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Abstract : The bromacetamido group, allowing the reversible anchoring of the first amino 
acid by an ester bound deriving from a glycolic amide, fits the conditions required by 
solid-phase synthesis on polyacrylic resins. Final clivage of the peptide from the support 
can be realised in smooth, quantitative and non racemizing conditions, allowing 
alternatively the isolation of a terminal acid, ester or amide function. Synthesis of the 
l-14 residue of human angiotensinogen illustrates this new methodology. 

Dans un travail precedent nous avons decrit un polymere acrylique statistique 

tridimensionnel 1 obtenu par copolymerisation de la N-acrylyl pyrrolidine, de l'ethylenebis _ 
acrylamide et du N-acrylyl p- alaninate de methyle ; nous avons ensuite etudie l'amidification 

par l'ethylenediamine en fonction du taux de fonctionnalisation en groupe ester et avons ainsi 

prepare des supports' fonctionnalises en NH2 avec des taux allant jusqu'a 3 meq/g. 

Nous avons maitenant etabli que ce copolymere est un excellent support pour la synthese 

peptidique en phase solide. Pour la resine polyacrylique de meme type d&rite par Sheppard', 

l'ancrage du premier acide amine s'effectue par l'intermediaire de differents maillons 

chloromethylphenyl acetamido ou propionamido3 ; les liaisons esters benzyliques formees 

presentent des stabilites variees vis a vis des reactifs acides ou nucleophiles4. Parmi les 

differentes r&sines de Sheppard actuellement commercialisees (Pepsyn) et ne differant entre 

elles que par la nature du maillon, le choix sera done fonction de la strategic (protection 

temporaire acido ou baso labile) et de la nature de la fonction terminale desiree (acide ou 

amide). 

En phase solide, la situation ideale est celle d'un squelette polymerique entierement 

solvate et de chaines peptidiques totalememt depliees et par suite fortement accessibles aux 

reactifs5'6. Ces conditions, qui justifient l'emploi des supports polyacryliques7, ne sont 

toutefois pas totalement remplies avec la presence d'un maillon aromatique hydrophobe. 

Nous avons done envisage d'utiliser un maillon hydrophile d'un type totalement nouveau, le 

maillon bromacetamido 2 _' qui devrait minimiser les interferences steriques et permettre 

d'ameliorer les conditions de couplage, en particulier dans les solvants polaires. 

Le premier acide amine est done fixe sur le support par l'intermediaire d'une liaison ester 
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derivant d'un amide glycolique 3. - Nous avons etabli que les proprietes de ce type de liaison 

sont entierement compatibles avec les imperatifs de la synthese peptidique. 

@-[_NH_(CH ) _&_NH_(CH ) -NH (BrCH2C0)20 
22 22 2 

- w(CH212-NH-!-CH2-Br 

1 2 - 

P R 
- ~ICH21-NH-C-CH2-0-C-hH-NH-Boc 

3 - 

Un echantillon du support acrylique' 

est place dans un rCacteur8 

1 reticule 1 6% et fonctionnalise en NH2 (0,52 meq/g), 

puis est lave successivement par CH2C12, TFA a 30 % dans 

CH2C12,CH2C12, DIPEA (diisopropylethylamine) a 10 % dans CH2C12, DMF, puis mis en suspension 

pendant 15min dans une solution d'anhydride bromoacetique (3 equivalents) dans le DMF anhydre 

(test de Kaiser negatif), puis lave avec DMF, CH2C12, ether puis s&he sous vide. Une partie 

aliquote de resine est hydrolysee pendant 1Omin par la soude 1N bouillante et le dosage selon 

Charpentier-Volhard des ions bromures lib&-es confirme que la r&action est quantitative. On 

agite ensuite 48h la resine avec le se1 de cesium d'un Boc(t-Butyloxycarbonyl)-acide amine 

(5 equivalents) en solution dans le DMF ; apt-es lavage par le DMF, traitement par TFA a 30 % 

dans CH2C12 pendant 30min, lavages par CH2C12, neutralisation par DIPEA a 10 % dans CH2C12, 

lavages par CH2C12 et l'ether, la @sine est sechee sous vide. Le dosage des fonctions amines 

liberees soit par la methode modifiee de Charpentier - Volhard', soit par celle de 

Sarin-Merrifield", montre que la substitution du brome par l'acide amine est quantitative. 

Trois echantillons de resine auxquels ont et@ fixes selon la methode ci-dessus, 

respectivement Boc-Gly, Boc-Phe et Boc-Val, ont eti! utilises pour tester la stabilite de la 

liaison ester vis a vis du TFA ; dans les conditions utilisees par Merrifield" (lmin dans le 

TFA bouillant) la liaison ester Boc-Val-OCH2-polystyrenelest clivee a 4,2 % alors qu'il y a en 

moyenne 0,03 % de perte en acide amine lorsqu'on utilise le maillon "Pam" 
11 , l'un des plus 

resistants de ceux employ& dans le groupe des @sines polystyreniques4. Avec le maillon 

bromacetamido nous avons observe une perte moyenne faible (0,15 X) qui souligne sa bonne 

stabilite dans des conditions acides drastiques. Dans les conditions habituelles de clivage du 

groupe protecteur temporaire Boc, Sheppard observe une perte moyenne de 1,4 % par cycle 

synthetique avec le maillon p-hydroxymethyl P - phenylpropionique lie 1 un support 

polyacrylique lors de l'action d'une solution de HCl 1N dans le dioxanne' pendant 30min ; nous 

observons dans le cas du maillon bromacetamido une perte moyenne de 0,6 % seulement par 

traitement avec une solution de TFA a 30 % dans CH2C12 pendant 30min. 

