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Résumé :

Notre travail porte essentiellement sur la synthése et la caractérisation d’acides
aminés N, C-protégés. Les acides aminés en question ont été commercialisés par une N-

protection de type BOC.

Nous avons procédé a une C-protection par formation d’une liaison amide moyennant des

amines secondaires en utilisant le DCCl comme agent de couplage.

Nous avons utilisé deux acides aminés comme réactifs principaux qui sont le Boc-Ala-OH et le
Boc-Leu-OH. Les réactions ont été réalisées dans le THF a une température variant de 0°Ca T°

ambiante.

La synthése en question consistait d’abord a activer la partie C-terminale (fonction acide) de
I'acide aminé par le DCCI. Puis l'intermédiaire formé qui est une O-acylurée réagira avec la
diméthylamine ou la diéthylamine par une réaction de condensation formant ainsi une liaison

amide.
On obtient a la fin un acide aminé prét pour une suite de synthése peptidique.

Lavancement de la réaction a été suivi par CCM, les produits ont été purifiés par cristallisation.
Leur pureté a été controlée par I'obtention d’une seule tache en CCM et par la mesure de la
température de fusion. Lexamen des spectres FTIR a permis de confirmer la structure des

produits obtenus.



Abstract:

Our work focuses on the synthesis and characterization of N, C-protected amino acids.

The amino acids in question were marketed by a BOC-type N-protection.

We performed C-protection by forming an amide bond with secondary amines using DCCI as

a coupling agent.

We used two amino acids as main reagents which are Boc-Ala-OH and Boc-Leu-OH. The

reactions were performed in the THF at a temperature ranging from 0°C to ambient T°.

The synthesis in question consisted first of activating the C-terminale (acid function) part of
the amino acid by DCCI. Then the formed intermediate which is an O-acylurea will react with

dimethylamine or diethylamine by a condensation reaction thus forming an amide bond.
In the end we obtain an amino acid ready for a peptide synthesis sequence.

The progress of the reaction was followed by CCM, the products were purified by
crystallization. Their purity was checked by obtaining a single spot in CCM and by measuring
the melting temperature. Examination of the FTIR spectra confirmed the structure of the

products obtained.
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Introduction générale

Les acides a-aminés présentent un intérét particulier, ils jouent un réle fondamental
dans la constitution des tissus et dans les processus chimiques du vivant. En effet, reliés les
uns aux autres par réaction entre la fonction acide carboxylique d’un acide a-aminé et la
fonction amine d’un autre (par formation d’un lien amide), ils conduisent a des polymeres
naturels appelés selon leur masse molaire peptides ou protéine, leurs propriétés chimiques

spécifiques et leur ordre d’assemblage leur donne une fonction bien précise.

Les acides aminés sont des molécules organiques bifonctionnelles a fonctions acide
carboxylique et amine qui doivent d'abord subir des modifications structurales avant de
pouvoir étre utilisées dans la synthése peptidique. La réaction chimique entre deux acides
aminés notés : Xaal et Xaa2 permet d’obtenir les dipeptides : Xaal-Xaa2, Xaa2-Xaal, Xaal-
Xaal, Xaa2- Xaa2. Pour pouvoir synthétiser sélectivement le dipeptide Xaal-Xaa2, il faudra
exercer un controle durant la réaction. La stratégie de synthése consiste a protéger certaines
fonctions par des groupements protecteurs adéquats et a activer d’autres fonctions par des

agents activants pour permettre la formation de la liaison amide voulue.

Notre travail porte sur la synthése et la caractérisation d’acides aminés N-protégés par le
groupement Boc, la C-protection a été réalisée par des amines secondaires qui vont mimer
dans une certaine mesure la partie N-terminale d’une chaine peptidique. La réaction de

condensation a été réalisée moyennant un carbodiimide comme agent de couplage.

Notre choix s'est porté sur deux acides aminés : Alanine et Leucine qui sont des acides
aminés chiraux. Ainsi que sur deux amines secondaires (diméthylamine et diéthylamine) pour
la C-protection qui va mimer dans une certaine mesure de prolongement de la chaine

peptidique.

Ce présent travail se scinde en trois chapitres : le premier chapitre est axé sur la partie
théorique qui inclue des généralités sur les acides aminés et leur propriétés (physico-

chimique) et aussi sur la synthése peptidique, et le deuxiéme chapitre décrit la partie




expérimental, les méthodes utilisées et les techniques d’identification, Les résultats obtenus

et leurs discussions sont traités au troisieme et dernier chapitre.

En fin nous terminons par une conclusion et perspectives.




CHAPITRE 1:

Partie Théorique



1.1 Généralités :

Les acides aminés sont des composés organiques absolument nécessaires au
fonctionnement du corps humain. lls sont des composés essentiels de la constitution des

protéines et autres peptides dans notre corps et joue divers réles biologiques.

Les acides aminés sont les précurseurs d’enzymes, d’hormones et des neurotransmetteurs.
Sans eux, nos processus métaboliques ne fonctionneraient pas. ILy en a vingt au total, dont 9

sont considérés comme essentiels.

1.2 Définition :
Les acides aminés  sont des moléculesqui entre dans la  composition

des protéines grace a leur assemblage par des liaisons amides qu’on appelle des liaisons

peptidiques [1].

Leur nom provient du fait qu'ils possedent une fonction amine (NHz) et une fonction acide
carboxylique (COOH) qui sont fixés sur un carbone tétradique central (a). lls se distinguent par
leur chaine latérale R (Figurel.1l) , qui peut étre un atome d'hydrogéne (c'est la glycine),ou

bien une chaine linéaire ou cyclique bien plus complexe [2] .

R H
Yo
~ N 70N C//

4 OH
Figure 1. 1:Représentation d'acide aminé.

1.3 Les acides aminés essentiels et non essentiels :

On distingue deux groupes d’acides aminées :

1.3.1 Les acides aminés essentiels :

Les acides aminés dits essentiels sont ceux que I'organisme humain n'est pas capable

de synthétiser et qu'ils sont donc trouvés dans I'alimentation. Chez étre humain, on
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compte neuf acides aminés essentiels : le tryptophane, la lysine, la méthionine, la

phénylalanine, la thréonine, la valine, la leucine, l'isoleucine et I'histidine [3].

1.3.2 Les acides aminés non essentiels :

Les acides aminés non essentiels sont des acides aminés qui peuvent étre synthétisés
par l'organisme lui-méme quisont: laglutamine, acide aspartique, acide glutamique,

I'arginine, I'alanine, la proline, la cystéine, la sérine, la glycine et la tyrosine.

1.4 Les dérivés d’acides aminés :

Il existe des abréviations d’acides aminés pour faciliter leur rédaction dans les

équations chimiques et biologiques (tableau 1.1).

Tableau 1. 1: : Les acides aminés.

Acide amine Abréviations Acide amine Abréviations
Acide glutamique Glu Leucine Leu
Acide aspartique Asp Lysine Lys

Alanine Ala Méthionine Met
Arginine Arg Phénylalanine Phe
Asparagine Asn Proline Pro
Cystéine Cys Sérine Ser
Glutamine Gln Thréonine Thr
Glycine Gly Tryptophane Trp
Histidine His Tyrosine Tyr
Isoleucine lle Valine Val

1.4.1 Acide Glutamique :

Le corps humain étant capable de le synthétiser, cet acide aminé est qualifié de « non
essentiel ». Comme tous les acides aminés, I'acide glutamique (figurel.2) entre dans la
composition des protéines. Au sein du systéme nerveux central (SNC), il joue le réle de
neurotransmetteur excitateur. Par ailleurs, c’est également un précurseur du GABA (acide y-

aminobutyrique) qui, quant a lui, est le principal neurotransmetteur inhibiteur du SNC [4].
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Figure 1. 2: Formule topologique d'acide glutamique.

1.4.2 Acide Aspartique :

L'acide aspartique est un acide aminé non essentiel qui peut donc étre synthétisé par
I'organisme. L'acide aspartique (figurel.3) favorise la production de testostérone ainsi que de
progestérone. Il se retrouve principalement dans les aliments d'origine animale tels que les

viandes, poissons et mollusques mais également dans les légumes [5].

Figure 1. 3: Formule topologique d'acide aspartique.

1.4.3 Alanine :

Lalanine est connue pour étre l'un des acides aminés primaires découverts et
synthétisés bien avant son isolement de sources naturelles [6]. En 1850, cet acide aminé a été
synthétisé par Adolph Stricker a partir de l'acétaldéhyde grace a sa condensation avec
'ammoniac et le cyanure d’hydrogéne. Seulement dans un quart de siecle, l'alanine a été

découvert dans les sources naturelles : les protéines (figurel.4).
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Figure 1. 4: Formule topologique d'alanine.




1.4.4 Arginine :

L'arginine est un acide aminé qui aide le corps a construire des protéines. Elle est
présente dans la plupart des aliments riches en protéines, notamment le poisson, la viande
rouge, la volaille, le soja, les grains entiers, les haricots et les produits laitiers [7]. Comme
supplément, I'arginine peut étre utilisée par voie orale et topique. Elle peut également étre
administrée par voie intraveineuse (IV). Larginine agit comme vasodilatateur, ouvrant
(dilatant) les vaisseaux sanguins, c’est pourquoi beaucoup de gens prennent pour traiter les

problemes cardiaques et la dysfonction érectile (figurel.5).

NH,

Figure 1. 5: Formule topologique d'arginine.

1.4.5 Asparagine :

L'asparagine est le premier acide aminé découvert. C’est le constituant des protéines,
il se trouve a I'état libre dans les plantes et chez les animaux. Il joue un réle important dans la
biosynthése des glycoprotéines et d’autres protéines. C’est également un acide aminé

glycogéne produit par le foie [8] (figurel.6).

o) NH,

Figure 1. 6: Formule topologique d'asparagine.

1.4.6 Cystéine :

La cystéine est un acide aminé cristallin non essentiel contenant du soufre et elle est
abrégée en Cys. La cystine qu’est le dimére de la cystéine est I'un des cing principaux acides
aminés (arginine, cystéine, glutamine, tyrosine et histidine) nécessaires a la croissance

humaine et a la survie. C’est la protéine principale de la peau, des ongles et des cheveux et se




trouve dans la béta-kératine. Elle peut étre synthétisé dans le corps a partir autres acides

aminés : méthionine et sérine (figurel.7).

Cysteine Cystine

Figure 1. 7: Formule topologique de Cystéine.

1.4.7 Acide glutamique :

La glutamine ou L-glutamine est |I'acide aminé le plus abondant dans le sang et dans les
muscles. Elle joue un role dans la synthése des protéines, la protection immunitaire, le
maintien de l'intégrité de la paroi intestinale et I'équilibre acido-basique de I'organisme. Elle
sert aussi a la fabrication de la glucosamine endogene qui, a son tour, participe a la réparation

des cartilages et tendons (Figurel.8).

NH,

Figure 1. 8: Formule topologique d'acide glutamique.

