

Boc-Ala-OH Boc-Ala-NHiPr

Figure 42 : Réaction de synthese de Boc-Ala-NHiPr.

Le mécanisme proposé pour la synthese du Boc-Ala-NHiPr est schématisé dans la

(figure43).
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Figure 43 : Mécanisme proposé pour la synthése du BOC-Ala-NHipr
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Figure 45 : Spectre FTIR du Boc-Ala-NHiPr.
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3.1.1 Caractérisation du Boc-Ala-NHiPr par FTIR:
Le spectre FTIR du Boc-Ala-NHipr (figure 45), présente une bande a 1620cm-1
caractéristiques des vibrations d’élongation C=0 de type amide.

La bande a 3332 cm-1 est relative aux vibrations d’élongation NH uréthane et NH amide,
celle de 1573 cm-1 est attribuée aux vibrations de déformations angulaires CNH uréthanes.

Les bandes enregistrées a 1242 cm-1, 1311 cm-1 sont relatives aux vibrations d’élongation
C-N et C-O uréthanes.

La bande intense a 1700 cm-1correspondent aux vibrations d'élongation de C=0 uréthane.

La bande enregistrée a 2923 cm-1 relative aux vibrations d’élongation des CH des méthyles
du groupement Boc.

Les bandes a 1087 cm-1let 887 cm-1 peuvent étre attribuées aux vibrations d’¢élongation C-O
et C-C.

La bande intense a 640 cm-1correspondent aux vibrations déformation C-H.
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3.2 Réaction de synthése du BOC-Gly-NHiPr:

Dans la syntheése du Boc-Gly-NHiPr en faisant réagir le Boc-Gly-OH produit commercial
, avec l'isopropylamine (NH2iPr) dans le THF a 0°C en présence de la DCCI, comme
agent de couplage. Apres filtration du sel formé et élimination du solvant, le Boc-Gly-
NH2iPr obtenu sous forme d’huile est cristallis¢é dans le systtme THF/Hx avec un

rendement de 46% en produit pur et d’un point de fusion de 196°C.

La figure, ci-dessous schématise la réaction de synthese du Boc-Gly-NHiPr.

0 0
HiC, e HC 0 g
H, NHiPrDCCI M3 “ N H H
HyC—C—0—C—N—C —C—0H —— 3 y.c—C—0—C—N—C —C—NHiPr
HC THEOC e
Boc-Gly-OH Boc-Gly-NHiPr

Figure 46 : Réaction de synthese du Boc-Gly-NHiPr.
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Figure 47 : Mécanisme proposé pour la synthése du BOC-Gly-NHiPr.
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Figure 49 : Spectre FTIR du Boc-Gly-OH.
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3.2.1 Caractérisation du Boc-Gly-NHiPr parFTIR:

Le spectre FTIR de BOC-GLY-NHiPr (figure48) présente des bandesde 1866 cm-1 a
2561 cm-1 correspondent aux C-O et C-N uréthane.

Les bandes a 941 cm-1 et 1280 cm-1 sont celles des vibrations d’élongation C-O et

C-N, Ainsi des bandes a 493 et 416 cm-1 qui correspondent aux élongations de CH.

Cependant , les domaines les plus intéressants 1500-2000 cm! et 3000-3500 cm’!, sont

apparus sous forme de lignes droites.
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3.3

Réaction de synthése du BOC-Leu-NHiPr :

Nous avons premierement procédé a la synthése du Boc-leu-NHiPr sous forme de cristaux

blancs en faisant réagir le Boc-leu-OH produit commercial,

(NH2iPr) dans le THF a 0°C en présence de la DCCI, comme agent de couplage. Apres

avec l'isopropylamine

filtration du sel formé et élimination du solvant, le Boc-leu-NH2iPr obtenu sous forme

d’huile est cristallisé dans le systtme THF/Hx avec un rendement de 73% en produit pur

et d’un point de fusion del31°C.

(0] (@]
H;C Il “
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A
ch/ CHs
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H3C I g |
HaC—C—0— ¢ ~—~N—C—C~—nHipr
/ H |
HsC
CH,

CH

RN

H4C CHa

Boc-Leu-NHiPR

Figure 50 : Réaction de synthése du Boc-Leu-NHiPr.
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Figure 51 : Mécanisme proposé pour la synthese du Boc-Leu-OH.
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3.3.1 Caractérisation du Boc-Leu-NHiPr parFTIR:

Le spectre FTIR du BOC-Leu-NHipr (figure52) , présente une bande intense a 1650

cm-1 relative aux vibrations d’élongation C=0 de groupement protecteur Boc.

