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Résumé :

Notre travail se concentre sur la protection de la partie (C-terminale) d*acide aminé chiraux
a 'aide d'une amine secondaire par la méthode des anhydrides, moyennant le DCCI comme
agent découplage. La partie (N-terminale) de I'acide aminé a été protégée par le groupe Boc.

Nous avons utilisé (Boc-Ala-OH) et (Boc-Leu-OH) comme réactifs principaux. Au départ,
la partie (C-terminale) a été activée par le DCCI dans un solvant THF a une température de 0°C.

L'intermédiaire formé réagit avec la diéthylamine et la diméthylamine pour former une
liaison amide par une réaction de condensation, aboutissant a un acide aminé prét pour la
formation de la séquence peptidique.

Les produits ont été purifiés par cristallisation. Leur pureté a été controlée par la mesure de
la température de fusion et par 1'obtention d'une seule tache en CCM. Leur structure a été

confirmée par I'examen des spectres FTIR.



Abstract:

Our work focuses on the protection of the C-terminal portion of chiral amino acids using a
secondary amine by the anhydride method, using DCCI as a decoupling agent. The N-terminal
portion of the amino acid was protected by the Boc group.

We used (Boc-Ala-OH) and (Boc-Leu-OH) as the main reagents. Initially, the C-terminal
portion was activated with DCCI in THF solvent at 0°C.

The resulting intermediate reacts with diethylamine and dimethylamine to form an amide
bond through a condensation reaction, resulting in an amino acid ready for peptide sequence
formation.

The products were purified by crystallization. Their purity was controlled by measuring the
melting temperature and by obtaining a single spot in TLC. Their structure was confirmed by

examining the FTIR spectra.
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Introduction Geénerale

INTRODUCTION GENERALE

L’un des polymeéres organiques les plus significatifs produits par I’organisme vivant est
constitué de polyméres aminoacides, appelés les protéines. Ces macromolécules
représentent environ trois quarts de I’extrait sec des systémes vivants, et en fait elles sont
impliquées dans plusieurs fonctions biologiques, allant de la catalyse enzymatique a la
structuration des cellules. Elles participent a des processus vitaux tels que la régulation

hormonale, transport des nutriments et aussi la réponse immunitaire

L hydrolyse des protéines est un processus fondamental en biochimie, permettant de
décomposer ces macromolécules complexes a 1'aide d'acides, de bases ou d'enzymes. Ce
processus peut étre partiel et conduit a des peptides ou bien totale ce qui permet d’obtenir

les acides aminés.

En paralléle, la synthése peptidique a longtemps été un domaine mystérieux de la chimie
organique. La possibilit¢ de reproduire en laboratoire suscite 1'intérét des chimistes
organiciens. Cependant, la synthése d'un polypeptide présente plusieurs défis en raison de
la diversité des groupes fonctionnels présents dans ces acides aminés. Elle commence
généralement par l'extrémité carboxyle et se dirige vers l'extrémité amine, ce qui est l'inverse

de la structure naturelle des protéines.

Lors de la création d'un dipeptide, une réaction entre un groupe carboxyle et un groupe
amine peut donner plusieurs résultats, surtout si deux types d'acides aminés sont présents. Il
est également possible d'inverser I'ordre des acides aminés, et les molécules d'acides aminés
peuvent interagir entre elles. Le schéma ci-dessous donne les dipeptides obtenus dans le

mélange considére :
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XAAL- XAA2

Y

XAA2- XAAI

XAAl + XAAZ
XAA2-XAA2

| |

AAAL- XAAL

Schéma 1 : Résultat possible obtenus.

Pour pouvoir préparer sélectivement le dipeptide XAA1-XAA., il faudra exercer un controle
durant la synthése. La stratégie consiste 4 utiliser des groupements protecteurs et des agents
activant. En général on protége ou bloque la fonction amine d'un acide aminé¢ XAA; tout en
activant le groupe acide de la méme molécule, on protége le groupe acide de 1'acide aminé
XAA; tout en laissant le groupe amine libre de réagir.

Notre travail se focalise sur la protection de 1’extrémité C-terminale d’acides aminés par des
amines.

La synthése est réalisée a partir d’un acide aminé N-protégé par le groupement Boc, la C-
protection a été réalisée par des amines secondaires pour former une liaison amide. La réaction
de condensation est effectuée en utilisant la méthode des anhydrides moyennant le DCCI
comme agent de couplage.

Notre choix s'est porté sur I’Alanine et la Leucine des acides aminés chiraux, ainsi que sur
des amines secondaires (diéthylamine, diméthylamine) pour la C-protection. Ces amines vont
permettre d une part de protéger la partie C-terminale en formant une liaison amide, et d autre
part, elles vont miner la partie N-terminale de la proline. Le premier chapitre est axé sur la
partie théorique qui inclue des généralités sur les acides aminés et leurs propriétés (physico-
chimique) ainsi que sur la synthése peptidique, le deuxiéme chapitre décrit la partie
expérimentale, les méthodes utilisées et les techniques d'identification, Le dernier chapitre

traité les résultats obtenus et leurs discussions, et nous terminons par une conclusion.
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Partie théorique
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I.1 Les acides aminés :
I.1.1 Généralités :

Les acides aminés sont des molécules organiques bifonctionnelles. Ils sont les
constituants principaux des peptides et des protéines. Parmi les 300 acides aminés inventoriés,
seulement 20 acides aminés entrent dans la constitution des protéines, et sont appelés
protéinogenes. Dans pres de 30% de ces astreintes, les animaux supérieurs sont incapables de
biosynthétiser la totalité¢ des acides aminés. Chez ’homme, 12 acides aminés sont synthétisés
par D'organisme et 8 sont issus de I’alimentation a savoir : Valine, Leucine, Isoleucine,

Thréonine, Méthionine, Phénylalanine, Tryptophane et Lysine et sont qualifiés d’indispensables

ou essentiels’.

1.1.2 Définition :

Les acides aminés sont des molécules comportant a la fois une fonction amine et une fonction
acide carboxylique. Dans le cas des aminoacides impliqués dans les protéines, la fonction amine
est celle qui est toujours située en position a de la fonction acide carboxylique.

Ce carbone en position a prend également un atome d’hydrogéne. Il existe donc plus de cent
formes pour le quatrieme groupement li¢ a ce carbone appelée chaine latérale. En effet, la
majorité des amino-acides naturels présentent seulement des différences au niveau de la
structure de cette chaine.

Il est important de constater que tous les acides aminés d’origine humaine ont la
configuration L en position o, tandis que dans les acides aminés provenant de sources

microbiologiques, peuvent avoir la configuration D?.

H

N\
\ &

H\N/CG\C/

H OH

Figure 1.1 : Représentation générale de la structure d’un acide aminé.
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1.1.3 Classification des acides aminés :

Les acides aminés peuvent étre classes selon plusieurs criteres :

1.1.3.1 Selon la structure de la chaine latérale R :

a) Les acides aminés a chaine aliphatique :

— Hydrocarbonée : le radical est uniquement constitué¢ d’atomes de carbone et d’hydrogene

: Glycine, alanine valine, leucine et isoleucine.

— A fonction alcool : Serine et thréonine.

— A fonction soufrée : Cystéine, Méthionine.

— A fonction acide et amides correspondants : Acide aspartique et acide glutamique,

Asparagine et glutamine.

— A fonction basique : Lysine, Arginine et histidine.

b) Les acides aminés a chaine cyclique

— Aromatique : Phénylalanine, tyrosine, tryptophane.

— Acide a-iminé : Proline.

1.1.3.2 Polarité de la chaine latérale :

Les acides aminés peuvent étre classés en fonction du comportement du radical. Cette
classification est utile quant a la structure tridimensionnelle des protéines et quant au mode
d’association des protéines avec d’autres molécules. On distingue deux groupes d’acides

aminés :

a) Les acides aminés polaires :
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— non ionisables : sérine, thréonine, asparagine, glutamine, cystéine et tyrosine. Ils forment

des liaisons hydrogenes.

—ionisables : acide aspartique, acide glutamique, lysine, arginine et histidine. Ils forment des

liaisons ioniques.

b) Les acides aminés apolaires : alanine, valine, leucine, isoleucine, méthionine,

phénylalanine, tryptophane et proline. Ils contractent des liaisons hydrophobes.

1.1.3.3 Selon P’essentialité des acides aminés :

a) Acides aminés essentiels : ne sont pas synthétisés par 1’organisme, et sont de source
alimentaire et au nombre de 9 chez I’homme : Leucine, isoleucine, méthionine,

thréonine, lysine, valine, tryptophane, phénylalanine, histidine.

o Histidine :

Elle est indispensable pour les processus biologiques, y compris le fonctionnement des
enzymes et la régulation du pH a l'intérieur des cellules (Tableau 1.1).

Tableau 1.1 : Propriétés physico-chimiques de I’histidine.

Nom [UPAC Acide2-amino-3-(1H-imidazol-4yl) propénoique
Synonymes H, HIS
e I OH
Structure HN— NH>
Formule chimique CsHisNO:
Masse molaire 155,1536g/mol
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o Isoleucine :
L'isoleucine est un acide aminé essentiel. Elle fait partie des trois acides aminés a chaine
ramifiée (Tableau 1.2).

Tableau 1.2 : Propriétés physico-chimiques de 1’isoleucine.

Nom IUPAC Acide 2-amino-3-méthylpentanoique
Synonymes I, Ile
= O
Structure N H -
Formule chimique CsHisNO:
Masse molaire 131,17 g /mol
o Leucine

La leucine, un acide aminé essentiel pour les organismes, se classée parmi les trois acides
aminés ramifiés (Tableau 1.3).

Tableau 1.3 : Propriétés physico-chimiques de la leucine.

Nom IUPAC Acide 2-amino-4-méthylpentanoique
Synonymes Leu, L
O
Structure .
NH»o
Formule chimique CsH13NO2
Masse molaire 131,17 g/mol
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o Lysine:

Elle posséde une structure chimique distincte, qui se compose d'une chaine hydrophile et
d'un groupe amine. C'est lI'un des acides aminés qui portent une charge positive a un pH
physiologique (Tableau 1.4).

Tableau 1.4: Propriétés physico-chimiques de la lysine.

Nom [UPAC Acide 2,6-diaminohexanoique
Synonymes K, LYS
O
H-N
Structure OH
NH-
Formule chimique CeH14N202
Masse molaire 146,19g /mol

0 Meéthionine :

La méthionine est un acide aminé essentiel nécessaire a la synthese des protéines et a la
méthylation de I’ADN (Tableau 1.5).

Tableau 1.5 : Propriétés physico-chimiques de la méthionine.