1.4.8 Glycine :
La glycine est I'acide aminé le plus simple (figurel.9). Elle retarde la dégénération
musculaire, améliore le stockage du glycogéene en libérant ainsi le glucose pour des besoins

d’énergétique. Elle sert aussi a réparer les tissus endommagés.




Figure 1. 9: Formule topologique de Glycine.

1.4.9 Histidine :

Cet acide aminé se trouve dans I’hémoglobine et on I'utilise pour traiter des arthrites
rhumatoides, des allergies, des ulcéres et des anémies. Elle est indispensable pour la
croissance et la réparation des tissus et pour le maintien des gaines de myéline qui protegent
les cellules nerveuses. L'histidine est aussi utile pour la production des globules rouges et

blanches du sang, pour protéger I'organisme des radiations, réduire la pression des artéres et

aider I’élimination des métaux lourds du corps (Figure 1.10).

HN
Figure 1. 10: Formule topologique d’Histidine.

1.4.10 Isoleucine :

Lisoleucine est un acide aminé essentiel (Figurel.11). Il est principalement concentré
dans les tissus musculaires. La structure de l'isoleucine en fait un acide aminé a chaine

ramifiée, non polaire et hydrophobe. L'isoleucine étant un acide aminé essentiel, elle doit étre

apportée par |'alimentation (ceufs, viande, poisson, fromage, etc.).
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Figure 1. 11: Formule topologique de l'isoleucine.




1.4.11 Leucine :

La leucine interagit avec l'isoleucine et la valine pour accélérer la cicatrisation du tissu
musculaire, de la peau et des os. Elle est recommandée pour ceux qui ont été sujets d’'une
opération chirurgicale. Cet acide aminé réduit les taux de sucre dans le sang et aide a

augmenter la production de I’'hormone de croissance (Figurel.12).

H3;C y
OH

CHg NH,
Figure 1. 12: Formule topologique de Leucine.

1.4.12 Lysine :

Cet acide aminé garantit 'absorption appropriée de calcium et maintient I'équilibre
d’azote pour les adultes. En plus, la lysine est a l'origine de la formation du collagéne qui
constitue le cartilage et le tissu connectif, de la production des anticorps qui luttent contre

I'herpés labial et de la réduction des taux élevés de triglycérides dans le sang (Figurel1.13).

NH,

Figure 1. 13: Formule topologique de Lysine.

1.4.13 Méthionine :

La méthionine est un antioxydant puissant et une bonne source de soufre (Figure 1.14).
Elle joue un réle important dans la décomposition des graisses en prévenant leur accumulation
dans le foie et les artéres au risque de bloquer le flux sanguin au cerveau, au cceur et aux reins.
Cet acide aminé aide la désintoxication des agents nocifs comme le plomb et d’autre minéraux
lourds, diminue la faiblesse musculaire et protege des radiations. Elle est super importante aux
femmes qui prennent des contraceptifs oraux. La méthionine réduit le taux d’histamine dans

le corps qui peut provoquer I'envoi de messages erronés par le cerveau.
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Figure 1. 14: Formule topologique de Méthionine.

1.4.14 Phénylalanine :
C’est un acide aminé utilisé par le cerveau pour produire la noradrénaline, une

substance chimique qui transmet des signaux entre les cellules nerveuses et le cerveau. La
phénylalanine (Figurel.15) contribue a un bon état d’ame, diminue la douleur et aide la
mémoire pendant I'apprentissage. On l'utilise pour traiter des maladies telles que les arthrites,

la dépression, les crampes menstruelles, I'hémicranie, l'obésité, le Parkinson et Ia

Schizophrénie.

Figure 1. 15: Formule topologique de Phénylalanine.

1.4.15 Proline :

La proline est un acide aminé non essentiel, synthétisé par I'organisme. Sa structure

particuliére insére un coude dans les chaines protéiques et il permet de synthétiser le

collagene (Figurel.16).
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Figure 1. 16: Formule topologique de Proline.




1.4.16 Sérine :

Elle est nécessaire pour le métabolisme des acides gras, pour la croissance des muscles
et le maintien d’un systéme immunitaire sain. La sérine (Figurel.17) fait partie des gaines de
myéline protectrices qui couvrent les fibres nerveuses. Elle est encore importante pour le

fonctionnement de I'ARN et de I'ADN, la formation des cellules et la production

d’'immunoglobulines et anticorps.
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Figure 1. 17: Formule topologique de Sérine.

1.4.17 Thréonine :

La thréonine a la fonction d’aider a maintenir la quantité appropriée de protéines dans
le corps. Elle est aussi importante pour la formation de collagéne, d’élastine et de I'émail
dentaire. Cet acide aminé collabore encore dans la fonction Lip tropique du foie quand il se
combine a l'acide aspartique et a la méthionine. La thréonine prévient I'accumulation de

graisse dans le foie, son métabolisme et son assimilation (Figure1.18).

H3C

Figure 1. 18: Formule topologique de Thréonine.

1.4.18 Tryptophane :

Cet acide aminé est un relaxant naturel qui aide a traiter I'insomnie. Le tryptophane
(Figurel.19) réduit l'anxiété et la dépression, stabilise I'état d’ame et aide a traiter

I’hnémicranie. Il aide le systéme immunitaire a fonctionner correctement. Il contréle le poids en




réduisant l'appétit, augmente la libération des hormones de croissance et contrdle

I’hyperactivité des enfants.

Figure 1. 19: Formule topologique de Tryptophane.

1.4.19 Tyrosine :

La tyrosine est un acide aminé important pour le métabolisme général (Figurel.20).
Elle est le précurseur de l'adrénaline et de la dopamine qui régulent I'état d’ame. Cet acide
aminé stimule le métabolisme et le systéme nerveux, agit positivement sur I'état d’'ame et aide
a réduire le gras corporel. La tyrosine collabore dans la production de mélanine (pigment
responsable de la couleur des cheveux et de la peau) et dans les fonctions des glandes

surrénales, de la tyroide et de la glande pituitaire. On I'utilise contre la fatigue chronique, la

narcolepsie, 'anxiété, la dépression, les allergies et le mal de téte.
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Figure 1. 20: Formule topologique de Tyrosine.

1.4.20 Valine :

La valine est indispensable pour le métabolisme musculaire, la coordination, la
réparation des tissus et le maintien de I'équilibre d’azote dans le corps que le tissu musculaire
emploie comme source d’énergie. Cet acide aminé est aussi utile pour traiter des maladies du

foie et de la vésicule biliaire. En plus, elle promeut la vigueur mentale et les émotions

tranquilles (Figurel.21).
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Figure 1. 21: Formule topologique de Valine.

1.5 Les propriétés physico-chimiques des acides aminés :

1.5.1 Propriétés physiques :

Les acides aminés se présentent sous forme de solides blancs, cristallisés, ils sont
solubles dans les solvants organiques ou ils donnent des solutions incolores [9]. Les moins
solubles sont la cystéine, la tyrosine et la leucine. Certains d’entre eux sont aussi solubles dans

I'eau.

1.5.1.1 lonisation :

Les aminoacides possedent au moins deux groupes ionisables : la fonction acide
carboxyliqgue (COOH <—> COO~+ H*) et la fonction amine basique (NH ; + H* <—> NHs").
Lorsque ces groupes fonctionnels sont simultanément dissociés, les aminoacides sont sous la
forme d'ions dipolaires R-CH-NH*3, COO™ (zwitterions) [10]. A milieu acide, I'aminoacide est
considéré comme un diacide qui perd un premier proton, en se transformant en ion mixte si
le milieu est basique, un deuxiéme proton est ensuite libéré quand I'ion mixte se transforme
en anion. Le pH auquel la molécule possede une charge nette nulle est appelé
« isoélectrique » ; dans ce cas, |'aminoacide ne migre pas dans un champ électrique et sa

solubilité est minimale.

1.5.1.2 Absorption ultraviolette :

Les aminoacides n'absorbent pas les rayonnements dans la partie visible du spectre,
mais possédent un pouvoir d'absorption considérable avant 230 nm. De plus, certains
aminoacides absorbent entre 250 et 300 nm, grace a la présence, dans leur radical R, de
chromophores spéciaux : indole pour le tryptophane, benzéne pour la phénylalanine et la

tyrosine [9].



https://www.universalis.fr/encyclopedie/molecule/

1.5.1.3 Stéréo-isomérie :

Tous les acides aminés naturels, sauf la glycine sont optiquement actifs. lls possedent
un carbone asymétrique c’est le carbone a (Ca) qui porte la fonction amine [2], la fonction
carboxylique, un atome d'hydrogene et le radical R. Par exemple l'alanine se présente ainsi
sous deux formes, L ou D-alanine, qui sont deux isoméres optiques ou énantiomeéres (Figure

1.22).

Figure 1. 22: Les configurations D et L.

Les aminoacides naturels sont tous de la série L ; toutefois, quelgques aminoacides de la série
D ont été retrouvés dans les micro-organismes. Ces deux isomeres sont représentés selon la

projection de Fisher (Figure 1.23).

Les lettres (D) et (L) font référence au D : dextrogyre, L : Iévogyre. Si la fonction amine est a

droite, la molécule est ( D ) et si elle est a gauche a molécule est (L) [2].

COOH COOH
H,N H H NH,
CHs CHs
Isomére (L) Isomére ( D)

Figure 1. 23: Projection de Fisher des configurations D et L de I'alanine.
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1.5.2 Propriétés chimiques :
Les propriétés chimiques des acides aminés sont dues a la présence du groupe

carboxyle, du groupe amine et a la structure du radical R.

1.5.2.1 Réaction du groupe carboxyle :

Les réactions les plus importantes de la fonction carboxyle sont : I'estérification, la
décarboxylation et la formation de la liaison amide. Lestérification des aminoacides permet
leur transformation en dérivés volatils au cours de I'analyse par chromatographie en phase

gazeuse, les esters n-butyliques étant les plus utilisés [11].

1.5.2.2 Réaction du groupe amine :

De trées nombreuses réactions utilisent la réactivité de la fonction amine : elles sont
particulierement utilisées pour marquer les groupements NH; terminaux des peptides ou
protéines. C’est également sur des groupements NH; que l'on peut greffer des marqueurs de
nature diverse, fluorescents par exemple, trés utilisés en biologie cellulaire. La détermination
chimique de la séquence des acides aminés dans une protéine utilise une N-arylation ou

I'action de l'isothiocyanate de phényle, sur I'acide aminé en position N-terminale [11].

1.6 Stratégie de couplage :

La protection est nécessaire pour la synthese du dipeptide Ala-Gly implique la réaction
du groupe -COOH de la molécule de glycine avec le groupe -NH2 de la molécule d'alanine.
Cependant, lorsque deux acides a-aminés sont introduits dans le milieu réactionnel, on
n'obtient pas seulement le dipeptide recherché. En fait, la séquence entre les acides a-aminés
peut étre inversée par la réaction entre le groupe -NH2 de la molécule de glycine et le groupe
-COOH de la molécule d'alanine. Les molécules de glycine et d'alanine peuvent également
réagir entre elles. Le tableau ci-dessous présente les dipeptides obtenus dans le mélange

considéré (Schémal.1) [11].