Nous avons ensuite control@ les qualites de ce maillon bromacetamido dans la synthese du 

peptide test de Dorman-Merrifield : Leu-Ala-Gly-Val ; le premier acide amine est fix@ par 

l'intermediaire de son se1 de cesium, les autres acides amines sont couples selon la methode 

des anhydrides symetriques (un seul couplage de 15min, 3 equivalents en Boc-anhydride dans 

CH2C12) ; un dosage quantitatif 
10 

des fonctions amines apt-es chaque couplage montre que 

l'incorporation de chaque acide amine a et@ totale. Le tetrapeptide N-protege peut ensuite @tre 

clive de son support selon trois methodes : 
a) par traitement 3h a temperature ambiante par 2 equivalents de soude 1N dans 
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iPrOH-H20(70/30), puis par AcOH jusqu'a pH 4, concentration et extraction par AcOEt, on isole 

le tetrapeptide N-8oc terminal qui est ensuite trait& par TFA a 30 % dans CH2C12 pendant 

30min ; apt-es lyophilisation on isole le tetrapeptide d;;E,des caracteristiques RMN, [CY] B, 

Rf, sont identiques a celles donnees dans la litterature . 
b) par traitement pendant 24h a temperature ambiante par NEt3 1 20 % dans CH30H sous N2, on 

obtient le N-Boc tetrapeptide sous forme d'ester methylique (CCM, silice Rf 0,41 eluant 

CHC13-MeOH 9/l). 

c) par traitement pendant 17h a temperature ambiante par CF3CH20H sature par NH3 on 

obtient le N-Boc tetrapeptide sous forme d'amide terminal (CCM, silice Rf 0,83 eluant 

BuOH-AcOH-H20 4/l/l). 

Dans tous les cas les spectres de RMN ’ H I 360 MHz, les analyses d'acides amines des 

peptides bruts et les analyses par HPLC sur colonne Waters Novapak C 18, indiquent pour les 

produits bruts une purete superieure 5 95 % sans que nous puissions deceler de racemisation ; 
le rendement, calcule par rapport a la teneur initiale en Br, est egal ou superieur a 98 %. Le 

maillon polyvalent bromacetamido permet done dans des conditions deuces, non racemisantes et de 

maniere pratiquement quantitative, d'obtenir au choix un acide, un ester ou un amide terminal. 

Nous avons egalement prepare sur le meme support avec son maillon bromacetamido, le residu 

l-14 de l'angiotensinogene humain de sequence : Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu- 

Val-Ile-His-Gly ; le 14eme 
.-15 

acide amine de ce peptide n'ayant pas encore et.6 identifie , nous 

l'avons par commodite remplace par la glycine. Les fonctions laterales ont ete respectivement 

protegees par les groupes benzyloxymethyle (Born) pour l'histidine 
16 , dichloro-2,6 benzyle pour 

la tyrosine, tosyle pour l'arginine ; nous avons enfin utilise "ester cyclohexylique de 
17 l'acide aspartique pour minimiser la transposition CY -paspartique . La Boc-Gly est introduite 

comme precedemment par l'intermediaire de son se1 de cesium, les autres Boc-acides amines par 

la methode des anhydrides symetriques : un seul couplage de 30min est en general suffisant sauf 

pour Boc-Arg(Tos) et Boc-Asp(Cyclohexy1) pour lesquels deux couplages de 60min chacun sont 

necessaires pour que le test de Kaiser devienne negatif. Les protections temporaires Boc sont 

clivees par traitement de la resine pendant 30min par une solution de TFA a 30 % dans CH2Cl2 

suivi par les lavages habituels. 

Afin de demontrer la bonne tenue de notre maillon pendant toute la synthese, nous avons 

clive du support le tetradecapeptide entierement protege afin d'examiner sa purete et d'evaluer 

le rendement de la synthese. Ainsi apt-es traitement de la @sine par 2 Equivalents d'une 

solution de NaOH 1N dans le melange iPrOH-H20 70/30, acidification jusqu'a pH 4 par HCl 1N et 

evaporation a set, on obtient une huile qui cristallise en presence d'ether. La masse du 

peptide obtenue (95 % de la masse totale) correspond a une conservation de 93 % des chaines 

peptidiques sur le support, soit 0,5 % de perte par cycle synthetique : valeur tout a fait 

conforme aux observations precedentes. Le produit brut, homogene en CCM (silice, Rf 0,73 eluant 

BuOH-AcOH-H20 12/3/5), a pour analyse Arg 1,22 ; His 3,00 ; Phe 1,07 ; Tyr 0,90 ; Leu 1,16 ; 
Ile 1,90 ; Val 1,96 ; Gly 1,06 ; Pro 1,07 ; Asp 0,87. Son spectre de RMN est reproduit dans la 

figure suivante. 

Une etude est en tours pour evaluer la stabilite de la liaison ester creee par le maillon 

bromacetamido, dans les conditions d'utilisation d'acides amines proteges par le groupement 

baso-labile Fmoc (fluoromethyloxycarbonyle). 
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(b) (a) 

(d) 

(f) 
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Spectre de RMN ('H) 1 360 MHz du tetradecapeptide entierement protege (solvant : DMSO d6) : 

(a) iPr de Val et Leu, (b) 8oc et CH2 de Leu, (c) CH3 de tosyle, (d) DMSO, (e) CH2 de Gly, If) 

CH2 de Born, (g) CH2 de di-Cl-bz, (h) CH2 de Born. 
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