Nom [UPAC Acide 2-amino-(méthylsulfanyl) butanoique
Synonymes M, MET
O
Structure -5
HsC OH
NH»
Formule chimique CsHuNO2S
Masse molaire 149,21 g/mol
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o Phénylalanine :
La phénylalanine, est un acide alpha-aminé indispensable. Sa chaine latérale distincte,
associée au carbone béta, en fait une polyamine aromatique (Tableau 1.6).

Tableaul.6 : Propriétés physico-chimiques de la phénylalanine.

Nom IUPAC Acide2-amino-3- phénylpropanoique
Synonymes F, Phe
O
Structure OH
MNH-
Formule chimique CoH11NO2
Masse molaire 165,19g/mol

o0 Thréonine :

La thréonine est un acide alpha-aminé essentiel, avec masse molaire 119,119g/mol. Elle
posséde un hydroxyle sur sa chaine latérale, qui constitue un centre chiral, ce qui lui confére
une polarité et la capacité a établir des liaisons hydrogéne (Tableau 1.7).
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Tableau 1.7 : Propriétés physico-chimiques de la thréonine.

Nom IUPAC Acide2-amino-3- hydroxybutanoique
Synonymes T, Thr
OH O
Structure H5C OH

NH>

Formule chimique C4sH9NO:s

Masse molaire 119,1192 g /mol
o Valine:

La valine est un acide alpha-aminé essentiel. Elle appartient au groupe des acides aminés

aliphatiques a chaine ramifiée (Tableau 1.8).

Tableau 1.8 : Propriétés physico-chimiques de la valine.

Nom IUPAC Acide2-amino-3- méthylbutanoique
Synonymes V, Val
CH; O
HsC OH
Structure NH3

Formule chimique CsHuNO:

Masse molaire 117,151g/mol
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o Tryptophane :
Le tryptophane est un acide alpha-aminé essentiel. Elle est un précurseur essentiel de
molécules importantes comme la sérotonine, la mélatonine et la niacine (Tableau 1.9).

Tableau 1.9 : Propriétés physico-chimiques de la trypyophane.

Nom [UPAC Acide 2-amino-3-(1H-indol-3-yl) propanoique.
Synonymes Trp, W
O
Structure ! OH
HN NH

Formule chimique CuHi12N202

Masse molaire 204,23g/mole

b) Acides aminés non essentiels : ils peuvent étre synthétisés par 1’organisme : glycine,
alanine, cystéine, sérine, acide glutamique, acide aspartique, arginine, tyrosine, proline,
asparagine, glutamine.

0 Glutamine

La glutamine est un acide alpha-aminé non essentiel. Elle est la forme présente dans les
protéines et c'est I'acide aminé le plus abondant dans le sang et les muscles, jouant un role clé

dans le transport de l'azote, le métabolisme énergétique, 'immunité et la santé intestinale
(Tableau 1.10).
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Tableau 1.10 : Propriétés physico-chimiques de la glutamine.

Nom [UPAC Acide2, 5-diamino-5- oxopentanoique
Synonymes Q, GIn
O O
Structure
HoN OH
NH;
Formule chimique CsH10N203

Masse molaire

146,14 g/mol

0 Arginine :

L'arginine est un acide alpha-aminé semi-essentiel. Elle est essentielle pour le cycle de 1'urée

(élimination de l'ammoniac), la production d'oxyde nitrique, la synthése de créatine et de

polyamines, et la fonction immunitaire (Tableau 1.11).
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Tableau 1.11 : Propriétés physico-chimiques de 1’arginine.

Nom IUPAC Acide2-amino-5- guanidopentanoique
Synonymes R, Arg
NH O
Structure J\ ’\A‘/L
HoNT N OH
H NH,

Formule chimique CsH1sN4O:2
Masse molaire 174,2g/mol

o Alanine:

L’alanine est un acide alpha-aminé non essentiel. La L-alanine est la forme que 1'on retrouve

dans les protéines, ou elle participe au métabolisme du glucose et de 1’azote (Tableau 1.12).

Tableau 1.12 : Propriétés physico-chimiques de I’alanine.

Nom [UPAC Acide 2-aminopropanoique
Synonymes A, Ala
O
CH
H D)'H/ 3
Structure
NH;
Formule chimique C3;H7NO:2
Masse molaire 93,13g/mol

10
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0 Asparagine :

L'asparagine est un acide alpha-aminé non essentiel. L'organisme peut la synthétiser. La L-
asparagine est la forme présente dans les protéines, ou elle joue un role dans le métabolisme de

l'azote et les réactions de glycosylation des protéines (tableau 1.13).

Tableau 1.13 : Propriétés physico-chimiques de I’asparagine.

Nom IUPAC Acide 2-aminobutanedioique
Synonymes D, Asp
0
Structure C OH
MHa MNH2
Formule chimique CsHsN203
Masse molaire 132,12 g/mol

o Acide aspartique :

L'acide aspartique, ou aspartate, est un acide alpha-aminé non essentiel. L'acide L-
aspartique est la forme présente dans les protéines, ou il participe a divers processus
métaboliques comme le cycle de l'urée, la production de glucose et la neurotransmission

(tableau 1.14).

Tableau 1.14 : Propriétés physico-chimiques de I’acide aspartique.

Nom [UPAC Acide 2-aminobutanedioiqu
Synonymes D, Asp
O
Structure 0 O3H
OH  NHs
Formule chimique C4H7NO4
Masse molaire 133,1g/mole

11
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o Cystéine :

La cystéine est un acide alpha-aminé non essentiel (parfois semi-essentiel). La L-cystéine
soit la forme biologiquement active. Elle est importante pour la structure des protéines, l'activité

enzymatique et la protection antioxydante (Tableau 1.15).

Tableau 1.15 : Propriétés physico-chimiques de la cystéine.

Nom IUPAC Acide 2-amino-3-mercaptoPropanoique

Synonymes C, Cys
0

Structure Al/u\

HS OH
NH.
Formule chimique C3H7NO>S
Masse molaire 121,16g/mole

0 Acide glutamique :

L'acide glutamique ou glutamate, est un acide alpha-aminé non essentiel. L'acide L-
glutamique est la forme présente dans les protéines, ou il joue un rdle clé dans le métabolisme

de 'azote, la neurotransmission excitatrice et la formation de glutamine (Tableau 1.16).

12
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Tableau 1.16 : Propriétés physico-chimiques de 1’acide glutamique.

Nom IUPAC Acide 2-aminobutanedioique
Synonymes Glu; E
0 0
Structure HDWD H
NH:
Formule chimique CsHoNOq
Masse molaire 147,13g/mole

o Proline :

La proline est un acide alpha-iminé non essentiel possédant un groupe amine. La L-proline

est la forme présente dans les protéines. Elle est essentielle pour la structure de protéines comme

le collagéne et pour les coudes dans les protéines globulaires (Tableau 1.17).

Tableau 1.17 : Propriétés physico-chimiques de la proline.

Nom [UPAC Acide pyrrolidine-2-carboxylique
Synonymes P, Pro
0O
Structure

Formule chimique

CsHoNO»

Masse molaire

115,13g/mole

13
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o Serine:

La sérine est un acide alpha-aminé non essentiel. Site de phosphorylation important dans les
protéines. L'organisme peut la synthétiser a partir de la glycine. La L-sérine est la forme
présente dans les protéines. Elle est essentielle pour l'activit¢é de nombreuses enzymes, la
signalisation cellulaire et le métabolisme, et sert de précurseur a d'autres molécules (Tableau
1.18).

Tableau 1.18 : Propriétés physico-chimiques de la sérine.

Nom IUPAC Acide2-amino-3-hydroxy propanoique
Synonymes S, Ser
0
Structure
! HO OH
MNH,

Formule chimique C3H/NO3

Masse molaire 105,09g/mole

o Tyrosine:

La tyrosine est un acide alpha-aminé non essentiel. Elle est un précurseur important de
neurotransmetteurs (dopamine, noradrénaline, adrénaline), de la mélanine et des hormones
thyroidiennes. Son groupe hydroxyle peut également étre phosphorylé dans la signalisation

cellulaire. (Tableau 1.16).

14
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Tableau 1.19 : Propriétés physico-chimiques de la tyrosine.

Nom [UPAC Acide2-amino-3-(4- hydroxyphényl) propanoique
Synonymes Try, Y
O
Structure on
NH5
HO
Formule chimique CoH11NO3
Masse molaire 181,19g/mole

o Glycine:

La glycine est I'acide alpha-aminé le plus simple. Cette chaine latérale minimale et achirale
lui confére une grande flexibilité dans les protéines et la rend non polaire. Contrairement a la
plupart des acides aminés, la glycine est achirale. Elle est essentielle pour la synthése des
protéines, du collagene, la neurotransmission inhibitrice et la production d'autres molécules

importantes® (tableau 1.20).

15
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Tableau 1.20 : Propriétés physico-chimiques de la glycine.

Nom IUPAC Acide Aminoacétique

Synonymes G, Gly, acide-2-aminoéthanoique

O

Structure CH
NH,

Formule chimique C>Hs5NO»

Masse molaire 75,07g/mole

¢) Acides aminés semi-essentiels : dans certaines conditions les acides aminés non
essentiels peuvent devenir indispensables, c’est le cas de I’histidine et de I’arginine chez
I’enfant (croissance) et chez la femme gestante.

o Larginine est essentielle chez le nourrisson®.

1.1.4 Stéréochimie :

Tous les acides aminés, a 1'exception de Gly, possedent un atome de carbone o asymétrque.
Du fait de ce caractere asymétrique, les acides aminés manifestent une activité optique.

Dans la nature, toutes les protéines sont uniquement constituées d'acides aminés de type L.
Habituellement, L- et D- sont symbolisés comme des énantiomeres.

La configuration L et D correspond a la configuration absolue du dernier C* de la projection
Fischer du composé, sans relation avec le signe du pouvoir rotatoire, mais en fonction de
I'emplacement du groupement fonctionnel. Pour les acides aminés, on prend en compte la
position du groupement amine (figure 1.2).

o La série L indique le groupe NH; a gauche de la chaine carbonée.

o La série D indique le groupe NH; a droite de la chaine carbonée.

16
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COOH COOH
H— C—NH, HoN— C*—H
R R

p-Amino acid L-Amino acid

Figure 1.2 : Les énantiomeres d'un acide aminé.

1.2 Couplage des acides aminés :

La formation du lien amide, qui découle de la condensation de deux acides aminés
consécutifs, représente une phase cruciale dans la synthése peptidique®. Toutefois, si nous
souhaitons fusionner deux acides aminés AA et AA’, il est possible d'obtenir AA-AA', AA-AA,
AA'-AA et AA-AA..