Dipeptide | Equation de réaction

Ala-Gly 0 o 0
OH
H,N HaN
oH Tt HN OH —————> H/Y +H,0
o

Gly-Ala

(o]
(o] o
HoN . HZNQJ\ OH
OH HoN OH ————> H +H,0
(o]

Ala-Ala o o i
H,N H,N HoN OoH
z OH + 2 OH —_— H +H0
(o]

o
o
Gyely L I i AL~
HN on + HN OH —» HAI( +H0
o

Schéma 1.1: Formation d’un mélange de dipeptide.

De plus, les dipeptides ont également des groupes -COOH et -NH2 a leurs extrémités et
peuvent encore réagir pour former des tripeptides ou des polypeptides en présence de
guantités suffisantes de substances. Par conséquent, des mélanges de deux acides a-aminés
simples, tels que I'alanine et la glycine, peuvent conduire a une grande variété de produits si
I'on n'y prend pas garde. Pour des raisons évidentes de purification et de rendement, cette

situation est a éviter. Il est donc nécessaire de développer une stratégie synthétique.

La stratégie adoptée pour la synthese peptidique utilise des groupements de protection et de dé-
protection. Par conséquent, les groupes susceptibles de provoquer des réactions parasites doivent
voir leurs propriétés chimiques modifiées pour bloquer les réactions indésirables lors des réactions
dites de protection. Cette réaction de protection doit étre réversible afin de libérer les groupements

protecteurs en fin de réaction lors de |'étape dite de dé-protection.




8 Alanine protégée sur sa fonction o Glycine protégé  sur sa fonction
amine acide carboxylique
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GP;HMN.. J\
R
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Schéma 1.2: Couplage d'Alanine avec Glycine.

Les réactions de protection-déprotection introduisent deux nouvelles étapes dans la synthése et
doivent toutes deux étre réalisables avec d’excellents rendements pour ne pas abaisser le

rendement total de la formation de liaison peptidique (Schéma 1.2).

1.6.1 La protection de la fonction amine et la fonction acide carboxylique :
Depuis les années 1930, un véritable catalogue de réactions de protection/déprotection s'est

développé qui doit répondre a des spécifications pratiques : réactions sélectives, un bon rendement,

possibilité de mettre en ceuvre des stratégies de protection orthogonales. La réaction de

déprotection ne doit pas affecter la liaison peptidique formée [12].

1.6.1.1 La protection de la fonction amine :
Pour bloquer le caractére nucléophile de la fonction amine, on utilise fréquemment
les groupement protecteurs : t-butyloxycarbonyl (Boc) ou 9-fluorenylmethyloxycarbonyl

(Fmoc),et le groupe benzyloxycarbonyle (Z) (Figure 1.24).
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Figure 1. 24: Les groupements protecteurs de la fonction amine.

1.6.1.1.a Le groupement benzyloxycarbonyle (Z) :

Le benzyloxycarbonyle note Cbz ou Z est un protecteur des amines en synthése
organique. Il est couramment utilisé dans la synthése peptidique. Il est introduit par I'action
du chloroformiate de benzyle (Z-Cl) sur I'extrémité amine d’un acide aminé en présence de
base. Cette méthode de protection a été développée par Max Bergmann en 1932 pour la

synthése de peptides [13] (Schéma 1.3).

Ty

(z-—cl)

Schémal.3 : Réaction de protection par groupement (Z).

Les fonctions amines ainsi protégées peuvent étre déprotégées par hydrogénation catalytique.

En donnant le toluéne et le dioxyde de carbone comme sous-produits (Schéma 1.4).
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Schémal.4 : Réaction de déprotection de la fonction amine.

1.6.1.1.b Le groupement t-butyloxycarbonyle (Boc) :

Le tert-butoxycarbonyle, plus connu sous |'acronyme BOC ou Boc, est un groupement
protecteur de la fonction amine. En particulier, la fonction amine des acides aminés dans la
synthése peptidique [14]. Il est introduit aux amines en utilisant du dicarbonate de di-tert-
butyle (BOC,0) en présence d'une base telle que le bicarbonate de sodium (NaHCO3s) ou par

le chloroformiate de tert-butyle (Boc-Cl) (Schémal.5).

H O

R

H;N—C—C—OH

BOC,0 OU BOC-Cl1

+ Base

Schémal.5 : Réaction de la protection/déprotection par le tert-butyloxycarbonyle

Le clivage du Boc des acides aminés peut étre réalisée a |'aide d'acides forts tels que |'acide
trifluoroacétique (TFA) pur ou le chlorure d'hydrogéne (HCl) dans du dichlorométhane ou dans

du méthanol, Il peut également étre éliminé avec du K,COs dans du méthanol a température

ambiante.

'




1.6.1.1.c 9-fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) :
Le chlorure de fluorénylméthyloxycarbonyle (Fmoc-Cl) est un chloroformiate qui aide a
introduire le groupement Fmoc a I'extrémité amine des acides aminés [15]. La réaction de

protection est réalisée en milieu faiblement basique [16] (Schémal.6).

Oﬁ,/CI | o
0
0 0 “\“[\E’T“C—OH
+ pN—C cll RaC0; © R
N—C—
| ToH . -
Fmoc-Cl acide aminé Q

Shémal.6 : Introduction du (Fmoc-Cl) sur un acide aminé.

La réaction de déprotection ou de clivage est faisable par la pipéridine ou la merpholine.

1.6.1.2 Protection de la fonction acide carboxylique :

Les acides carboxyliques sont souvent protégés sous forme d'ester benzylique ou

t-butylique.

1.6.1.2.a Esters de tertiobutyle :
Ils sont obtenus a partir de I'isobuténe sous pression en milieu acide. Relativement

stable en milieu basique, ils sont clivés tres facilement en milieu acide.

T
H-.C O CHg3
3 CH4

Figure 1. 25: Structure d'ester de tertiobutyle.




1.6.1.2.b Esters de benzyle (Bzl) :
Egalement trés répandus en synthése peptidique, ils sont préparés directement a partir
d’alcool benzyliques dans le benzéne en présence d’un catalyseur acide. Leur dé-protection

est réalisé par hydrogénation catalytique.
O

TH S
Figure 1.26: Structure d'ester de benzyle (Bzl).

1.6.1.3 Protection des chaines latérales :
La stratégie la plus efficace consiste a déprotéger les chaines latérales comme derniére
étape. Par conséquent, le choix de la réaction de protection de la chaine latérale dépend dela

réaction effectuée pour protéger la chaine principale.

1.7 Le couplage :

Le concept de couplage couvre deux types de réaction : la 1®'réaction c’est le mélange
des deux aminoacides convenablement bloqués ou protégés, I'un a la fonction amine, l'autre
a la fonction acide, auquel on ajoute le réactif de couplage, et la 2™ réaction c’est I'activation
de la fonction acide par la formation d’un intermédiaire réactif entre la fonction acide libre et

I'agent de couplage puis I'addition du deuxi@éme aminoacide a fonction amine libre [17].

1.7.1 Activation de la fonction acide et les méthodes de couplage :
En synthése peptidique Il est nécessaire d’activer la partie C-terminale de I'un des deux
acides aminés permettant ainsi a I'extrémité N-terminale de I'autre acide aminé de faire une

attaque nucléophile.

1.7.1.1 Méthode des Chlorures d’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 1™ pour la synthése des peptides en 1903 par le

groupe de Pr. Fisher [18].

La préparation du chlorure d’acyle peut étre réalisée in situ en mélangeant I'acide carboxylique

avec du chlorure de thionyle ou du chlorure d’oxalyle dans des solvants aprotiques, par




exemple du DCM, du THF ou de l'acétate d’éthyle [19]. On obtient normalement de bonnes
conversions aprés quelques heures de reflux du mélange. Il faut isoler le chlorure d’acyle avant

I’étape d’amidation avec I'amine (figurel.27).
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thionyle (phosgéne)

Figurel.27 : Les agents de chloration de la fonction acide.

’__L e | |
ol \I-Ir"‘ oM -
SOWCL,
D

Schéma 1.7: Préparation d'un chlorure d'acyle.

2
E

Lacylation de I'amine par le chlorure d’acyle est souvent appelée "réaction de Schotten-
Baumann", La réaction se produit généralement rapidement a température ambiante dans des

solvants aprotiques en présence d’'une base adaptée, une amine tertiaire ou de la pyridine.

1.7.1.2 Méthode des Anhydrides :

C’est la méthode la plus efficace et la plus propre pour réaliser des couplages
peptidiques. Les anhydrides d'acides carboxyliques sont des composés de formule générale
(RCO)20. Parmi les anhydrides mixtes, les dérivés de carbodiimide ont été largement utilisés
pour activer les acides carboxyliques [20]. Le carbodiimide le plus utilisé est le
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (Figure 1.28). Le sous-produit formé : N,N’-dicyclohexylurée
(DCU) formé lors de la réaction est peu soluble dans la plupart des solvants mais également

difficile a éliminer du mélange réactionnel [21].



https://www.fishersci.fr/shop/products/dichloromethane-99-8-analysis-stabilized-amylene-acros-organics-5/p-3212595
https://www.fishersci.fr/shop/products/tetrahydrofuran-99-9-extra-pure-anhydrous-stabilized-bht-acros-organics-4/p-3737885
https://www.fishersci.fr/shop/products/ethyl-acetate-99-acros-organics-5/p-3212681
https://www.fishersci.fr/fr/fr/products/80003623/acyl-chlorides.html
https://www.fishersci.fr/fr/fr/products/80004000/tertiary-amines.html
https://www.aquaportail.com/definition-14372-acide-carboxylique.html

N—C——=N

DCC

Figure 1. 28: Structure de DCC.

Il existe d’autres dérivés de carbodiimide tels que le N,N’-diisopropyldiimide (DIC) ou le
chlorhydrate de N-éthyl-N’-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide (Figurel.29), qui sont

souvent employés mais des réactions secondaires peuvent interférer par une réaction

d’homocouplage.

e
(T >

DCC DIC EDCI

Figure 1. 25: Agents de couplage de type carboiimides.

Le couplage au DCC a été décrite en 1955, le mécanisme est divisé en deux partie (Schéma1l.7)
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Schémal.8 : Réaction de couplage avec DCC.




1.8 Liaison amide/ liaison peptidique :
La liaison qui relie deux acides aminés est de type amide. On la nomme aussi liaison

peptidique, Elle résulte de la condensation entre la fonction acide carboxylique d’un acide
amine et la fonction amine d’un deuxiéme acide amine. Cette condensation s'accompagne de

la libération d’'une molécule d’eau (Schémal.8).

Schémal.9 : Réaction de formation de la liaison peptidique.

1.8.1 Propriétés géométriques :

Cette liaison est un hybride de résonnance, du a une délocalisation d’électrons entre le
doublet libre de I'azote et les é m du groupement carbonyle, lui donnant un comportement de
double liaison partielle. Ainsi la liaison peptidique est tres stable, plane, les 6 atomes (Ca, C,

O, N, H et Ca) sont coplanaires (Schémal.9).

i L H o/ L —/ g H
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Figure 1.30 : Formes résonantes de la liaison peptidique.