Les bandes intenses a 3255 cm-1 et 3301 cm-1 correspondent aux vibrations

d’élongation de NH de type uréthane.

Les bandes a 1249 cm-1 et 1272 cm-1 sont attribuées aux vibrations d’élongation C-

N et C-O uréthanes.

La bande intense 21680 cm-1 et 1715 cm-1 correspondent aux vibrations d’¢élongation

C=0 uréthane.
La bande intense a1600-1630 cm-1 attribuée aux vibration d'élongation C=0 d'amide.

La bande a 2939 cm-1 et correspondent aux vibrations d’élongation asymétriques de C-
H des groupes méthyles du groupement Boc. Leurs bandes de déformation sont a

1365 cm-1.

La bande intense a 2923 cm-1 attribuée aux vibration d'élongation C-H de (CH2

alcane). La bonde intense a 624 cm-1correspondent aux vibrations déformation C-H.
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Conclusion

A Tl'issue de ce travail,nous avons en premier lieu réalisé I"activation de 1’acide aminé
« Boc-Ala-OH » par un agent de couplage qui est le DCCI juste apres nous avons
protégé la fonction acide pour qu’il ne réagisse pas de tel sorte nous avons utilisé le
groupement protecteur NH2iPr,’huile obtenue a été met dans un systeme de
cristallisation THF/HEX en fin les cristaux obtenues ont un aspect solide blanc bien
cristallisé avec un rendement de 59% et une structure finale de Boc-Ala-OH, nous

I’avons confirmée par 1’analyse FTIR.

En deuxieme lieu nous avons suivi le protocole précédente nous avons juste changé
d’acide aminé par le Boc-Gly-OH en suivant les méme étapes de travail jusqu’a
I’obtention de produit final qui est le Boc-Gly-NHiPr sous forme des cristaux blancs
avec un rendement de 46%, ses spectres de FTIR ont révélé une parfaite cohérence avec

sa structure.

En dernier lieu , nous avons exécuter le méme travail qu’on a suivi pour les deux
premiers acides aminés avec le Boc-Leu-OH afin de bien atteindre le produit final avec
un aspect physique solide blanc cristallis€ Boc-Leu-OH , la structure de notre produit a

été confirmé par I’examen de spectre FTIR.

Enfin, en perspectives nous projetons de coupler ces acides aminés afin de former
un peptide en éliminant le groupement protecteur Boc de réagir avec la partie C-

terminale activée d’un autre acide aminé de partie N-terminale protégé.



Appendice

Listes des acides aminés naturels

Acide Formule symbole
(0]
Glycine H ” Gly
H,N c|: C—OH
H
@]
Alanine H ” Ala
H,N T C—OH
CH,
O
Valine . ” Val
HoN C C OH
HaC——CG——CH;
0]
Leucine ’ || Leu
H,N——C——C
| CHj,
H
H2C—C<
CH,
@]
Isoleucine ’ | | Ile
HQN—T—C—OH
HsC—— —C—CH
3 5 3
0]
Sérine ’ || Ser
HoN c‘: C—OH
_CH2
0]
Thréonine ’ | | Thr
H2N—(|3—C—OH
——C—CH,




o)
Meéthionine ’ | | Met
H,N (‘: C—OH
HsC—— —— —CH,
0]
Cystéine ’ || Cys
HoN (‘: C—OH
HS—— —CH,
O
Proline || Pro
HO—
o)
Phénylalanine y | | Phe
H,N c‘:
<: :>——CH2
o)
Tyrosine ’ || Tyr
H,N c‘:
0
Tryptophane ’ | Try
H-N C
Q]
N
. O
Acide
. H M Asp
aspartique Ho;N——C—— OH
HOOC——CH,
0]
Lysine ’ || Lys
H,N <|3 C——OH
. O
Acide
. H ||_ Glu
glutamique H,N——Cc —C OH

Ho
HOOC——C —CH,




Arg

His

Asn

Gln

Arginine

Histidine

Asparagine

Glutamine
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