Afin de synthétiser sélectivememt le dipeptide AA-AA', I'emploi de groupes protecteurs
et d'agents activateurs des fonctions amines ou acides des acides aminés est essentiel pour
faciliter la formation de La liaison peptidique souhaitée. Dans certaines situations, il est aussi
nécessaire de sécuriser les chaines secondaires contre des résidus afin d'éviter les connexions
latérales. Habituellement, on active le groupe carboxyle et on protége le groupe amine. Il est
préférable que cette protection soit orthogonale afin de libérer spécifiquement la fonction
amine®,

L'assemblage des peptides s'effectue dans I'ordre inverse de la synthese biologique,
c'est-a-dire que le groupement carboxyle activé d'un acide aminé se condense sur le groupement
amine d'une chaine polypeptidique en expansion.

1.2.1 Protection de la fonction amine et la fonction acide carboxylique :
1.2.1.1 Protection de la fonction amine :
On mentionne plusieurs groupements protecteurs de la fonction amine fréquemment

employés en synthése peptidique (figure 1.3) :
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O:/S{H 4/8‘4_{3‘ Ph—/O‘J/S?I

Fmoc Boc Z ou Cbz
(Fluorenylmethyloxycarbonyle) (tert-butoxycarbonyle) (Benzyloxycarbonyle)

LI

Figure 1.3 : Des groupements protecteurs de la fonction amine.

e Le t-butyloxycarbonyle (BOC) :

L'idée d'employer le groupe tert-butoxycarbonyle pour la protection des amines a été
proposée par Carpino en 19567, Depuis, cette approche est devenue la plus couramment adoptée
dans la synthese peptidique. En 1957, Anderson et Mac Gregor font état de la synthése de divers
Boc-aminoacides®.

Le motif Boc peut étre introduit en utilisant le carbonate mixte de tertiobutanol et de para-
nitrophénol (A), 'azidocarbonate de tertiobutyle (B) ou le dicarbonate de di-tertiobutyle (C)°.
(Shéma 1.1et 1.3)

0
R ( o R
tBuo )
Base
HoN coon t @ E—— o N coon + OH +  co
tBuo )
%

Boc

Schéma 1.1 : Mécanisme de protection par le BOC.

OC(CHa)s 0
o:< )]\ (H1C):CO 0 OC(CHa)
A B C

Schéma 1.2 : Autres groupements protecteurs.
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Le groupement Boc conserve sa stabilit¢ dans un environnement basique, réducteur et
nucléophile. Il est aisément clivé en environnement acide par : HC1 1N/CH3COOH, ou via HC1
4N/dioxanne, ou encore par du TFA pur ou dilué¢!’.En outre, les sous-produits de la réaction

sont des composés volatils qui facilitent la purification de I'amine dégagée (schéma 1.3).

H
@

- H
ooo 8|§ OH
R = 7N R —> 2\ R + H\/‘%
ﬂ\o)J\N/ y\o N o H/
H H

|

+  NH,R + )\ - R
co, > o \'H/
®2

Schéma 1.3 : Clivage du Boc.

e Le 9- fluorenylméthoxycarbonyle (Fmoc) :
On le retrouve fréquemment dans la chimie des peptides, y compris en phase solide. Selon

Carpino en 1970'". il est introduit a partir du chloroformate (1) ou de l'azidocarbonate (2)

correspondant'? ( figure 1.4 ).

.
< M

Ci 5 Na

Figure 1.4 : Structures de chloroformates (1) et de 1'azidocarbonate (2).
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I1 résiste aux milieux acides mais présente I’inconvénient que les Fmoc acides aminés sont

peu solubles dans la majorité des solvants organiques (schéma 1.4).

O o) . O o
*‘* Y Y
O \_/ ° dio;ZL’:/EI:ZO O ©

Schéma 1.4 : Mécanisme de protection par le Fmoc.

Sous des conditions acides, le groupe (Fmoc) reste stable et est résistant a I'hydrogénation
catalytique. Cependant, son clivage se produit sous des conditions basiques douces avec l'aide
d'une base telle que la pyridine, la morpholine, I'ammoniac, I'éthanol amine ou encore le 4-
(aminométhyl)Pipéridine. On peut le réaliser en présence d'un ester benzylique'.
Le schéma de déprotection du groupe Fmoc en utilisant une amine tertiaire est le suivant

(schéma 1.5):

Schéma 1.5 : Mécanisme de déprotection du Fmoc.

e Le Benzyloxycarbonyle (Cbz) ou Z :

Le Z est parmi les premiers groupements de protection employés dans la synthése
peptidique.Suggéré par Zervas et Bergman en 1932, L'introduction d'un acide aminé ou d'un
peptide est effectue a partir du chloroformate de benzyle en utilisant les conditions de
Schotten-Baumann. > (Schéma 1.6)
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R (O

3 o} R
ase
H2N CooH 4 cl o/\© ©/\O H o
- J
"

Chz

Schéma 1.6 : Mécanisme de la protection par CbZ.

Les Z-aminoacides conservent leur stabilité en milieu basique, se comportent comme des
nucléophiles et présentent une acidité faible. Le Z est clivé par hydrogénolyse catalytique
(méthode A), par l'utilisation de sodium dans I'ammoniac liquide (méthode B) ou par I'acide

bromhydrique 6N dans I'acide acétique (méthode C) (schéma 1.7).

o HBr 6N
Hyl Pd ” 6N/CH;COOH
Ha
C —O——C——NHR

Na/NHg (B) ©

® ©
Q + CO; + RNH + NaCHOs + RNH, + CO, + RNHg Br
CH3

Schéma 1.7 : Les conditions de clivage du groupe Cbz.

(A

1.2.1.2 Protection de la fonction acide carboxylique :
11 existe plusieurs techniques pour protéger la fonction acide carboxylique.!® !
a) Esters de méthyle et d'éthyle :
IIs sont couramment utilisés en synthése peptidique et leur préparation s'effectue en présence
de chlorure de thionyle dans du méthanol ou de I'éthanol a une température basse. Ils sont aussi
préparés a chaud dans le MeOH ou I'EtOH en employant une catalyse acide. Ils présentent une

stabilité en environnement acide et se saponifient aisément en milieu alcalin'® ' (figure 1.5).
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R R
MeOH

CH CH
N
HN” T cooH socl, HoN COOMe

\j

Figure 1.5 : Protection par I'ester méthylique.

b) Esters de tertio- butyle :
Les esters de t-butyle sont produits a partir de I'iso-butene sous pression et en milieu acide, et

ils présentent une stabilité relative en milieu basique (figure 1.6).
®
R ¥ T
CH CH

HNT > CooH wNT coorBy + ACOH

\

Figure 1.6: Protection par tert-butyle.

¢) Esters de benzyle (Bzl) :
Ils sont aussi largement utilisés dans la synthése peptidique. Ils sont élaborés directement a
partir de l'alcool benzylique dans le benzéne, en présence d'un catalyseur acide. Leur
déprotection s'effectue par hydrogénation catalytique (figure 1.7).

R R
HCI, reflux, benzéne |

-
-

CH CH 0 Ph
N7 CooH - HNT N N
Ph OH ” g
0

Figure 1.7 : Protection par la BZL.

d) Amidation :

L'amidation est une réaction chimique qui convertit le groupe carboxyle (-COOH) d'un acide
aminé en un groupe amide (-CONH>), permettant ainsi de protéger la fonction acide lors de
diverses transformations chimiques?’. Ce mécanisme implique la réaction entre l'acide aminé
et une amine, entrainant la déshydratation et 1'élimination d'une molécule d'eau. Les amides
résultants présentent une stabilité accrue et une réactivité réduite par rapport aux acides

carboxyliques, offrant ainsi une sélectivité améliorée dans les réactions avec d'autres groupes
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fonctionnels. De plus, ces amides peuvent étre hydrolysés pour régénérer le groupe
carboxyle?!(figure 1.8).
o @]

HNR,
H,N H;N

OH NR2

Y

Figure 1.8 : Protection par amidation.

1.2.2 Méthodes et agents de couplage peptidique :

M¢éthodes et agent de couplage peptidique fait référence a la liaison d'acides aminés pour
former une fonction amide. Pour réaliser le couplage, la fonction acide carboxylique de 'acide
aminé N-protégé peut étre activée de diverses manieres en utilisant un agent de

couplage??(Schéma 1.8).

H,N activation H,N aminolyse H,N R'
OH > X

\J

Ir=

NH,R'
R R R

Schéma 1.8 : Activation de la fonction acide carboxylique.

Différentes procédures de couplage peptidique sont employées ; nous nous limitons aux
méthodes les plus utilisées :
a) Meéthodes des halogénures d’acyles :
» Chlorures d’acyles
Les chlorures d'acyles, souvent produits par la réaction du SOCL?, du (COCL)*, du
PCl3, du POCl3 ou du PCls* constituent d'excellents agents de couplage. Toutefois, leur
utilisation en synthése peptidique sur phase solide est plutot limitée en raison de leur instabilité

a température ambiante. (Schéma 1.9).
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O o Iol
SOCl, NH,R
ROOCHN\/[k 5 - ROOCHN C R
ROOCHN
E pyridine H H H
R -20°C ], Ry

Schéma 1.9 : Mécanisme de formation de chlorure d'acyle a 'aide de chlorure de thionyle.

Un des principaux inconvénients de cette technique est la production de HCI qui facilite la

déprotection de certains groupes protecteurs, comme c'est le cas pour les composés protégés

par le Boc.

» Autres halogénures d’acyle
Les dérivés fluorés sont aussi employés pour activer la fonction acide ; ils se comportent de

la méme fagon que les chlorures d'acyle lors des réactions. En revanche, ils réagissent vivement
26 27

aux amines et sont des intermédiaires essentiels dans le domaine de la chimie des peptides

(Schéma 1.10).

pyridine
R SnA R
NAF R

F
& ®0 F
9 BN HF 0 F
LA o WAy 'y
PHN on —FN_F - 1 )\_»PHN Ny
e e
Schéma 1.10 : Formation du fluorure d'acyle.

b) Méthodes des acylazides :

» Réaction de Curtius
Curtius a développé la premicre réaction de couplage qui respecte la chiralité des acides

aminés®® 2°. Cependant, cette méthode n'a pas une grande importance en raison de sa lenteur et

de la création d'un grand nombre de produits secondaires®® *!(Schéma 1.11).
i H,N ('c? H,N (IC?: H,N ('c?
2 ) HONO RNy &, RNH, 2 CH ‘H—NHR

HN o C ome  NHoNH, CH"N-NH, .
R R

CH

Schéma 1.11 : Préparation des acylazides.