Le caractere partiellement double de la liaison C-N, fait que la liaison peptidique est :
e Tres Stable.
* Plane.

¢ Rigide : la rotation autour de C-N est impossible.




1.8.2 Angles et longueurs de liaison de la liaison amide :
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) (Figure 1.30)

[2].
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Figure 1.31: Angles et longueur de liaison de la liaison peptidique. [22]

1.8.3 Polarité de la liaison peptidique :

Loxygene du carbonyle porte une fraction de charge négative et peut servir comme
accepteur de proton dans une liaison hydrogene. L'azote amide a une fraction de charge

positive et le groupe NH peut servir comme donneur de proton dans une liaison

hydrogéne(Schémal.10) [23].
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Figure 1.32 : Polarité de liaison peptidique




1.8.4 Configuration de la liaison peptidique :

La liaison peptidique peut adopter une Configuration Cis ou Trans dans la configuration
Cis les Ca sont situé sur le méme franc de la liaison peptidique. Dans la forme trans, les 2 Ca
de deux résidus d’AA voisins sont sur des cotés opposés, c’est la forme la plus stable (répulsion

stérique minimale) [24]. La liaison peptidique sera donc presque toujours sous la forme trans.

Figure 1.33 : Configuration Cis/Trans.

1.9 Les peptides et les protéines :

Les peptides et protéines sont les constituants de la matiére vivante. lls assurent la

structure de la cellule et exercent diverses fonctions au sein de notre organisme.

Les peptides ou protéines résultent de la condensation des aminoacides reliés entre eux par
une liaison peptidique. lls différent par le nombre, la nature et I'ordre des acides aminés. Tel

que:

e Peptide : enchainement d’'un nombre d’acides aminés inférieur a cinquante (50), parmi
ceux-ci on parle d’oligopeptide pour un nombre d’acides aminés inférieur a dix (10) et
de polypeptide pour un nombre supérieur a dix (10).

e Protéine : enchainement d’'un nombre d’acides aminés au-dela de cinquante (50). Elles

peuvent atteindre une masse supérieure a 10000 Da ( 1,66018. 10-20 g) [24].

Dans une chaine peptidique par convention, I'angle de rotation autour de la liaison Ca-N est
désignée par la lettre ® (phi) et I'angle de rotation autour de la liaison Ca-C par la lettre (psy)W.

Le plan de référence est celui passant par N, Ca, et C de CO (Schéma1l.11) la valeur absolue de




I'angle est comprise entre 0° et 180°, le signe est négatif si la rotation a lieu dans le sens des

aiguilles d’'une montre et positif dans le cas contraire.

La plupart des valeurs de ® et de W ne sont pas permises, celles qui sont autorisées
déterminent les structures secondaires des protéines [24].

Tel que :

@ : angle de rotation autour d’une liaison Ca N.

W : angle de rotation autour d’une liaison Ca C.

w : angle de rotation autour d’une liaison C N.

NONL H_ R2 ,-"H‘ 0
l’ “" —"-.- o" hs
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Figure 1.34 : Géométrie et angle de rotation d’une liaison peptidique.

1.9.1 Structure primaire :

C’est 'enchainement des différents acides aminés composant le peptide ou la protéine

qui détermine la structure primaire ou séquence [2] (Figure 1.32).
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0 c
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—COOH

Leuc Glycyl Alanine

Extrémité N libre Extrémité C libre

Figure 1. 35: Structure primaire.




1.9.3 Structure secondaire :

La structure secondaire des peptides résulte de la possibilité de formation de liaisons
hydrogéne entre I'oxygéne du carbonyle et I’hydrogene de l'azote amidé de la liaison

peptidique [24].

Cette structure secondaire est due a la rigidité de la liaison amide mais aussi a la présence de
nombreuses interactions : liaisons hydrogéne (~20 kJ/mol), liaison de Van der Waals

(~4kJ/mol), liaison covalente S-S (~150kJ/mol).

Il existe deux arrangements importants : I’'hélice a et la structure en feuillet plissée

(configuration B) [25].

1.9.3.1 U'hélice a :
C’est une structure réguliere et relativement compacte (Figure 1.33) dont les
caractéristiques :
e Conformation en hélice est maintenue par liaison 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 L’hélice ne peut s’établir qu’avec des résidus de la méme série (L ou D).
e Les plans des liaisons peptidiques sont paralleles a I'axe de I’hélice et forment les

squelettes de I'hélice [2].
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Figure 1. 36 : Structure de protéine L'hélice a [26].

1.9.3.2 Configuration B ou feuillets B :

Dans cette structure, appelée également structure en feuille plissée, les liaisons
hydrogéne sont réalisées entre deux brins de polypeptide. Dans cette configuration, les
atomes C,0 et N impliqués dans les liaisons hydrogéne, forment entre eux un angle bien précis

qui confére ainsi a I'ensemble cette structure en feuille plissée [27].
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Figure 1. 37 : Structure secondaire feuillets B [28].

1.9.4 Structure tertiaire :
Ce terme désigne la facon dont les motifs secondaires sont disposés entre eux et
correspond en réalité a la facon dont une chaine polypeptidique unique va se replier dans

I'espace [28].

Diverses forces provenant toutes des chaines latér ales R, entrent en jeu pour stabiliser cette
grosse molécule : liaisons hydrogene, ponts disulfures, attractions et répulsions

électrostatiques, effets hydrophobes.




Feuillet béta

4—' Structure tertiaire

Hélice alpha

Figure 1. 38 : Structure tertiaire de protéine [30].

1.9.5 Structure quaternaire :

Certaines protéines, comme |I'hémoglobine, adoptent un autre niveau de structure
appelée structure quaternaire, dans laquelle deux chaines ou plus, ayant chacune leur propre
structure tertiaire, se combinent entre elles pour former un assemblage plus volumineux leur

permettant d’assurer la fonction pour laquelle elles sont dédiées [25].

(b) Hemoglobin

Figure 1. 39 : Structure quaternaire [30].

1.9.6 Syntheése chimiques des peptides :

La synthése chimique des peptides se fait en solution ou sur une phase solide.




1.9.6.1 Synthése en phase liquide :

La synthese peptidique en phase liquide, utilisant habituellement une protection Boc
ou Z pour la fonction amino, a été remplacée par la synthése peptidique en phase solide,
hormis pour les procédés existants de synthése a grande échelle de peptides a des fins

industrielles [29].

1.9.6.2 Synthése en phase solide :

La synthése peptidique en phase solide (SPPS) est la méthode la plus fréquemment
employée pour synthétiser des peptides, du fait de son efficacité, de sa simplicité, de sa
rapidité et de sa facilité de parallélisation. La SPPS consiste a ajouter successivement, a un
acide aminé ou un peptide fixé sur un support polymere insoluble, des résidus d'acides aminés

a chaines latérales et fonctions amino protégées.
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CHAPITRE 2 :
PARTIE EXPERIMENTALE



2.1 Produits utilisés :

Tableau 2. 1: Propriétés chimiques des produits utilisés.

Produit

Structure

Propriétés

source

Tétrahydrofurane (THF)

Formule chimique
C4HgO

Masse molaire 72,107
g /mol

T° d’ébullition 66 °C

Solubilité : dans I'eau

FLUKA

Dicyclohexylcarbodiimide

(DCCl)

Voir la Figure 2.2

Formule : C13H22N:
Masse

molaire :206,32g/mol
T° fusion : 343 35 °C

T° ébullition :122 a 124
°C

Solubilité :pratiquement

insoluble dans I'eau

SIGMA-
ALDRISH

Diméthylamine

BB, 08

Formule chimique :
(CHs3)2NH

Masse

molaire :45,085g /mol
T° d’ébullition 7a 9 °C

PROLABO

Diéthylamine

HE HE
HE—C C~CH,
N
.

Formule chimique :
CsH11N

Masse molaire : 73,13
g /mol

T° d’ébullition :55,5°C

SIGMA-
ALDRISH




Acide aminé :

Boc-Ala-OH

Voir la Figure 2.3

Formule chimique :
CgHisNO,4

Masse

molaire :189.21 g/mol
T° de fusion : 92,3°C

FLUKA

Acide aminé:

Boc-Leu-OH

Voir la Figure 2.4

Formule chimique :
CsH12NO>

Masse molaire :
231.29g/mol

T° de fusion : 96,4°C

FLUKA

Hexane

/\/\/CHEB

Formule chimique :
C6H14

Masse molaire :
86,17g/mol

T° ébullition : 68,73 °C
Solubilité : 9,5 mg:I?
(eau, 25 °C)

SUPELCO

2.2 Choix du groupement protecteur :

Le partie N-terminale des acides aminés utilises est protégée par le groupement
tertiobutyloxycarbonyle (Boc) (Figure2.1).

Il est de type uréthane stable en milieu basique et soluble dans la majorité des solvants

organique.

La partie C-teminale est protégée par la formation de la liaison amide .

O
1

igete:

=

Figure 2. 1: Formule topologique du BOC.




2.3 Méthode et Agent de couplage :

Dans ce travail, nous avons utilisé la méthode des carbodiimdes moyennant le DCCI
comme agent de couplage. Le N, N’-dicyclohexylcarbodiimide ou DCCl est un composé
organique de la famille des carbodiimide, il survira a activer la fonction acide d’'un acide aminé
par formation d’une O-acyl urée, ce qui facilitera la réaction de condensation avec une amine

(Figure 2.2).

OO

Figure 2. 2: Structure de DCCI.

2.4 Les acides aminés utilisés :

e Acide aminé Boc-Ala-OH :
Boc-Ala-OH est un acide aminé non essentiel de carbone asymétrique et R (CHs)
protégé par le groupement protecteur Boc (figure2.3).

H B
11 }

HBCH H | Il
H,C—C —0—C4—N—C—C—-OH
|:| ,:”f || |
3 ol HC
Boc Ala OH

Figure 2. 3: Formule développer du Boc-Ala-OH.

e Acide aminé Boc-Leu-OH :
Boc-Leu-OH est un acide aminé essentiel de carbone asymétrique et la chaine
latéral R ((CHs),-CH-CH,-) protégé par le groupement protecteur Boc (figure2.4).
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Figure 2. 4: Formule développer du Boc-Leu-OH.

2.5 Réactions de synthése des acides aminés C-protégés .

2.5.1 Synthése de Boc-Ala-N(Me); :

Dans un ballon de 100ml on introduit 1mol de Boc-Ala-OH qu’on fait dissoudre dans le
THF, on maintient le mélange sous agitation a 0°C jusqu'a la dissolution totale. On ajoute 1mol

de DCCI.

Apres 30min d’agitation a 0°C on introduit la diméthylamine. On laisse le mélange réactionnel

sous agitation a 0°C pour 1h00 a 1h30min et entre 48h a 72h a température ambiante.

On filtre le mélange réactionnel pour se débarrasser de la dicyclohexyl urée (DCU) formée

(produit intermédiaire) qu’est sous forme un solide blanc insoluble dans le milieu réactionnel.
On élimine le solvant du filtra par un évaporateur rotatif sous pression réduite.
On récupére le produit sous forme d’huile, elle sera cristallisée dans le systeme THF/Hexane.