¢) Méthode des sels de phosphonium :
Le réactif le plus célebre est 1'hexafluorophosphate de benzotriazol-1-yl-oxy-tris-

(diméthylamino)-phosphonium, ou BOP, développé par Castro et son équipe. Durant le
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processus de couplage, une substance potentiellement cancérigene appelée (HMPT) est libérée.

Ainsi, 'emploi du BOP est interdit pour tout produit destiné a un usage thérapeutique®? (Schéma
1.12).

[ )
\ GPF / 7
DA NI
P /TN
R G)o/\@/o " —N \ ™ N
NN / /N\
AN *
N

"N o

Schéma 1.12 : Méthode de couplage par BOP.

On peut le substituer par divers autres agents, tels que le tétrafluoroborate de 2-(1H-

benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-teraméthyluronium (TBTU), ou encore le 2-(1H-azabenzotriazol-1-
yl).Tétraméthyluronium-1,1,3,3-HAUT>? (Figure 1.9).

|

L

N N \

\\N N | N ,

/ \ p / m

4 N N N

\i3 {

ON' \ - N(CH3),

fii .p/ O BF, {HaC);N
32N

(HiCLN  N(CHa)s . .
(HJC)ZN N(CH:&)Z

BOP TBTU HATU

Figure 1.9 : Structures de BOP, TBTU et de HAUT.
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Les approches TBTU et HATU sont simples a appliquer, sans nécessiter de mesures

particulieres, et permettent d'obtenir des rendements satisfaisants avec des produits bruts plutot

purs®*.

d) Méthodes des anhydrides :

Cette technique emploie les anhydrides comme réactifs intermédiaires, c'est la méthode la
plus performante et écologique pour effectuer des couplages peptidiques. Cette procédure
utilise deux catégories d'agents : les anhydrides mixtes et les anhydrides symétriques.

e Les anhydrides mixtes
» Les chloroformiates :

Le chloroformiate d'isobutyle (ICF) est le plus fréquemment utilisé. En présence d'un acide

carboxylique et d'une base telle que la N-méthyl morpholine (NMM)), il se forme un anhydride

mixte. Ce dernier n’ai pas a isolés et interagit sur place avec la fonction amine®*>(Schémal.13).

0 0 o
ROOCHN\\\///H\\ NMM-ICF ROOCHN\\\//JI\\ //Jl\\ ///L:::
; OH — ———> . o o
H THF H
B -20°C 2
< NH3R

-20°C

(o}

o
ROOCHN R
ROOCHN\\\//JL\\O//J<:: \\\//JL\\N//

H

Alln
Al

Schéma 1.13 : Méthode de couplage par ICF.

C'est une technique de couplage efficace et propre qui requiert une température basse (-
20°C) pour la stabilité des anhydrides. Pour des températures plus élevées, on constate la
création irréversible d'esters.

e Les anhydrides symétriques :
» Les carbodiimides :

Dans la synthese peptidique, les carbodiimides jouent un role crucial en tant qu'agents de
couplage.’® Le dicyclohexylcarbodiimide (DCC), qui est le plus connu, crée une urée qui n'est
pas soluble dans l'eau]. Cependant, on peut parfois substituer le DCC par le 1-éthyl-3-(3'
diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDC) ], dont l'urée formée est soluble dans 1'eau et peut

étre éliminée par lavage®” 3¥(Figure 1.10).
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H

e @l ©
N=C=N Et—N=C=N—(CH2)3—T—H Cl

DCC EDC H

Figure 1.10 : Structures de DCC et EDC.

De nombreuses techniques de couplage impliquent l'utilisation de carbodiimides. La
présence de deux équivalents d'acide aminé N-protégé avec le DCC mene a la formation
d'anhydrides symétriques®® *°Ces derniers agissent comme des intermédiaires hautement
réactifs. Cette approche s'avere trés efficace. Toutefois, Elle a le désavantage de requérir deux

équivalents d'acide aminé *! **(Schéma 1.14).

5

Q]

(o]

O/
M@ I

anhydryde symétrique

SUVe

T :

(0]

O-acylurée

R

N-acylurée

Schéma 1.14 : Couplage par DCC.
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De plus, l'introduction de composés tels que le N-hydroxy-benzotriazole (HOBt) élimine la
réaction secondaire, parce que le HOBt interagit avec I'O-acylurée dés sa création pour produire

des intermédiaires moins réactifs (Schémal.l15).

[e]
/O o N{O R)J\om °
N
)7\ ﬁ ﬁ‘) )J\/‘ )l\ HOBt + RNH, )J\
_ R (e} NH _ = —_—— R RNH,
R on—«\j/ u k" rapide o
O OO

O-acylurée

SUVe
PN

R o
N-acylurée

Schéma 1.15 : Utilisation d'HOBt pour minimiser la formation de N-acylurée.
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1.3 Les peptides :
1.3.1 Généralités :

Les peptides, plus petits que les protéines (moins de 100 acides aminés), sont plus faciles a
produire chimiquement. Partageant la méme composition que les protéines, ils peuvent les
remplacer dans certaines fonctions biologiques. Leur fort potentiel thérapeutique réside dans
leur capacité a cibler précisément des molécules a de faibles concentrations. De plus, ils sont
rapidement absorbés et dégradés en acides aminés, limitant les risques de toxicité. Cependant,
cette dégradation rapide peut réduire leur durée d'action. D'autres obstacles a leur utilisation
incluent leur cotit de production élevé et leur instabilité dans I'organisme, imposant des modes
d'administration complexes. Malgré ces défis, leurs avantages et leur caractere novateur en font
des molécules d'intérét majeur pour l'industrie pharmaceutique.

1.3.2 Définition :

Les peptides sont des assemblages d'au moins deux acides aminés, unis par des liaisons
peptidiques (type amide) pour former des chaines polypeptidiques. Ces chaines, lorsqu'elles
sont suffisamment longues et structurées, constituent les protéines, des acteurs moléculaires
clés aux fonctions biologiques variées dans l'organisme. La diversité des 20 acides aminés
permet une infinité de séquences peptidiques, engendrant une vaste gamme de peptides et de
protéines aux roles spécifiques.

1.3.3 La liaison amide :

La liaison peptidique est de type amide. Elle résulte de la réaction de condensation, entre le

groupe amine d’un AA; et le groupe acide carboxylique d'un AA:; en libérant une molécule

d'eau??. (Figure 1.16).

R 0 : 3 R H 9 3,
gN/k/OH + H.N \/”\N}—,_, — f—‘\N/'\T, N\/kN/’v,’ + H,0
H [ H H
0O

S H H
R1 0 R1

Schéma 1.16 : Les acides aminés s’unissent par des liaisons peptidiques.

La délocalisation du doublet électronique de 1'azote vers le carbonyle est a l'origine de la
structure singulicre de la liaison peptidique. Cette résonance entre formes mésomeres confere

un caractere partiel de double liaison a la liaison C-N et conduit a une hybridation sp2 de l'azote.
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Il en résulte une disposition coplanaire des atomes C, O, N et H impliqués dans la

liaison**(Fgure 1.11).

., R 4 oo R H O
;\N/'\H/N\/lkN/??l' - -‘f.\NJﬁf;'N-\/U\N/H??’.
9w R P Ry ©

H o

Figure 1.11 : Formes mésomeres de la liaison amide.

La longueur intermédiaire de la liaison peptidique (1,33 A), entre celle d'une liaison simple
C-N (1,47 A) et d'une double C=N (1,28 A), est une conséquence directe de sa nature de la
liaison partiellement double. Cette caractéristique structurale se traduit par une absence de libre
rotation, favorisant la configuration trans (carbones Ca opposés) pour minimiser
I'encombrement stérique. La configuration cis est rare, sauf lorsqu'elle préceéde une proline, ou

elle représente environ 10% des cas*/(Figure 1.12).

J?\ i R, R
YN N

Ry _H o H
conformation trans conformation cis

Figure 1.12 : Configuration cis et trans de la liaison amide.
1.3.4 Propriétés physico-chimiques des peptides :
1.3.4.1 Propriétés physiques des peptides :
e Solubilité des peptides :
La solubilit¢ des peptides dépend de leur composition en acides aminés et de
I'environnement. Les peptides contenant des résidus polaires sont généralement solubles dans
l'eau, tandis que ceux riches en acides aminés hydrophobes tendent a s'agréger. L'utilisation de

solvants organiques, d'agents chaotropes et l'ajustement du pH peuvent améliorer la solubilité

des peptides hydrophobes®.
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e Point isoélectrique (pI) et comportement électrochimique :

Le pH isoélectrique (pI) d'un peptide correspond au pH, ou sa charge globale est nulle. I est
défini par les valeurs de pKa des groupes qui peuvent s’ioniser, notamment : le groupe o-amine
(NH'3, pKa approximativement 9), le groupe a-carboxyle (COOH, pKa approximativement 2),
les chaines latérales susceptibles de s’ioniser (par exemple, le pKa est environ 4 pour
l'aspartate/glutamate et entre 10 et 12 pour la lysine/arginine)*®.

Le pH joue un rdle déterminant dans la migration des peptides lors de I'électrophorese et leur
élution lors de la chromatographie d'échange d'ions.*’.

1.3.4.2 Propriétés chimiques des peptides :

e Ponts disulfures structuraux :

La formation des ponts disulfures, catalysée par la protéine disulfure isomérase, stabilise la
structure peptidique en réduisant l'entropie conformationnelle et augmentant 1'énergie de
dénaturation. La réaction présente une constante de vitesse de 10°-10* M 's ! et un potentiel

redox de -180 mV pour le couple cystine/cystéine (Figure 1.13).

protéine {structure primaire)

Figure 1.13 : Ponts disulfures structuraux.

1. Réactions d'identification liés a la présence simultanée des groupements COOH et
NH: :
e Réaction a la Ninhydrine :

La ninhydrine, un oxydant puissant, réagit en exces et a chaud avec tous les acides aminés,
pour donner une coloration bleu violacé ou jaune dans le cas des iminoacides. La réaction se
fait en deux étapes :

o Etape 1: Réduction de la ninhydrine qui s'accompagne d’une désamination, suivie

d’une décarboxylation de 1’acide aminé (figure 1.14).
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(@) OH
O + HN-CH-COOH — OH ;. Rp-cHO + O,
R NH;
0 H
Ninhydrine AA Hydrindantine

Figure 1.14 : Réduction de la ninhydrine

o Etape 2 : La molécule de NH3 produite réagit a son tour avec le produit de réduction et
une seconde molécule de ninhydrine pour donner le composé coloré appelé « pourpre
de RUHEMANN » qui absorbe a 570 nm et 440 nm pour le composé formé avec les

iminoacides (Figure 1.15).

) H O H
3 H,0
@aﬂ+~ﬂs 10 2 QL—O)
5 HO H

Ninhydrine Hydrindantine Pourpre de Ruhemann
(bleu violacé)

Figure 1.15 : Formation de la poudre de Ruhemann.

e Réaction de Biuret :
La liaison peptidique est une réaction en utilisant une solution alcaline de sulfate de cuivre
a une solution de protéines, qui entraine la formation d'un complexe entre I'ion cuivrique et les

liaisons peptidiques, observée par une violette couleur a 540 nm. (Figure 1.16).

B H H O
e
O

OYM-_C'Q-.-_:LTN\
N H & H

RANSC—NANAR
H H H
Purple complex
Asas =540 nm

Figure 1.16 : Réaction de Biuret.
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2. Réaction d'identification liée au groupement NH> :
Le groupement NH; possede un doublet libre et constitue, sous sa forme non protonée, un

nucléophile puissant.

Exemple : En milieu acide et en présence d'un aldéhyde (R-CHO) : le tryptophane est oxydé
pour donner une base de Schiff (figure 1.17).

@)

H
% ¢ aldehyde (R-CHO;)

HN
"
J{ H;O

H

I
[ |
R

N

Base de schiff (anneau jaune marron)

Figure 1.17 : Base de Schiff.

3. Réaction d'identification liée a la chaine latérale « R » :
e Réaction xanthoprotéine :
Elle est caractéristique des noyaux aromatiques des aminoacides libres et des résidus
amino-acyls aromatiques des peptides et protéines.

L’acide nitrique (HNO3) réagit sur les cycles aromatiques formant des dérivés nitrés jaunes.*®
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1.3.5 Avantages des peptides :

Les peptides présentent plusieurs bénéfices comparés aux petites molécules qui sont a la

base des médicaments conventionnels :

1.

Ils constituent souvent la plus petite unité fonctionnelle d'une protéine, offrant ainsi une
efficacité, une sélectivité et une spécificité que les concepteurs de petites molécules
éprouvent des difficultés a atteindre

les peptides se décomposent en acides aminés, réduisant considérablement le potentiel
de toxicité et d'interactions médicamenteuses*.

les peptides ont tendance a s'accumuler faiblement dans les tissus du fait de leur courte
demivie, ce qui, bien qu'il soit un inconvénient en termes de longévité d'action, est

également vrai *°.

1.3.6 Limitations des peptides :

1.

Les peptides, étant hydrophiles, ont un poids moléculaire important et une pénétration
cutanée passive, mais leur faible capacité de pénétration n'a pas été détectée dans les
modeles animaux au-dela de 1’épiderme.

Les peptides, qui sont vite décomposés par les enzymes digestives et plasmatiques,
voient leur efficacité diminuée lorsqu'ils sont pris par voie orale. Ils sont également
promptement éliminés par le foie et les reins, ce qui nécessite généralement des
injections répétées pour une administration parentérale.

Les peptides sont susceptibles a la dénaturation, lI'agrégation et I'adsorption, ce qui
restreint leur concentration active et leur fonctionnalité dans le corps.

Il est possible que certains peptides déclenchent des réponses immunitaires, y compris
des réactions allergiques, bien que les peptides de petite taille (<3,5 kDa) aient une faible
propension a sensibiliser.

La fabrication chimique des peptides est onéreuse, généralement plus de dix fois plus
que celle des petites molécules de poids équivalent.

L'importante flexibilite conformationnelle des peptides peut conduire a une absence de

sélectivité envers leurs récepteurs cibles, ce qui peut engendrer des effets indésirables.>!.

1.3.7 Application des peptides contenant alanine et leucine dans divers
domaines :

e Synthése peptidique et chimie organique :
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La leucine et l'alanine, deux acides aminés chiraux couramment employés dans la synthése
peptidique, sont souvent utilisés pour élaborer des peptides et des protéines aux caractéristiques
spécifiques. L'intégration de ces eléments permet de contrdler la structure, la conformation et
la fonctionnalité des peptides synthétiques, en particulier grace a l'utilisation de protections
chimiques spécifiques au cours du processus de synthése.

e Applications thérapeutiques :

Les composeés therapeutiques sont élaborés a partir de dérivés d'acides aminés tels que la
leucine et I'alanine. Par exemple, on utilise certains peptides qui renferment ces acides aminés
pour élaborer des traitements ciblant des voies biologiques précises, en raison de leur aptitude
a interagir avec des enzymes ou des récepteurs.>? 3.

e Nutrition et santé :

L'acide aminé essentiel a chaine ramifiée (BCAA), la leucine, est déterminant dans la
synthese des protéines musculaires, la gestion du métabolisme énergétique et la récupération
musculaire. Ainsi, les peptides a base de leucine jouent un réle primordial dans les suppléments
nutritionnels pour sportifs et la micronutrition, en contribuant a la santé des muscles et du
métabolisme. L'alanine participe aussi a la synthese des protéines et au métabolisme

énergétique.

e Biotechnologie et Recherche Scientifique :
Les peptides enrichis en alanine et en leucine sont largement utilisés comme modeles en
biochimie structurale et en biophysique, en raison de leur capacité a former des structures
secondaires stables comme les hélice a. Ces séquence permettent d’explorer le mécanisme de

remplient protéique, les interactions hydrophobes et la stabilité conformationnelle des peptides
55

En outre, ils servent de base a la conception de peptides bioactifs ou mimétiques de protéines
naturelles, utilisés pour étudier la voie de signalisation cellulaire, la liaison aux récupérateurs

membranaires ou encore 1’interféconde avec des enzymes spécifiques.

e Cosmeétologie avancée :

Méme si les informations sont moins précises pour l'alanine et la leucine, on peut incorporer

des peptides contenant ces acides aminés dans des préparations cosmétiques en raison de leurs
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caractéristiques structurantes et régénératrices, favorisant ainsi la production de collagene et la

réparation de la peau.
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1.4 Les protéines :
1.4.1 Généralités :

Les macromolécules appelées protéines sont indispensables a la structuration et au
fonctionnement des étres vivants, qu'il s'agisse de cellules procaryotes ou eucaryotes. Les
protéines constituent plus de la moiti¢ du poids sec d'une cellule, elles sont donc le composant
prédominant des organismes vivants. Elles jouent un role dans divers processus biologiques et
disposent d'une gamme de fonctionnalités treés diversifiée. Effectivement, les protéines sont
essentielles pour le stockage, la catalyse, la structuration, le transport, la défense et le contrdle
de I'expression des génes. On compte 22 acides aminés protéinogenes, dont 20 sont utilisés de
maniere universelle. C’est I'arrangement des acides aminés qui détermine le repliement des
protéines, offrant ainsi un large éventail de conformations spécifiques et compactes, stabilisées
par des interactions au sein de la molécule. Les configurations tridimensionnelles des groupes
fonctionnels, principalement influencées par les chaines latérales, sont responsables de la
création des sites actifs et déterminent donc les propriétés spécifiques de chaque protéine>®.
1.4.2 Définition :

Les protéines sont des macromolécules biologiques de masse moléculaire considérable,
composées d'un ensemble limité de 20 types d'acides aminés distincts, libérés lors de leur
hydrolyse. Ces biomolécules polyvalentes exercent une multitude de fonctions cruciales au sein
des systémes vivants, parmi lesquelles les enzymes constituent la classe la plus étendue et
biologiquement significative.

1.4.3 Composition et Classification des Protéines :
1. Selon leurs compositions :
Selon leur composition chimique, les protéines sont classées en deux groupes principaux :
e Les holoprotéines : dont I'hydrolyse acide produit exclusivement des acides aminés
simples.
Les hétéroprotéines : quant a elles, libérent lors de leur hydrolyse, en plus des acides

aminés, d'autres molécules organiques ou inorganiques.
2. Selon leurs formes :
Selon la forme tridimensionnelle. On distingue ainsi deux grandes catégories :

e Les protéines fibreuses :
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Se caractérisent par un rapport axial élevé (longueur/largeur > 10). Elles présentent une
structure allongée. La fonction principale de ces protéines est souvent structurale ou de
protection. Parmi les protéines fibreuses, on retrouve principalement les kératines et les
collagenes.

e Les protéines globulaires :

Présentent un rapport axial plus faible, généralement compris entre 3 et 4. Elles adoptent
une conformation tridimensionnelle compacte, sphérique ou globulaire. Leur fonction est
majoritairement dynamique, comme illustré par les enzymes, les protéines de transport et les
anticorps.

1.4.4 Conformation des chaines polypeptidiques :

La conformation des protéines se construit en quatre étapes hiérarchiques :

1) Structure primaire (La séquence linéaire) :

C'est 'ordre précis des acides aminés liés par des liaisons peptidiques (figure 1.18).

Radical

/ \
Plan de la linison J
peptidique f

N. inal C-torminal

Figure 1.18 : Structure primaire du ala-cys-gly-ser

2) Structure secondaire (Les motifs locaux) :
C'est des formes régulieres comme 1'hélice alpha et le feuillet béta, stabilisées par des

liaisons hydrogéne au sein du squelette peptidique®’(Figure 1.19).
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LIAISON
HYDROGENE

PONT
DISULFURE

LIAISON IONIQUE

Figure 1.19 : Structure secondaire de la protéine

% Hélice a
Elle résulte de liaison hydrogéne entre le groupe carbonyle (-CO) d'un acide aminé donné
(position 7) avec le groupe amide (-NH) d'un acide aminé situé quatre positions plus loin dans
la chaine (i+4) 38.Les chaines latérales des acides aminés constitutifs sont orientées vers

l'extérieur de I'hélice>(Fifure 1.20).

Figure 1.20 : Structure de protéine L'hélice a

¢ Le feuillet béta
Représentent une forme d'organisation plissé ou les liaisons hydrogene s'établissent

transversalement entre des portions distinctes de la chaine polypeptidique. Ces portions peuvent
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étre ¢éloignées sur la méme chailne (liaisons intrachaines) ou appartenir a des chaines
polypeptidiques différentes (liaisons interchaines)® .
On identifie deux types de feuillet béta selon I'orientation relative des brins peptidiques qui

les composent (Figure 1.21) :

Figure 1.21 : Structure du feuillets beta

o Feuillet béta paralléle :

les brins peptidiques voisins sont orientés dans la méme direction (leurs extrémités N-

terminales et C-terminales sont alignées)®!(Figure 1.22).
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Figure 1.22 : Structure du feuillet béta parallele

¢ Feuillet béta antiparalléle :

les brins peptidiques voisins sont orientés dans des directions opposées (l'extrémité N-

terminale d'un brin est adjacente a I'extrémité C-terminale de 1'autre)®*(Figure 1.23).
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Figure 1.23 : Structure du feuillet béta antiparallele

3) Structure tertiaire (La forme 3D globale) :
Le repliement complet d'une seule chaine polypeptidique dans l'espace, résultant des
interactions entre les chaines latérales des acides aminés (liaisons non covalentes et ponts

disulfures). C'est la conformation fonctionnelle de nombreuses protéines (Figure 1.24).