Les cristaux blancs du Boc-Ala-N(Me)2 sont séchés, pesés puis analysés (Figure 2.5).
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Figure 2. 5: Formule développer du Boc-Ala-N(Me)..




2.5.2 Synthése de Boc-Ala-N(Et),:

Dans un ballon de 100ml on introduit 1mol de Boc-Ala-OH qu’on fait dissoudre dans le
THF, on maintient le mélange sous agitation a 0°C jusqu'a la dissolution totale. On ajoute 1mol

de DCCI.

Apres 30min d’agitation a 0°C on introduit la diéthylamine. On laisse le mélange réactionnel

sous agitation a 0°C pour 1h00 a 1h30min et entre 48h a 72h a température ambiante.

On filtre le mélange réactionnel pour se débarrasser de la dicyclohexyl urée (DCU) formée

(produit intermédiaire) qu’est sous forme un solide blanc insoluble dans le milieu réactionnel.
On élimine le solvant du filtra par un évaporateur rotatif sous pression réduite.
On récupeére le produit sous forme d’huile, elle sera cristallisée dans le systeme THF/Hexane.

Les cristaux blancs du Boc-Ala-N(Et), sont séchés, pesés puis analysés (Figure 2.6).

CHs o H o

| I .
HyC——C——0——C——NH——C——C——N

| o

CHs CHs 2s

Figure 2. 6: Formule développer du Boc-Ala-N(Et)..
Caractérisation :

e Boc-Ala-OH: MM =189.2g/mol*!

Tr=92,3°C

e Boc-Ala-N(Me), :MM =216,21g /mol™
T=162,4°C
PS: : la quantité de Boc-Ala-N(Me), de la 1°" manipulation été insuffisante pour faire la

CCM et on a refait la manipulation une 2¢™¢ fois mais le ballon a explosé .

e Boc-Ala-N(Et); :MM=244,34g/mol*

T:=198 °C




2.5.3 Synthése de Boc-Leu-N(Me), :
Dans un ballon de 100ml on introduit 1mol de Boc-Leu-OH qu’on fait dissoudre dans le
THF, on maintient le mélange sous agitation a 0°C jusqu'a la dissolution totale. On ajoute 1mol

de DCCI.

Apres 30min d’agitation a 0°C on introduit la diméthylamine. On laisse le mélange réactionnel

sous agitation a 0°C pour 1h00 a 1h30min et entre 48h a 72h a température ambiante.

On filtre le mélange réactionnel pour se débarrasser de la dicyclohexyl urée (DCU) formée

(produit intermédiaire) qu’est sous forme un solide blanc insoluble dans le milieu réactionnel.
On élimine le solvant du filtra par un évaporateur rotatif sous pression réduite.
On récupeére le produit sous forme d’huile, elle sera cristallisée dans le systeme THF/Hexane.

Les cristaux blancs du Boc-Leu-N(Me), sont séchés, pesés puis analysés (Figure 2.7).

CHax o) H o)
| I | e
H3C C (@) C NH C C N
| | cH,
CHgs CH;
HC_CH3

Figure 2. 7: Formule développer du Boc-Leu-N(Me)..

2.5.4 Synthése de Boc-Leu-N(Et),

Dans un ballon de 100ml on introduit 1mol de Boc-leu-OH qu’on fait dissoudre dans le
THF, on maintient le mélange sous agitation a 0°C jusqu'a la dissolution totale. On ajoute 1mol

de DCCI.

Apres 30min d’agitation a 0°C on introduit la diéthylamine. On laisse le mélange réactionnel

sous agitation a 0°C pour 1h00 a 1h30min et entre 48h a 72h a température ambiante.

On filtre le mélange réactionnel pour se débarrasser de la dicyclohexyl urée (DCU) formée

(produit intermédiaire) qu’est sous forme un solide blanc insoluble dans le milieu réactionnel.

On élimine le solvant du filtra par un évaporateur rotatif sous pression réduite.




On récupere le produit sous forme d’huile, elle sera cristallisée dans le systéme THF/Hexane.

Les cristaux blancs du Boc-Leu-N(Et), sont séchés, pesés puis analysés (Figure 2.8).

CHs o H O
| | .
H;C——C——O0——C——NH——C——C——N
C,H
CHj C|ZH2 zs
HC——CHs
CHs

Figure 2. 8: Formule développer du Boc-Leu-N(Et)..
Caractérisation :

® Boc-leu-OH : MM= 231,29 g/mol™*
T+=96,4 °C

e Boc-leu-N(Me),: MM=258,29 g/mol*
T=181°C

e Boc-leu-N(Et); : MM=286,42g/mol?
T+=186,6 °C

2.6 Méthodes utilisées et techniques d’identification :

2.6.1 Chromatographie sur couche mince :

La chromatographie d'adsorption est une technique de séparation de composés basée
sur la différence d'affinité existant entre ces composés, la phase mobile, qui entraine les
composés, et la phase stationnaire. En effet, selon la plus ou moins grande affinité entre les
solutés et la phase stationnaire ou mobile, les constituants du mélange migrent a des vitesses

différentes et sont ainsi séparés.

La chromatographie sur couche mince (CCM) (Figure 2.9) repose principalement sur des

phénoménes d’adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui




progresse le long d’une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille

semi-rigide de matiéere plastique ou d’aluminium.
a) La phase stationnaire :

La phase stationnaire est une fine couche de gel de silice, poudre blanche déposée sur un

support plastique (PETE), métallique (Al) ou encore en verre.
b) La phase mobile :

Il s’agit d’un solvant qui migre sur la plaque de silice. Un solvant qui se déplace est appelé

en chromatographie un éluant.
Des nombreux éluants peuvent étre utilisés, selon la polarité souhaitée :

e Solvants apolaires : hexane, éther de pétrole...

e Solvants polaires : éther, éthanol...

Le choix de I'éluant est le point crucial pour réussir une bonne séparation en CCM. |l dépend
de la polarité des constituants que I'on a a séparer. Lors de la mise au point, on essaie

couramment divers éluant, purs ou en mélange.

Principe :

Lorsque la plaque sur laquelle on a déposé I'échantillon est placée dans la cuve, I'éluant
monte a travers la phase stationnaire, essentiellement par capillarité. En outre, chaque
composant de I'échantillon se déplace a sa propre vitesse derriére le front du solvant. Cette
vitesse dépend d’une part, des forces électrostatiques retenant le composant sur la plague
stationnaire et, d’autre part, de sa solubilité dans la phase mobile. Les composés se déplacent
donc alternativement de la phase stationnaire a la phase mobile, I'action de rétention de Ia
phase stationnaire étant principalement controlée par des phénomeénes d’adsorption.
Généralement, en chromatographie sur couche mince, les substances de faible polarité

migrent plus rapidement que les composants polaires.




Figure 2. 9: Chromatographie sur couche mince.

2.6.2 Mesure du point de fusion :

Le point de fusion est la température a laquelle un élément passe de |'état solide a I'état
liqguide. Le point de fusion est mesuré sous pression atmosphérique normale car il y a une
coexistence entre état solide et liquide. La température de fusion est une caractéristique de la

matiére.

Elle peut ainsi aider a identifier une substance et a contrdler sa pureté de vérifier la pureté
d'une substance : toute impureté fera varier le point de fusion de la substance testée. La
température de fusion des produits cristallisé a été mesurée par un appareil Scientific Melting

Point ApparatusSMP3 (Figure 2.10).

Figure 2. 10: Fusiométre.

40

——
| —



2.6.3 La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier :

La spectroscopie infrarouge est une technique d'analyse rapide qui permet d'identifier
rapidement les caractéristiques chimiques des molécules présentes dans la substance
analysée (solide, liquide ou, moins fréquemment, gaz). Cette technique est basée sur
I'absorption d'un rayonnement électromagnétique infrarouge de 1 a 50 um (micrometre) par
I'échantillon (figure 2.11). Cette bande spectrale est divisée en proche infrarouge (1-2,5 pum)
et moyen infrarouge (2,5-50 um). L'infrarouge moyen est utilisé pour identifier les molécules

organiques et peut stocker une sorte d'empreinte digitale.

Au laboratoire, nous utilisons un spectrométre infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)
permettant de réaliser des examens en quelques secondes en utilisant le mode classique en

absorbance ou transmittance.

Les produits obtenus ont été caractérisés par spectroscopie infrarouge a transformée de

Fourier (IRTF) a I'aide d’un appareil de marque SCHEMADZU (FTIR-8900).

Les échantillons ont été introduits sous forme de pastille en broyant 3mg de produit dans 20

mg de bromure de potassium (KBr).

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

gt u

Figure 2. 11: Appareil infra rouge.




CHAPITRE 3 :
RESULTATS ET DISCUSSIONS.




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

activant.

Notre choix s’est porté sur la synthése d'acides aminés de type Boc-Xaa-N(Me), et Boc-

Xaa-N(Et), pour qu'ils soient préts pour une synthése des peptides.
Les acides aminés choisis sont :

e L'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 utilisée par le corps pour la

construction musculaire et la production d'énergie.

Nous avons opté pour la méthode des carbodiimides en utilisant le DCCI comme agent de

couplage.

Le projet initialement congu est représenté dans la (Schéma 3.1).

H,C 0 R
HC—C—0—l '
3~ ~C—N—C—C—0H T N—C—N
H.C H H ||
0
BOC-Xaa-OH THF
0°C
5 min
H,C
i IT NH(CHs), H.C—C—0—C H g c—0—C H
—C—0—C—N—C—C—0 —C— :
Hac—C¢—0—C—N—C—C=0 = Sl [l |1l [l
| I H H \ H,C 0 R O N
H,C 0 N
/ \
H.c  CHa

NH(C,H5),
BOC-Xaa-NH(CH,),

H,C i
FITTN
—————— 0
BT 0 o o T— BOC-Xaa-NH(C,Hs),
H,C 0 .

Schéma 3. 4: Schéma général pour la synthése des acides aminés.




__¢H. - BOC-AlaOH
- g _g!xcm © BOC-Leu-OH
%
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3.1 Réaction de synthése du BOC-Ala-N(Me):

Nous avons premierement procédé a la synthése du Boc-Ala-N(Me). sous forme de
cristaux blancs en faisant réagir le Boc-Ala-OH produit commercial, avec diméthylamine
(NH(Me)2) dans le THF a 0°C en présence du la DCCI, comme agent de couplage. Apres filtration
du sel formé et élimination du solvant, le Boc-Ala-N(Me); obtenu sous forme d’huile est
cristallisé dans le systeme THF/Hx pour purification avec un rendement de 44,86% en produit

pur et d’un point de fusion de 162,4°C.

Le schéma 3.2 schématise la réaction de synthése du Boc-Ala-N (Me)s.