Figure 1.24 : Structure tertiaire de la protéine

4) Structure quaternaire (L'assemblage de sous-unités) :

L'association de plusieurs chaines polypeptidiques (ayant chacune leur propre structure
tertiaire) pour former une protéine fonctionnelle plus grande. Ces sous-unités sont maintenues

ensemble par des liaisons non covalentes (Figure 1.25).
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Figure 1.25 : Structure quatarnaire de la protéine.
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Partie expérimentale

II.1 Introduction :

Dans cette partie, nous allons présenter les réactions de synthese des acides aminés C-

protégés par la méthode des anhydrides symétriques qui sera évaluée par deux critéres : le

rendement et la pureté des produits.

Cette méthode présente un intérét écologique notable. En effet, elle limite I’utilisation de

réactifs toxiques et la formation de sous-produits, ce qui fait d’elle une approche plus

respectucuse de 1I’environnement.

I1.2 Produits chimiques utilisés :

Ce tableau résume I’ensemble des produits chimiques utilisés au cours de notre travail

expérimental (Tableau 2.1).

Tableau 2.1 : Produits chimiques utilises.

Masse T
Formule T fusion
Composé Source Structure molaire ebilution
brute O
(g/mole) (°C)
Dicyclohexylcarbo Sigma
ee o . i '\.x i '\\
diimine (DCCI) | Aldrich {4 4 CHuN, | 20632 | 35436 | 1222124
H=g=N
Boc-Ala-OH Fulka N : L CsHisNO4 | 189,21 | 792483 —_—
| 1 TJL"
Boc-Leu-OH Fulka D_u__t_.x_L__rH C1HoiNO4 231,29 85a87 _
Tétrahydrofurane G,
Supelco { i C4HsO 72,11 -108,5 66
(THF)
Hexane Supelco | = I :I ;=: I ' ::' CesHi4 86,18 953 68,73
.-"'-h“" \
Diéthyl amine Sigma | - H'Jﬂ"‘ C4sHiN 73,14 19a2l 5342
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Diméthyl amine Prolabo e ot | (CH3)NH 45,08 =37 °C 54°C
N

H

I1.3 Le choix du groupement protecteur :
Le groupement protecteur BOC (tertiobutyloxycarbonyle) (figure 1) joue un role

crucial dans la protection temporaire des groupes amines des acides aminés au cours de la

synthése peptidique.

Ce groupement, de nature uréthane, se caractérise par sa stabilité en milieu basique et
sa solubilité dans la plupart des solvants organiques. L'introduction du BOC sur 1'amine N-
terminale de I'acide aminé permet de former une liaison stable, qui peut étre clivée de maniére

sélective apres la synthese du peptide par acidolyse (figure 2.1).

i
—C—-0

Figure 2.1 : Représentation du groupement tertiobutyloxycarbonyle.

I1.4 Agent et méthode de couplage :

Nous avons utilisé le N, N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCCI) (Figure 2) comme agent
de couplage dans cette synthése. Ce composé organique, de la famille des carbodiimides,
facilite le couplage des acides aminés en activant leur fonction acide. En formant une O-
acyiurée comme intermédiaire stable & basse température. En présence d'excés d'acide aminé,

la O-acyluréeest transformée en anhydride symétrique stable aussi & basse températeur (figure
2.2)

N=C=N

Figure 2.2 : Représentation de la structure du dicyclohexylcarbodiimide.
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IL5 Les acides aminés N-protégés utilisés :
+ Le Boc-Ala-OH :

L’acide aminé Boc-Ala-OH est un acide aminé non essentiel, comportant un carbone
asymétrique. Il se distingue par une chaine latéral R méthyle (CH3).

La partie N-terminale est protégée par le groupement Boc.La partie C-terminale est libre
(figure 2.3).

Figure 2.3 : Représentation de la structure de 1'acide aminé Boc-Ala-OH.

+* Le Boc-Leu-OH :

L’acide aminé Boc-Leu-OH est un acide aminé non essentiel, comportant un carbone
asymétrique. Il se distingue par une chaine latérale isobutyl ((CH3)>CH-CH>).

De méme que pour l'alanine, la partie N-terninale est Boc -protégée. La partie C-terminale

est libre (figure 2.4).

[
g JOH
~ ® T gt

OH

Leu

Figure 2.4 : Représentation de la structure de 1'acide aminé Boc-Leu-OH :
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I1.6 Réactions de synthése des acides aminés C-protégés :
I1.6.1 Synthése générale :

Dans un ballon de 100 ml, on introduit 2 éq de ’acide aminé noté Boc-AA-OH, qui est
dissout dans du tétrahydrofurane (THF). Le mélange est agit¢ a 0 °C jusqu'a dissolution
complete. On ajoute alors le DCCI dans un rapport molaire (AA/DCCI) (2/1). Apres 30 minutes
d'agitation a 0 °C, I’amine secondaire (dié¢thylamine ou diméthylamine) est incorporée. Le
mélange réactionnel est maintenu sous agitation a 0 °C pendant 1h a 1h30, et a température
ambiante pendant 72 heures.

Par la suite, le mélange est filtré pour éliminer la dicyclohexyl urée (DCU), un solide blanc
insoluble dans le milieu réactionnel. Le solvant est ensuite évaporé du filtrat a 1'aide d'un
évaporateur rotatif sous pression réduite. Le produit est récupéré sous forme d'huile, elle sera
cristallisée dans le syst¢éme THF/ Hexane. Les cristaux blancs du produit final sont séchés, pesés

et analysés (figures 2.5 et 2.6).
O

’ Et
Yoy
\Et
Boc-AA-N(Et),

Figure 2.5 : Représentation de la structure du Boc-AA-N(Et).

H o Me
¥y
0 R e
Boc-AA-N(Me),
Figure 2.6 : Représentation de la structure du Boc-AA-N(Me)..
CHs

. Hy 7
avec: =—=¢C —CH\ Boc-Leu-OH
CH,

= ——CHj, Boc-Ala-OH
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I1.7. Méthodes utilisées et techniques d’identification :

I1.7.1 Chromatographie sur Couche Mince (CCM) :
Principe : La chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode d’identification,
fondée sur leur distribution différentielle entre deux phases :
Phase stationnaire : C'est une couche mince d'un matériau adsorbant (la silice) fixée sur un
support solide (plaque en aluminium).
Phase mobile (éluant) : I1 s'agit de I’AcOEt pur et d'un mélange de (AcOEt : Hx / 50 :50)
qui se déplace par capillarité a travers la phase stationnaire.
Le processus de séparation se déroule de la maniére suivante :
e [’échantillon préalablement dissout dans le minimum de THF est déposé sur la phase
stationnaire a I’aide d’un tube capillaire a un centimétre du bord inférieur de la plaque.
e La plaque est ensuite placée dans une cuve contenant la phase mobile.
e Les molécules qui ont une plus grande affinité pour la phase mobile se déplacent plus

rapidement que celles qui préferent la phase stationnaire.

Cette différence de vitesse de migration permet d’identifier les composés en taches distinctes
sur la plaque. La position de chaque tache est spécifique au composé dans les conditions
expérimentales, facilitant son identification et son analyse (figure 2.9).

La révélation a été faite par 1’iode et ceci consiste a exposer la plaque chromatographique a
des cristaux d’iode, dont les vapeurs interagissent temporairement avec les composés

organiques, formant des taches brunes visibles qui permettent leurs détections.

Luve a

thram aogr aghie Couvercie

Front de sdlvare

~ o
\\ X
N

Plague de
chrom atographes

Ligne de baze

auant

Figure 2.7 : La chromatographie sur couche mince (CCM).

I1.7.2 Mesure du point de fusion :
Le point de fusion désigne la température a laquelle une substance se transforme de la phase

solide a la phase liquide. Cette mesure est effectuée a une pression atmosphérique standard, car
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a cette pression, les états solide et liquide peuvent coexister. La température de fusion représente
une propriété essentielle de la maticre.

Cela peut donc servir a identifier une substance ainsi qu'a évaluer sa pureté, car toute
impureté influencera le point de fusion de la substance analysée. La température de fusion des
substances cristallisées a été enregistrée a 1'aide d'un fusiometre appelé Scientific Melting Point

Apparatus SMP3 (figure 2.10).

Figure 2.8 : Fusiométre.

I1.7.3 La spectroscopie infrarouge par transformée de Fourier :

La spectroscopie infrarouge est une méthode d'analyse rapide qui offre la possibilité
d’identifier les groupes fonctionnels présents dans I’échantillon a analyser. Cette méthode
repose sur 1’absorption d'un rayonnement infrarouge de 1 a 50 pm par 1'échantillon. Cette
gamme de fréquences est segmentée en infrarouge proche (1-2,5 um) et infrarouge moyen (2,5-
50 um). L'infrarouge moyen sert a la reconnaissance des molécules organiques et a la capacité
de conserver une sorte d'empreinte digitale.

On a caractérisé les produits obtenus en utilisant la spectroscopie infrarouge a transformée
de Fourier (IRTF), grace a une appareil de marque SCHIMADZU (FTIR-8900).

Les échantillons ont été analysés sous forme de pastille, en broyant 3mg du produit a 1'état
de poudre mélangé avec 250 mg de bromure de potassium (KBr).

Le balayage a été réalisée entre 400 a 4500 cm? (figure 2.11).
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Figure 2.9 : Appareil de spectroscopie FTIR.
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Résultats et discussions

La synthése d'un acide aminé N, C-protégés utilise les techniques classiques de synthése
peptidique, impliquant le choix des groupes protecteurs et des agents d'activation. Nous avons
choisi de synthétiser des acides aminés de type Boc-AA-N(Et), et Boc-AA-N(Me),. La-C
protection a été effectuée a I'aide de la diéthylamine et de la diméthylamine, qui sont des amines
secondaires. Ces amines protegent la partie acide en formant une liaison amide et miment
également la partie N-terminale d'un acide aminé. Nous avons sélectionné la méthode des
anhydrides, en utilisant le DCCI comme agent de couplage.

I11.1. Réaction de synthése Boc-Ala-N(Et); :

Nous avons synthétisé des cristaux blancs de Boc-Ala-N(Et)2 en procédant a la réaction de
2eq du Boc-Ala-OH avec NH(Et): dans du THF a 0 °C, en utilisant le DCCI comme agent de
couplage. Suite a la filtration du produit obtenu et a 1'élimination du solvant, nous avons
récupéré le Boc-Ala-N(Et). sous forme d'huile qui est cristallisée dans le systeme (THF/Hx)

par purification avec un rendement de 79,27 % (figure 3.1).

D H C] i ~ . H O },.r

§, E, \l)kDH 1/ DCCI, |1[|-F ‘}’0‘11’”1}“\
] Q

2/NH(Et), Et

Boe-Ala-OH Boe-Ala-N(Et),

Et

Figure 3.1 : Réaction de syntheése du Boc-Ala-N(Et)

% Explication du Mécanisme :

Tout d'abord, le doublet libre de ' oxygene de la fonction acide carboxylique de 1'acide aminé
Boc-Ala-OH se condense avec le carbone des carbodiimides, ce qui conduit a la formation d'un
intermédiaire O-acylurée apres un processus de prototropie. Par la suite, le doublet d'électrons
de l'oxygene de la fonction acide carboxylique effectue une seconde attaque sur le carbone des
carbodiimides, ce qui libére de la DCU et génére un autre intermédiaire. Ensuite, le doublet
libre de la diéthylamine (NH(Et)2) se lie au carbone du carbonyle de 'anhydride. Le doublet de
l'oxygene se replie sur la liaison, provoquant le départ du groupe partant. Suite a la
déprotonation, le produit final, Boc-Ala-N(Et)2, est obtenu, accompagné de la DCU comme

produit secondaire (schema 3.1).
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Schéma 3.1 : Mécanisme proposé pour la synthése du Boc-Ala-N(R)z.

H
avec: R = —c;z—cH3 Boc-Ala-N(Et)2

= ——CH, Boc-Ala-N(Me)2

I1I.1.1 Caractérisation de Boc-Ala-OH par FTIR :
Le spectre FTIR du Boc-Ala-OH (Figure 3.2) montre la présence de plusieurs bandes

caractéristiques confirmant sa structure chimique.
Les bandes larges a 3401 et 3514 cm™ sont attribuées aux vibrations d’elongations des

groupes OH acides et NH urétane. Toutfois, la présence de plusieurs interactions, notament des

liaisons hydrogene intra- ou intermoléculaires, rend difficile ’indexation unique de chaque

bande.
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et 2888cm™ confirment des vibrations d’élongation asymétriques et

Les pics a 2989cm”
symétriques des groupes méthyle (CHz).

La bande intense a 1738cm™ est caractéristique du groupement C=0 uréthane. Le C=0 acide
est bien visible a 1690cm™.

La bande a 1514cm™ implique la déformation du C-N-H uréthane.

La bande observée a 1295 cm™ attribuée a la vibration d’élongation C-O, typique des groupes
carboxyliques.

Enfin les bandes entre 1019et 1240cm! sont associées aux vibrations d’élongation C-O et

C-C, notamment celles provenant du groupe Boc.
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Figure 3.2 : Spectre FTIR du Boc-Ala-OH.

I11.1.2 Caractérisation de Boc-Ala-N(Et); par FTIR :
Le spectre FTIR du Boc-Ala-N(Et), (Figure 3.3) montre la présence de plusieurs bandes
caractéristiques confirmant sa structure chimique.

1

La bande intense a 1684 cm™ est caractéristique du groupement C=0O uréthane. Le C=0

amide tertiaire est bien visible & 1657 cm™".
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Une bande observée a 3305 cm™ !

correspond aux vibrations d'élongation N-H uréthane.
Cependant, son déplacement vers un nombre d’onde plus bas comparé au spectre FTIR du Boc-
Ala-OH (figure 3.2), peut étre expliquer par la présence de liaisons hydrogéne.

Les pics a 2989 cm! et 2888 cm™! confirment des vibrations d’élongation asymétrique et
symétrique des groupes méthyle et méthyléne.

Les bandes a 1528 cm™! implique la déformation du N-H.

La vibration 1’élongation C-N uréthane est bien visible a 1457 cm’!, et celle a 1400 cm’!
indique une liaison C-N amide.

La bande observée a 1295 cm™ est attribuée a la vibration d’élongation C-O uréthane .

Enfin les bandes entre 1019 et 1252cm! sont associées aux vibrations d’élongation C-C-O
et C-C, notamment celles provenant du groupe Boc.

En comparant le spectre FTIR du Boc-Ala-OH et celui du Boc-Ala-N(Et), (figure 3.4) on
remarque nettement la disparition de la bande 1690cm™ (C=0 acide) et la bande large a 3401
cm’! caractiristique du OH acide.

Ainsi que I’apparition de nouvelle bonde typiques de la liaison amide(1657 cm! C=0

amide).

55



Résultats et discussions

c
o
=
o
€
S v
w
o (7] v S
= g o© g cluw
K= £ Y o p UGS C
L £ £T © ¢ TLOU®
wu £ T [~ A S~ T
= wn = ‘E £ U g 3 =~
2 0 i 5mo 4 - (LX)
T N n it G SR 4
= & ez =z 299%
00 0L Z 0 dHuoe
Y ggngssses
3.0+ & N ~NSSSIRIC
w =3 CEEERdsd
] o2 GO T T NN N —
B o~ g Ak R
N -
2.5
o
2
gz.o-
=1
1.5
1.0+
T L) T T
4000 3000 2000 1000

A (T)eed & NARWA

Wavenumbers

Figure 3.3 : Spectre FTIR du Boc-Ala-N(Et)..
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Figure 3.4: Spectre FTIR du Boc-Ala-OH et Boc-Ala-N(Et)>.

I11.2. Réaction de synthése Boc-Ala-N(Me): :

Nous avons synthétis¢ des cristaux blancs de Boc-Ala-N(Me): en procédant a la réaction de

2eq du Boc-Ala-OH avec NH(Me): dans du THF a 0 °C, en utilisant le DCCI comme agent de

couplage. Suite a la filtration du produit obtenu et a 1'élimination du solvant, nous avons
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récupéré le Boc-Ala-N(Me): sous forme d'huile qui est cristallisé dans le systeme (THF/Hx)

pour purification avec un rendement de 26,14 %.

I11.2.1 Caractérisation de Boc-Ala-N(Me); par FTIR :

Le spectre FTIR du Boc-Ala-N(Me), (Figure 3.5) montre la présence de plusieurs bandes
caractéristiques confirmant sa structure chimique.

La bande intense a 1627 cm! est caractéristique du groupement C=0 amide. Le C=0O
uréthane est visible a 1685 cm™.

Une bande observée a 3325 cm™! correspondant aux vibrations d'élongationN-H uréthane.

Les pics a 2928 cm-1 et 2850 cm™! confirment des vibrations d’élongation symétrique et
asymétrique des groupes méthyle (CHz).

Le pic a 1576 cm™ attribué 4 la déformation angulaires C-N-H uréthane.

La vibration d’élongation C-N uréthane est bien visible a 1437 cm™!, et celle a 1311cm™!
indique une liaison C-N amide.

La bande observée a 1244 cm™! attribuée a la vibration d’élongation C-O uréthane .

Enfin les bandes entre 1087 et 1169cm! sont associées aux vibrations d’élongation C-C-O
et C-C, notamment celles provenant du groupe Boc.

En comparant le spectre FTIR du Boc-Ala-OH et celui du Boc-Ala-N(Me): (figure 3.6) on
remarque nettement la disparition de la bande 1690cm™ (C=0 acide) et la bonde large a 3401
cm! caractiristique du OH acide.

Ainsi que I’apparition de nouvelles bondes typiques de la liaison amide essentiellement celle

de 1627 cm™.
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Figure 3.5 : Spectre FTIR du Boc-Ala-N(Me)».
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Figure 3.6: Spectre FTIR du Boc-Ala-OH et Boc-Ala-N(Me)..

I11.3. Réaction de synthése Boc-Leu-N(Et); :

Nous avons synthétisé des cristaux blancs de Boc-Leu-N(Et): en procédant a la réaction de

2eq du Boc-Leu-OH avec NH(Et): dans du THF a 0 °C, en utilisant le DCCI comme agent de
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couplage. Suite a la filtration du produit obtenu et a 1'élimination du solvant, nous avons
récupéré le Boc-Leu-N(Et): sous forme d'huile qui est cristallis¢ dans le systéeme (THF/Hx)

pour purification avec un rendement de 72,99 %.

% Explication du Mécanisme :

Tout d'abord, le doublet libre de 1'oxygene de la fonction acide carboxylique de 1'acide aminé
Boc-Leu-OH se condense avec le carbone des carbodiimides, ce qui conduit a la formation d'un
intermédiaire O-acylurée aprés un processus de prototropie. Par la suite, le doublet d'électrons
de I'oxygene de la fonction acide carboxylique effectue une seconde attaque sur le carbone des
carbodiimides, ce qui libére de la DCU et génere un autre intermédiaire. Ensuite, le doublet
libre de la diéthylamine (NH(Et)2) se lie au carbone du carbonyle de 1'anhydride. Le doublet de
l'oxygéne se replie sur la liaison, provoquant le départ du groupe partant. Suite a la
déprotonation, le produit final, Boc-Leu-N(Et)2, est obtenu, accompagné de la DCU comme

produit secondaire (schéma 3.3).
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Schéma 3.2 : Mécanisme proposé pour la synthése du Boc-Leu-N(R)..

Ho
avec: R = ——C —CHs, Boc-Leu-N(Et)2

= ——CHj Boc-Leu-N(Me)2

III. 3.1 Caractérisation de Boc-Leu-OH par FTIR :
Le spectre FTIR du Boc-Leu-OH (Figure 3.7) montre la présence de plusieurs bandes

caractéristiques confirmant sa structure chimique.

Les bandes larges a 3335 et 3471 cm™! sont attribuées aux vibrations d’elongations des
groupes OH acides et NH urétane. Toutfois, la présence de plusieurs interactions, notament des

liaisons hydrogene intra- ou intermoléculaires, rend difficile ’indexation unique de chaque

bande.
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Labande intense 2 1717 cm™ est caractéristique du groupement C=0 uréthane. Le C=0 acide

est présent a 1676 cm'.

Les pics entre 2 906 cm-' confirment des vibrations d’élongation symétrique et asymétrique

des groupes méthyle et méthyléne.
. La bande a 1542 cm™! implique la vibration de déformation C-N-H uréthane.

La bande observée a 1365 cm! peut étre attribuée a la vibration d’élongation C-O, typique

des groupes carboxiliques.
Enfin les bandes entre 1179 et 1246cm™ sont associées aux vibrations d’élongation C-O et

C-C, notamment celles provenant du groupe Boc.
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Figure 3.7 : Spectre FTIR du Boc-Leu-OH.
I11.3.2 Caractérisation de Boc-Leu-N(Et); par FTIR :
Le spectre FTIR du Boc-Leu-N(Et), (Figure 3.8) montre la présence de plusieur bandes

caractéristiques confirmant sa structure chimique.