) M H‘JC O 3
H3C_C\;’]/C\]\‘]/C\ /UH NH(Me)z ,DCCl "\ || | /CH3
/ W H C > H:C_C\‘A /C\ /C\ /N\
H3C || v / U H H C CH,
0 THF  0°C He 4 ;
0
BOC-Ala-OH BOC-Ala-N(CHy),

Schéma 3. 5: Réaction de synthése de Boc-Ala-N (Me)..

Le mécanisme proposé pour la synthese du Boc-Ala-N(Me), est représenté dans le schéma
3.3.

e Explication du mécanisme :

Premierement le doublet d’'oxygene de OH d’acide carboxylique de I'acide aminé (Boc-Ala-
OH) se condenser avec le carbone du carbodiimide. Apres la prototropie, on forme

I'intermédiaire O-acyluréé. Ensuit le doublet libre de I'amine secondaire (HN(Me),) se




condensé sur le Cde I'O-acylurée. Apres la prototropie , le doublet de OH se rabat sur la liaison,
en déplacant le groupe partant. Apres déprotonation, on forme le produit Boc-Ala-N(Me); et

le produit secondaire DCU.

Prototropie
0 H O .
the [ | y
HEC—/c—o—c—M—c—c—”&

H | | |
H,C HC N c—w@
H,C \ INH

CHN

0
Il

H s H,C CH,
W b s
S — <:>7N_C_N<<:> +  HL—C—0—C—N—C—C—N_
H H H CH,
HC H

DCU

0 H O
Il [l

BOC-Ala-N(Me),

Schéma 3. 6: Mécanisme proposé pour la synthése du BOC-Ala-N(Me)s,.

3.1.1 Caractérisation du Boc-Ala-OH par FTIR :

Le spectre FTIR du Boc-Ala-OH est préparé sous forme de pastille en KBr (figure 3 .1),
présente une bande a 1689 cm-! caractéristique des vibrations d’élongation C=0 fonction

acide.
La bande a 1739,67 cm-! représente les vibrations d’élongation de C=0 uréthane.

La bande a 2989,46 cm-! est relative aux vibrations d’élongation des CH des méthyles

méthyléne.
La bande a 3382,91 cm-! est relative aux vibrations d’élongation NH.

La bande large de 2900-3300 cm™ est relative aux vibrations d’élongation OH acide.




3.1.2 Caractérisation du Boc-Ala-N(Me), par FTIR :

En comparant le spectre FTIR du Boc-Ala-OH (Figure 3.1) et |le spectre FTIR du Boc-Ala-
N(Me), (Figure 3.2) on remarque nettement la disparition de la bande large entre 2900-3300

cmrelative aux vibrations d’élongation du groupement hydroxyle (OH) de la fonction acide.

Le spectre FTIR du Boc-Ala-N(Me), est préparé sous forme pastille avec KBr (figure 3.2),
présente une bande a 1627,81 cm™ caractéristiques des vibrations d’élongation C=0 de type

amide.

La bande a 3321,19 cm™ est relative aux vibrations d’élongation NH uréthane et N amide, celle

de 1577,66 cm™ est attribuée aux vibrations de déformations angulaires CNH uréthanes.
Les bandes enregistrées a 1245 cm™, 1307 cm™ sont relatives aux vibrations d’élongation
C-N et C-O uréthane.

La bande intense a 1712 cmcorrespondent aux vibrations d'élongation de C=0 uréthane.

La bande enregistrée a 2923 cm! relative aux vibrations d’élongation des CH des méthyles du

groupement Boc des groupes méthyles.

Les bandes a 1064 cm-1et 891 cm-1 peuvent étre attribuées aux vibrations d’élongation C-O

et C- C.

La bande intense a 644 cm-1correspondent aux vibrations déformation C-H.
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Figure 3. 1: Spectre FTIR du BOC-Ala-OH.
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3.2 Réaction de synthése du BOC-Ala-N(Et)::

Nous avons premierement procédé a la synthése du Boc-Ala-N(Et), (Schéma3.4) sous
forme de cristaux blancs en faisant réagir le Boc-Ala-OH produit commercial, avec
diéthylamine (NH(Et),) 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-N(Et), obtenu sous forme
d’huile est cristallisé dans le systéeme THF/Hx pour purification avec un rendement de 23,84%

en produit pur et d’'un point de fusion de 198°C.

HC 0 CH, i
S - BC 0 CH e
HE—C—0—C—N—C—C—0H L, DCC! e b oo Lo C —CH,
— e HL—C—0—C—N—C—C—
HC/ HoH £ A
4 0 THF, 0°C He I Y-,
BOC-Ala-OH ' ——

Schéma 3. 4 : Réaction de synthése de Boc-Ala-N(Et)..

Le mécanisme proposé pour la synthése du Boc-Ala-N(Et); est représenté dans le schéma 3.5.

e Explication du mécanisme :

Premiérement le doublet d’oxygene de OH d’acide carboxylique de I'acide aminé (Boc-Ala-
OH) se condenser avec le carbone du carbodiimide. Apres la prototropie, on forme
I'intermédiaire O-acyluréé. Ensuit le doublet libre de 'amine secondaire (HN(Et),) se condensé
sur le C de I'O-acylurée. Apres la prototropie, le doublet de OH se rabat sur la liaison, en
déplacant le groupe partant. Apres déprotonation, on forme le produit Boc-Ala--N(Et); et le

produit secondaire DCU.




N=C=N 0 H O
Hie T 00 @ ‘O ok 1=
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0 H O 2l T
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HQC—/C—O—C—N—C— —0 N

Prototropie

H,C .
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: H,C /N c—N
\ INH
CzH5 C;HgD
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-H* I AN I | I s
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S H,C 5

BOC-Ala-N(EY),

Schéma3.5 : Mécanisme proposé pour la synthése du BOC-Ala-N(Et)..

3.2.1 Caractérisation du Boc-Ala-N(Et), par FTIR :

En comparant le spectre FTIR du Boc-Ala-OH (Figure 3.1) et |le spectre FTIR du Boc-Ala-
N(Et), (Figure 3.3) on remarque aussi la disparition de la bande large entre 2900-3300 cm™

relative aux vibrations d’élongation du groupement hydroxyle (OH) de la fonction acide.

Le spectre FTIR du Boc-Ala-N(Et), est préparé sous forme de pastille en KBr (figure 3.3),
présente une bande a 1627,81 cm™ caractéristiques des vibrations d’élongation C=0 de type

amide.

La bande a 3328,91cm ! est relative aux vibrations d’élongation NH amide, celle de 1573,81

cm est attribuée aux vibrations de déformations angulaires CNH uréthanes.
Les épaulements entre 1699-1712 correspond au C=0 uréthane.

Les bandes enregistrées 3 1242,02 cm™, 1311,5 cm™ sont relatives aux vibrations d’élongation

C-N et C-O uréthanes.

La bande enregistrée a 2927,74 cm™ relative aux vibrations d’élongation des CH des méthyles

du groupement Boc et les groupes méthyles.




Les bandes a 1087,78 cm-1et 891cm-1 peuvent étre attribuées aux vibrations d’élongation C-

OetC-C

La bande intense a 644,18 cm-1correspondent aux vibrations déformation C-H.
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Figure 3. 3: Spectre FTIR du BOC-Ala-N(Et)..
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3.3 Résultats des méthodes utilisées et techniques d’identification

de Boc-Ala-OH et ses produits :

Tableau 3. 1: Le rendement des synthéses et les masses molaires des produits.

Produit Masse molaire (g/mol) Rendement (%)
Boc-Ala-OH 189,21 /
Boc-Ala-N(Me); 216,21 44,86
Boc-Ala-N(Et), 244,34 23,84

Tableau 3. 2: Résultats de la température de fusion (T¢).

Produit T: °C
Boc-Ala-OH 92,3

Boc-Ala-N(Me): 162,4
Boc-Ala-N(Et); 198

Tableau 3. 3: Résultats du Rapport frontal (R¢) des produits.

Rsdans le mélange

Rf dans le mélange

Produit (AcoEt / Hexane 50%/50%) | (iPrOH/ Hexane 70%/30% )
Boc-Ala-OH 0,75 0,76
Boc-Ala-N(Me), / /
Boc-Ala-N(Et)2 / 0,77




3.4 Réaction de synthése du BOC-Leu-N(Me)::

Nous avons premierement procédé a la synthese du Boc-Leu-N(Me), sous forme de
cristaux blancs en faisant réagir le Boc-Leu-OH produit commercial, avec diméthylamine
(NH(Me)2) 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-Leu-N(Me), obtenu sous forme d’huile est
cristallisé dans le systéme THF/Hx avec un rendement de 55,44% en produit pur et d’un point

de fusion de 181°C.

Le schéma 3.6, ci-dessous, schématise la réaction de synthése du Boc-Leu-N(Me),.

S
H,C—C—CH, i
! H,C—C—CH
H,C p HC |
g I | DCCI , NH(Me), H.C g HC
HE—0—F—C—fi—0—C—0—+ \ ) ‘ CcH
H H . e B b oo b i
THF , 0°C H,C—C—0—C—N—C—C—N
s . / H H Il cH
H,C !
BOC-Leu-OH
BOC-Leu-N(Me),

Schéma3.6 : Réaction de synthése de Boc-Leu-N(Me),.

Le mécanisme proposé pour la synthése du Boc-Leu-N(Me); est représenté dans le schéma
3.7.

e Explication du mécanise :

Premiérement le doublet d’'oxygéne de OH d’acide carboxylique de l'acide aminé
(Boc-Leu-OH) se condenser avec le carbone du carbodiimide. Aprés la prototropie, on forme
I'intermédiaire O-acyluréé. Ensuit le doublet libre de I'amine secondaire (HN(Me);) se
condensé sur le Cde I'O-acylurée. Apres la prototropie, le doublet de OH se rabat sur la liaison,
en déplacant le groupe partant. Apres déprotonation, on forme le produit Boc--leu-N(Me); et

le produit secondaire DCU.
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Schéma 3.7: Mécanisme proposé pour la synthése du BOC-Leu-N(Me)..

3.4.1 Caractérisation du Boc-Leu-OH par FTIR :

Le spectre FTIR du Boc-Leu-OH est préparé sous forme de pastille en KBr (Figure 3.4)
présente une bande a 1674 cm-! caractéristique des vibrations d’élongation C=0 fonction

acide.
La bande a 1716,53cm-! représente les vibrations d’élongation de C=0 uréthane.

La bande a 2966,31 cm-! est relative aux vibrations d’élongation des CH des méthyles

méthyléne.
La bande a 3336,62cm-! est relative aux vibrations d’élongation NH.

La bande large de 2900-3100 cm™ relative aux vibrations d’élongation de OH acide.




3.4.2 Caractérisation du Boc-Leu-N(Me), par FTIR :

En comparant le spectre FTIR du Boc-Leu-OH (Figure 3.4) et le spectre FTIR du Boc-Leu-
N(Me); (Figure 3.5) on remarque nettement la disparition de la bande large entre 2900-3100

cmrelative aux vibrations d’élongation du groupement hydroxyle (OH) de la fonction acide.

Le spectre FTIR du BOC-Leu-N(Me); est préparé sous forme pastille avec KBr (Figure
3.5), présente une bande intense a 1627,81cm™ relative aux vibrations d’élongation C=0

amide.