La bande intense a 1715 cm™ est caractéristique du groupement C=0O uréthane. Le C=0

amide est bien visible & 1635 cm™!.
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Une bande observée a 3461 cm™! correspondant aux vibrations d'élongation N-H uréthane.

Les pics a 2965 cm-1 et 2870 cm™! confirment des vibrations d’élongation symétriques et
asymétriques des groupes méthyle et méthylene.

Le pic a 1536 cm™! est attribué aux vibrations de déformations dans le plan de C-N-H
uréthane.

La vibration I’élongation C-N uréthane est bien visible a 1453 cm™'.

La bande observée a 1366 cm™! est attribuée a la vibration d’élongation C-O uréthane .

Enfin les bandes entre 1010 et 1248cm! sont associées aux vibrations d’élongation C-C-O
et C-C, notamment celles provenant du groupe Boc.

En comparant le spectre FTIR du Boc-Leu-OH et celui du Boc-Leu-N(Et): (figure 3.9) on

remarque netement la disparition de la bande 1676 cm™ (C=O acide) et la bande large a 3459

cm’! caractiristique du OH acide.

Ainsi que I’apparition de nouvelles bandes typiques de la liaison amide principalement la

C=0 amide a 1635 cm™".
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Figure 3.9 : Spectre FTIR du Boc-Leu-OH et Boc-Leu-N(Et)..

I11.4. Réaction de synthése Boc-Leu-N(Me): :
Nous avons synthétisé des cristaux blancs de Boc-Leu-N(Me). en procédant a la réaction de
2eq du Boc-Leu-OH avec NH(Me): dans du THF a 0 °C, en utilisant le DCCI comme agent de

couplage. Suite a la filtration du produit obtenu et a 1'élimination du solvant, nous avons
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récupéré le Boc-Leu-N(Me): sous forme d'huile qui est cristallisé dans le systéme (THF/Hx)

par purification avec un rendement de 24,57%.

I11.4.1 Caractérisation de Boc-Leu-N(Me); par FTIR :

Le spectre FTIR du Boc-Leu-N(Me) (Figure 3.10) montre la présence de plusieurs bandes
caractéristiques confirmant sa structure chimique.

Une bande observée a 3336 cm™! correspondant aux vibrations d'élongation N-H uréthane.

Les pics 2 2966 cm™! et 2869 cm™! confirment des vibrations d’élongation asymétriques et
symétriques des groupes méthyle et méthylene.

Le pic a 1600 cm™ peut étre attribué aux vibration d’élongation C=0 amide .

La vibration déformation C-N-H uréthane est bien visible a 1539 cm™, et celle a 1365 cm™
indique une liaison C-N amide.

La bande observée a 1247 cm™! attribuée a la vibration d’élongation C-O uréthane .

Enfin les bandes entre 1049 et 1178cm™ sont associées aux vibrations d’élongation C-C-O
et C-C, notamment celles provenant du groupe Boc.

En comparant le spectre FTIR du Boc-Leu-OH et celui du Boc-Leu-N(Me): (figure 3.11) on

remarque 1’apparition de nouvelles bandes typiques de la liaison amide, celle de 1600 cm™'.

64



Résultats et discussions

= )

JuRPIN 0D D

ueWIzUN O
Splwe N-D
IJuRWSIN N

UOnRWIOI3P H-N

Ipiwe g
INVHLIEN 0=

wAsS 7H)
wAS £H)
wAse ZH)

wise g1

FPIWR HN

LBLIENL

w066 BLLL~—~—

ISIT LT

P0BL SSEL—
acaw.mmm—/

AP0~

SO eM~

9356 AL

EopL ,mwwN/

SLEE6L6E~

96059962

BIIG'SEEE

254

2.0+

154

1.0

110000

W

Figure 3.10 : Spectre FTIR du Boc-Leu-N(Me)..

3
\ /j vm
NS
AN
AR

Figure 3.11 : Spectre FTIR du Boc-Leu-OH et Boc-Leu-N(Me)s.



Résultats et discussions

I1L.5 Résultats des méthodes et techniques d’identification :

%+ L’acide aminé Boc-Ala-OH et ses dérivés :

Les données regroupées dans les tableaux 3.1 et 3.2 permettent d’interpréter les effets

structuraux sur les températures de fusion et les rendements de deux dérivés du Boc-Ala-OH.

Les températures de fusion augmentent de Boc-Ala-OH (68,5 °C) a Boc-Ala-N(Et)2 (144,5
°C), et a Boc-Ala-N(Me)> (208,2 °C). Cela explique par des interactions intermoléculaires plus
fortes, notament grace a la présence du groupe amide, qui favorise une organisation cristalline

plus ordonnées.

Le rendement plus ¢élevé du Boc-Ala-N(Et); (63,8 %) s’explique par leur effet inductif
donneur, qui augmente la nucléphilie de I’azote et favorise la formation de I’amide. En
revanche, le Boc-Ala-N(Me): (36,14 %) montre un rendement plus faible en raison de la faible
purté (40 %) de la diméthylamine, et d’un effet donneur légerement plus faible, ce qui diminue

le rendement final.

La chromatographie sur couche mince (CCM), réalisé¢ avec deux éluants différents (AcOEt
et mélange AcOEt : Hx / 50 :50), a montreé pour chaque composé une seule tache nette et bien

définie, ce qui indique une bonne pureté apparente des produits obtenus.

Les valeurs de Rr sont faibles pour le Boc-Ala-OH (0,60 et 0,65) et élevées pour Boc-Ala-
N(Et)2 (0,91 et 0,96) et Boc-Ala-N(Me)2 (0,96 et 0,93), traduisant une diminution de la polarité

lors du passage de 1’acide vers ses dérivés amidiques.
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Tableau 3.1 : Résultats des méthodes et techniques d’identification du Boc-Ala-OH et ses

dérivés.
Masse molaire (M) Température de
Produits Rendement (R) (%)
(g/mol) fusion (Ty) (°C)
Boc-Ala-OH 189,2 —_— 68,5
Boc-Ala-N(Et): 244,34 63,8 144,5
Boc-Ala-N(Me):2 216,29 36,14 208,2

Tableau 3.2 : Résultats des rapports frontaux du Boc-Ala-OH et ses dérivés

Rrdu mélange Rrdu mélange
Produits
(AcOEY) (AcOEt : Hx / 50 :50)
Boc-Ala-OH 0,6 0,65
Boc-Ala-N(Et)2 0,91 0,96
Boc-Ala-N(Me)2 0,96 0,93

% L’acide aminé Boc-Leu-OH et ses dérivés :

Les données regroupées dans les tableaux 3.3 et 3.4 permettent d’interpréter les effets

structuraux sur les températures de fusion et les rendements de deux dérivés du Boc-Leu-OH.

Le rendement du Boc-Leu-N(Et)2 (72,99 %) est nettement plus élevé que celui du Boc-Leu-
N(Me)> (24,57 %). Comme pour les dérivés de 1’alanine, cela s’explique par la faible pureté de

la diméthylamine et effet donneur d’électrons plus marqué de la diéthylamine
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Contrairement au cas de 1’alanine la température de fusion diminue du Boc-Leu-OH (98,6
°C) vers Boc-Leu-N(Et)> (71,3 °C), et augmente vers Boc-Leu-N(Me), (133 °C). Cela peut étre
expliquer par la structure encombrée de la leucine, qui peut perturber I’organisation cristalline
dans le cas de Boc-Leu-N(Et).. Tandis que Boc-Leu-N(Me),, bien que de rendement sont plus
faible, forme un réseau cristallin plus compact et ordonné, menant a une température de fusion

plus élevée.

La chromatographie sur couche mince (CCM), réaliséé avec deux ¢luants différents (AcOEt
et mélange AcOEt : Hx / 50 :50), a montreé pour chaque composé une seule tache nette et bien

définie, ce qui indique une bonne pureté apparente des produits obtenus.

Les valeurs de R sont faibles pour le Boc-Leu-OH (0,67 et 0,50) et élevées pour Boc-Leu-
N(Et)2 (0,70 et 0,90) et Boc-Leu-N(Me)2 (0,81 et 0,93), traduisant une diminution de la polarité

lors du passage de 1’acide vers ses dérivés amidiques.

Tableau 3.3 : Résultats des méthodes et techniques d’identification du Boc-Leu-OH et ses

dérivés.
Masse molaire (M) Température de
Produits Rendement (R) (%)
(g/mol) fusion (Ty) (°C)
Boc-Leu-OH 231,29 _— 98,6
Boc-Leu-N(Et):2 286,43 72,99 71,3
Boc-Leu-N(Me): 258,37 24,57 133
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Tableau 3.4 : Résultats des rapports frontaux du Boc-Leu-OH et ses dérivés

Rrdu mélange Rrdu mélange
Produits
(AcOEY) (AcOEt : Hx / 50 :50)
Boc-Leu-OH 0,67 0,50
Boc-Leu-N(Et)2 0,70 0,90
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CONCLUSION GENERALE :

Dans le cadre de nos travaux, la synthése réalisée vise a protéger la partie C-terminale
d'un acide aminé, qui est commercialement protégé a la partie N-terminale par un
groupement Boc. L'activation de ces acides aminés a été effectuée a 1'aide du DCCI, servant

d'agent de couplage.

Dans un premier temps, nous avons activé l'acide aminé Boc-Ala-OH en utilisant le
DCCI, en forment un anhydride. Par la suite, nous avons employ¢ des amines secondaires
(diméthyleamine et dié¢thyleamine) pour protéger la fonction acide de l'acide aminé. Les
produits obtenus, sous forme d'huile, ont été cristallisés dans un systétme THF/Hx pour
purification. Nous avons ainsi obtenu des cristaux solides de couleur blanche. Les structures
de Boc-Ala-N(Me), et Boc-Ala-N(Et), ont été confirmées par analyse IR, avec des
rendements respectifs de 36,14 % et 63,8 %.

Ensuite, en appliquant le méme protocole, nous avons utilisé I'acide aminé Boc-Leu-
OH, ce qui a permis d'obtenir des produits présentant un aspect cristallin blanc. Les
structures de Boc-Leu-N(Me), et Boc-Leu-N(Et), ont également été validées par analyse IR,

avec des rendements de 24,59 % et 72,99 % respectivement.
Les rendements les plus élevés ont été obtenus avec la diéthylamine.

La pureté des produits a été contrdlée par mesure de la température de fusion et par

analyse CCM.

Enfin, dans une perspective future, nous prévoyons de coupler ces acides aminés pour
former un dipeptide, en éliminant le groupement Boc d'un acide aminé et en le faisant réagir

avec la partie C-terminale activée d'un autre acide aminé N-protégé.
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