Les bandes intenses a 3178,47 cm™ et 3328,91 cm™ correspondent aux vibrations d’élongation

de CNH.

Les bandes a 1242 cm™ et 1272 cm™ sont attribuées aux vibrations d’élongation C-N et C-O

uréthane.
La bande intense a 1770 cm-1 correspondent aux vibrations d’élongation C=0 uréthane.

La bande a 2939 cm-1 et 3035 correspondent aux vibrations d’élongation asymétriques de C-
H des groupes méthyles du groupement Boc et les groupes méthyles du R d’acide aminé

Leucine.

La bande intense a 2923 cm-1 attribuée aux vibrations d'élongation C-H de (CH2 alcane). La

bonde intense a 644,18 cm-1correspondent aux vibrations déformation C-H.
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3.5 Réaction de synthése du BOC-Leu-N(Et)::

Nous avons premiérement procédé a la synthése du Boc-Leu-N(Et), sous forme de
cristaux blancs en faisant réagir le Boc-Leu-OH produit commercial, avec diéthylamine
(NH(ET);) dans le THF a 0°C en présence de la DCCI, comme agent de couplage. Apreés filtration
du sel formé et élimination du solvant, le Boc-Leu-N(Et), obtenu sous forme d’huile est
cristallisé dans le systéme THF/Hx avec un rendement de 25,81% en produit pur et d’un point

de fusion de 186,6°C.

Le schéma 3.8, ci-dessous, schématise la réaction de synthése du Boc-Leu-N(Et),.

H,C—C—CH H
' é H,C—C—CH,
H.C 0 2 |
g I | DCCI |, NH(EY), HC o HC H,
H;C—/C—O—C—M—C—ICl:—O—*' "\ I k L —Chy
H H THF , 0°C H,c—C—0—C—N—C—C—N

e 0 / H OH Il C—CH,
H,C 0 H ’

BOC-Leu-OH
BOC-Leu-N(Et),

Schéma 3.8: Réaction de synthése de Boc-Leu-N(Et)..

Le mécanisme proposé pour la synthése du Boc-Leu-N(Et); est représenté dans le schéma 3.9.

e Explication du mécanisme :

Premiérement le doublet d’oxygene de OH d’acide carboxylique de I'acide aminé (Boc-
Leu-OH) se condenser avec le carbone du carbodiimide. Aprés la prototropie, on forme
I'intermédiaire O-acyluréé. Ensuit le doublet libre de 'amine secondaire (HN(Et);) se condensé
sur le C de I'O-acylurée. Aprés la prototropie , le doublet de OH se rabat sur la liaison, en
déplacant le groupe partant. Aprés déprotonation, on forme le produit Boc-Leu-N(Et); et le

produit secondaire DCU.
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Schéma3.9 : Mécanisme proposé pour la synthése du BOC-Leu-N(Et),.

3.5.1 Caractérisation du Boc-Leu-N(Et), par FTIR :

En comparant le spectre FTIR du Boc-Leu-OH (Figure 3.4) et le spectre FTIR du Boc-
Leu-N(Et), (Figure 3.6) on remarque aussi la disparition de la bande large entre 2900-3100 cm-

relative aux vibrations d’élongation de OH acide.

Le spectre FTIR du BOC-Leu-N(Me); est préparé sous forme pastille avec KBr
(figure3.6) présente une bande intense a 1627cm™ relative aux vibrations d’élongation C=0

amide.

Le bande intense 3326 cm™ correspondent aux vibrations d’élongation de CNH.

Les bandes a 1577,66 et 1245 cm™ sont attribuées aux vibrations d’élongation C-N.

La bande intense 31677 cm™ correspondent aux vibrations d’élongation C=0 uréthane.

La bande a 2927cm et 3035 cm™ correspondent aux vibrations d’élongation asymétriques de
C-H des groupes méthyles du groupement Boc et les groupes méthyles du R d’acide aminé

Leucine.




La bande intense a 2923 cm-1 attribuée aux vibrations d'élongation C-H de (CH», CHs alcane).

La bande intense a 648 cm-1correspondent aux vibrations déformation C-H.
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Figure 3. 6 : Spectre FTIR du Boc-Leu-N(Et),.




3.6 Résultats des méthodes utilisées et technique d’identification de

Boc-Leu-OH et ses produits :

Tableau 3. 4: Les rendements des synthéeses et les masses molaires des produits.

Produits Masse molaire (g/mol) Rendement (%)
Boc-Leu-OH 231,29 /
Boc-Leu-N(Me); 258,29 55,44
Boc-leu-N(Et), 286,42 25,81

Tableau 3. 5: Résultats de la température de fusion (T;).

Produits Température de fusion (T+ °C)
Boc-Leu-OH 96,4
Boc-Leu-N(Me) 2 181
Boc-Leu-N(Et) 186,6

Tableau 3. 6: Résultats du Rapport frontal ( R¢ ) des produits.

Rfdans le mélange

Rf dans le mélange

Produits
(AcoEt /Hexane 50% /50%) | (iPrOH/Hexane 70%/30%)
Boc-Leu-OH 0,81 0,80
Boc-Leu-N(Me)> / 0,88
Boc-Leu-N(Et)2 / 0,74




Conclusion

A l'issue de ce travail, nous avons réalisé la synthése dans le but de protéger la
fonction acide de I'acide aminé (Alanine ou Leucine) qui sont deux acides aminés chiraux et
commercialement protégés par le groupement Boc (groupement protecteur de la fonction

amine) et I'activation de I'acide aminé sera par un agent de couplage.

En premier lieu nous avons réalisé l'activation de I'acide aminé « Boc-Ala-OH »
activé 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 que nous avons utilisé le groupement protecteur
NH(Me),. Les produits obtenus sous forme d’huile ont été cristallisé dans THF/HEX en fin les
cristaux obtenues ont un aspect solide blanc bien cristallisé avec un rendement de 44,86% et

la structure finale de Boc-Ala-N(Me),, nous I'avons confirmée par I'analyse FTIR.

En deuxieme lieu, nous avons suivi le protocole précédent nous avons juste
changé le dérivé aminé par NH(Et); en suivant les mémes étapes de travail jusqu’a 'obtention
du produit finale qui est Boc-Ala-N(Et), sous forme des cristaux blancs avec un rendement de

23,84% se spectre de FTIR ont révélé une parfaite cohérence avec sa structure.

En troisieme lieu, nous avons suivi le méme protocole que la premiére
expérience on a changé juste I'acide aminé par le Boc-Leu-OH afin de bien atteindre le produit
final avec un aspect physique solide blanc cristallisé Boc-Leu-N(Me), avec un rendement de

55,44%, la structure de notre produit a été confirmé par I'examen de spectre FTIR.

En quatrieme lieu, nous avons suivi le méme protocole que la deuxieme
expérience on a changé juste acide aminé par le Boc-Leu-OH afin de bien atteindre le produit
final avec un aspect physique solide blanc cristallisé Boc-Leu-N(Et), avec un rendement de

25,81%, 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 protégée.
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Appendices :

Bandes d’absorption des différents produits en FTIR :

Boc- AIa OH:
|Peak
1 |574,75
2 63647
3 ‘?7‘!36"04”
4 833,19
5 867,91
6 1101834
7 |1068,49
8 11164,92
9 123436
10 11296,08
i }137322__
12 |1454,23
13 115198
14 11689,53
15 1739,67
(16 2025,12
17 (217941
18 (253815
15 1263844
20 127233
21 12761,87
22 12939,31
23 [2989.46
24 13382,91

‘Inhnsity Corr. Inte Base (Hl&

se (L) |Area

‘Corr. Are

0 578756

'0,158156

0 486706 '0,064501
0 514879 0 071714
0, 572729 0, 065297
0 618774 0 09914

'0,632938 0 117988

' 0664652 '0,152684

'0,720475 O 159051
0 720807 0 12574

0 662683 10,124951
0 664626 O 101112
0, 702884 O 172307

10,753105 0,233113

0,741914 0 053224

10,721824 0,046094

0,370874 0,006485
0,347546 0,003815
0424872 0.003047
10,454624 0,015966
0,455964 10,0012

0, ,468564 0,006501
10,571802 0,006513

'0 604748 0,051945
0, 60021 0 210117

617,18 486,03
686,61 621,04
76762 690,47
844,76 806,19

960,48 84862

.64 16809 111,27010
27 15652 '1,278323
131 57102 1 ,38487
"119,78331 '1,240586
157,85677 13,085681
37 72553 2325329

1037,63 96434

‘105306 2258236 2967984
'109549 7010155 19,451079

'1091,63

1207,36
1272,93

14118

1211.21

 41,07442

4579101

'1323,08 (1276,79 2768672 '2,917994

135779 3290298 286837

'1431,08

1477.37

2863664

1604,66 1481.23 75 17436

1701,1 1608

[1608,52

5561920

1978,83

| 1724.24

12079.12
215241

2217,99
2542

'2661,58

2727,16

12009,69

12476,43

12588,29
12665,44

1273102

2781, 1,16
2947,03

12785,02

125,1191
25,35064
2267504
126.43365
3246290
27,63193

'23.28345

'84,18907

3294,19

'2950.89

351406 13298.05

177.0480

196.79510

4 144657
'12,87453
12,025317
0,802816
10,301248
'0,154078
10,168271
10489626
10,029025
0.193088
'0,659389
5.399535

114,71608




Boc-Ala-N(Me); .

[ ‘Puk Intensity Corr. lnta ‘Base (H) Base(L) TArea  [Corr. An
'1 1455 17 07394 0,1584 47446 43203 (28,4626 36935
2 52846 08077 01 54003 50531 251229 ,1 7679
' 15786 0966 00544 58632 54389 (36,5177 11,0783
’4 164418 14528 05492 721,33 590,18 (148,793 31,2498
5 7329 08793 00671 771.47 72518 364718 17082
'6 |798,47 08713 02237 817,76 77533 32,4191 14,9629
7 840,91 09491 0222 85248 82162 (250458 36798
8 (891,056 10371 02949 92577 87948 37,8918 50015
9 9682 08382 01176 97977 95277 21,093 18914
10 1006.77 11,1325 02443 10222 98363 37,3645 4,6422
11 |[1064,63 13553 0,1549 108006 102992 60,6777 3.9355
12 1111864 j1,_1254 00487 112635 1107.06 21,2539 06481
113 [1164,92 1,56 0.38 119964 113021 964407 14,8726
14 [122664 1,55 00469 12305 12035 382177 09673
15 |124593 1,5777 00494 12575 123821 (30,0764 0,6009
16 (1307,65 1,5068 0,1889 133079 128836 60,9137 4,9963
17 [1369,37 1,2954 0,0956  1377.08 135394 286528 1,1954
18 |1400,22 1,4099 0,2245 141565 138094 454227 4,1679
19 [1450,37 14599 02755 147351 141951 72355 88125
20 [1531,37 1,7693 0,2855 155066 147737 109,7912 86855
21 |1577,66 1,7083 01424 159695 155452 69,9936 34293
22 [1627,81 17683 0,1192 1643.24 160081 71,2877 25321
23 (168567 16363 01038 169724 16741 36,072 13417
24 1171267 1,6341 0,771 185925 17011  174,1476 2,9949
25 (19904 07702 00096 203283 197497 44,1377 02196
26 |205598 07566 0,0046 2082,98 2036,69 34,9048 0,1097
27 1210998 07566 00021 211769 2086.84 23,2317 00283
28 216398 07617 00009  2167.84 213312 26,3614 0,0257
29 (218713 07663 00063 220641 21717 26,5051 0,1213
30 [224113 07803 00079 22527 221027 (32,7275 0,1822
'31 (22797 07886 0,0086 229899 225656 33,2825 0,2015
32 |233371 08068 0004 233756 230285 27,618 0,1143
33 |2364,57 08328 00299 241471 234142 59,6034 08714
34 (244171 08028 00014 244557 241857 21,6031 0,0294
35 [2491,86 08187 00051 250343 244943 (43,8204 0,1417
36 |2534,29 08291 00041 254586 250729 31,7976 0,0904
37 (259986 08814 0019 261529 254972 (56,0957 0.4644
38 266544 09749 00658 268087 2619,15 |56,7365 14419
139 [2792,73 11096 00408 280431 2734,87 69,7465 0,9212
40 [2850,59 16487 03529 287374 2808,16 (89,398  8,1395
41 |292388 17035 02962 296631 2877.6 |140,9474 16,0884




Boc-Ala-N(Et);:

Intensity Corr. Inte Base (H) [Base (L) Area  [Corr. Are
1 4166 05703 01317 43588 (397,31 19386 2,416

2 536,17 05628 00488 5516 474,46 37,5304 o819
3 64418 (13132 07671 717,47 155546  138,3809 |50,1306
4 |72004 05675 00278 77919 721,33 294528 0,8609
5 189105 (06929 02698 918,05 |a71 .76 255404 59127
6 19682 !o 5197 0,02 97591 (92963 22,0718 |0,3287
7 10492 09728 0,433 106463 979,77 604246 (2,711
8 [1087,78 [1,1451 03016 1110,92 |1068.49 41,9618 16,1739
9 (118421 [0,9985 0,1376 _1199_93 113792 56,5968 6,0045
10 |1242,07 [1,3585 0,401 126136 12035 64,8305 |10,5691
11 [1311,5 [1,2095 04745 1377,08 |1292.22 76,7707 10,3702
12 [140022 [0,7516 00221 1407,94 138094 19,7773 0,3648 |
13 |14388 11544 03807 146966 14118 54,8244 10,0572
14 (153523 | 715637 0191 15468 (147351 84,4146 |3,7317
15 157381 [2,0032 05279 1600,81 155066 92,2497 13,7568
16 162781 126637 1.1429 175896 |1604,66 2004552 28,8332
17 11944,11 (04654 00049 1971,11 1928 11192868 196273 01099
18 |1998,12 (04675 00075 202512 |1974.97 23,2605 10,1931
19 207526 |04709 00007 207912 202897 23,4105 (0,076
20 (212155 104843 00025 212927 7 208298 22,1098 0,049
21 12271~99~o 5291 00086 2287,42 221027 39983 04917
22 236457 (058 00405 239157 226 1229128 5554 19119
23 [2522,72 05937 00091 253815 242628 63,9974 (04387
24 250601 [06388 00163 261144 2542 42,7146 04168
25 266544 (07402 00663 268473 261529 47,33 1542
26 [2707,87 [07034 00109 272716 268858 269622 0,2554
27 279273 (08883 00234 280045 273102 54,0617 10,5222
28 285059 [1,7919 07196 2869,88 280431 81,9624 16,119
29 292774 21373 11484 300875 287374 190,0461 60,4974
30 303575 109137 0138 308975 30126 64,1131 14,8922
31 312447 (08796 00819 314761 1309361 44704 (21627
32 318233 [08597 00166 320161 |3151.47 427103 |0,4835
33 332505 |19157 11201 360664 |3205.47 403,5501 /98,0161
34 37455 106619 00399 378408 369921 54,3514 [14905
35 382265 |06433 00072 383036 [3787,93 26,8108 |0,2052
36 38998 (06368 00117 393837 |3880,51 36,3095 |0,2301

'Poak




e Boc-Leu-OH :

'Peak Intanslty Corr. Inte Base (H) Base (L) Area |Comr. Are
1 52074 26532 00949 52846 408,88  256,6653 10,4801
2 /54389 (26826 00838 570,89 53232 101,5033 12,1808 B
3 594,03 |26638 0.1551 617,18 574,75 109,572 |3,1245

4 63647 [2,5575 0,1892 71361 621,04  200,2241 10,7513
5 172904 [1,9328 04642 74833 717,47 53,162 |8,1471

~]790,76 [2,1801 08121 810,05 77533 62,8776 15,3864

5
6 — - ——- -
7 82548 |[1,4897 0,048 837,05 8139 336594 [1529
8

9

856,34 |1,816 02728 867,91 84091 44,5708 |4,3816

88334 |2,0822 02631 89491 87176 45572 (37041
10 921,91 24573 06413 991,34 898,77  189,7479 24,733
11 102992 [2,3404 00832 103377 9952 758789 1,199
12 104535 [2,6246 04411 1080,06 1033,77 103,7058 |8,7432

13~ 113021 [2,3053 01481 113792 1083,92 108,1968 |2,8068
14 118035 (33575 09432 120736 114178 186,4987 |30,2003
5 124979 (39316 14155 131536 121121 3158479 |54,7804
16 136551 (32474 08546 1380,94 1350,08 89,0181 15,5093
7 144651 (26806 01967 145423 14118 98,418 |2,9006
14658 (26173 0,1913 14928 145808 84,1415 47187

3,3221

09447 156609 1496,66 186,7442 28,2888
120 1596,95 (28486 02339 162395 1569,95 _1478864 16,6005
21 16741 38768 09539 170496 1627,81 255,1071 34,7432
(22 171653 [3,3326 03041 1762,82 1708,81 153,9959 50749
123 11801,39 [23827 10,0465 19364  1789,82 308,319 |2,2847
24" 204826 [1,7508 00158 206369 200583 100,6431 0,7381

25 213312 [1885 00291 21447  2067.55 1399896 0,8657

26 218327 [1,8923 00057 219484 214855 87,3898 |0,2474
27 228742 [21068 00357 229899 21987 199,273 0,5617
28 236457 (2294 0028 237228 230285 152,5321 0,762

29 250343 [26596 00123 2507,29 237614 325118 11,3587

30 254972 [26999 00073 255358 2507.29 1123,8707 [0,1175
31 257286 (273 00439 259601 2557.43 104,3858 0,8149
32 27233 [26434 00547 273487 269244 110,3915 |1,2979

33 275416 (26362 00239 j277345 273873 90,9731 |0,2851
34 281973 |2,7369 00619 283516 279659 103,4146 |0,9773
35 286602 |30465 02177 288531 2839,02 134,9889 |4,9935
36 291617 (31133 01045 292774 2889,17 116,6745 [2,2137

37 2966,31 (33591 04813 :301646 29316 263,773 [22,4327
38 304346 |26795 0,145 310132 302032 206,0133 |4,0769
39 318233 (23743 00174 31939 314761 109,176 |0,3735
40 324019 |2,4495 00098 324405 3197,76 111,0241 |0,1245

41 333662 (35065 05099 335977 3247.9 328279 |17.4106




e Boc-Leu-N(Me); :

o NO AN -

Peak |Intensity 'Corr. Inte Base (H) [Base (L) VArea 'Corr. Are
53617 |0,5586 00675 (5516 47446 36,4412 14379
644,18 [1,2479 10,715 71361 555,46 '129 1935 45,1164
7329  [0,5592 00591 (77533 71747 29129  1,6987
894,91 06882 02649 91805 87562 23, 4717 | 5513
9682 |0,498 00316 979,77 93348 216709 06183
[1049,2 |0,8843 011757 106463 98363 51,4964 29932
1087,78 (1,024 03206 1107,06 106849 334413 60922
1116492 08401 00371 116878 1141,78 20,7021 |1,0474
1118421 [0,9278 '0,1075 119964 117264 238826 11733
{1242,07 [1,2876 04062 12575 12035 56,1083 10,0502
1127293 (0951 0,114 128836 126136 24,2925 1,6212
113115 [1,2039 04548 135779 129222 57,816 10,233
114388 (1,071 0366 146194 140408 48303 8,2748
153523 (14563 002066 15468 1477,37 734631 35624
\1577,66 [1,8593 04206 159695 155066 76,487 10,8892
1627,81 |2,2718 0937  1666,38 1604,66 104,4355 24,7449
177053 [0,5879 00248 181296 1762,82 27,4082 06602
199426 (04371 00086 202897 197883 21,6964 0,2041
1233371 [0,5286 00076 2337,56 228742 24,8625 10,1346
,”1.’2;?99,71 05567 00504 239157 234142 26,3706 1,1647
2488 [0,5076 00041 249572 242628 34,2215 0,0774
12592,15 05636 00207 261144 253815 39,675 0,5447
1266158 (06471 00697 2680,87 26423 236172 1,382
|2707,87 (05971 00121 273102 268473 27,4048 03147
12792,73 |0,7604 00265 280045 273487 43,5763 |0,6419
1285059 (1,606 06936 286988 280431 70,9994 14,8577
1292388 (18612 10118 300875 287374 1646905 55,1498
1303575 [0769 01432 308975 30126 52,4503 4,9161
1312447 (07175 00804 314375 309361 33,3575 2,0163
1317847 |06801 00202 320161 314761 36,3107 0,6181
1332891 (16766 10662 35372 320547 286,2289 88,6628
374165 [05242 0046 376479 37185 233358 1,1742
3826 51 (04908 00111 383422 378793 22,1594 0,3824



Boc-Leu-N(Et),:

NN AN~

::alﬂ

12
(13
14

Peak lnumny [Corr. Inte Base (H) Baso(l.) Area

648,04 | 0,6403
[1180,35 0,5705
1124593 0,747
13115 10,6659
14388 05727
11535,23 10,8701
[1577,66 12874
[1627,81 11,5978

167795 07052
10 |2850,59 09105 |
|2927,74 11,2276

13035, 75 03341 |
13328 91 1,0268 |

1343691 03061

10,3564
10,1692
10,2942
0,2557

10 0,1906

_Lq 143

08845

713,61
119964

1261,36
1330,79

1473 .51
15468
1600.281
1662,52
17011
286988
30126
3093.61
34292
354378

555,46

1419,51

1481,23

1550,66

160466

1666,38

280431
2873,74

3016,46

320547
3433,06

64 7681

|Corr. Are.

20,0277

33,9451
20871
25,9003

40,2811

51,9196
61,4461
22,5915
134,399
94,4353
22,9462

137,92 298759 62348
12035
1292,22

17,3505

50214 |
15,0275 |
22095
12,4871

20,8773

22824 |
98876
41,8707
14729

108,7615 43,8184



