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CONTROLE ANALYTINUE NON DESTRUCTIF DES REACTIONS SUPPORTEES PAR SPECTROMETRIE DE MASSE.
I. DEPROTECTION DE BOC-AMINOACIDES EN SYNTHESE PEPTIDIQUE SUR SUPPORT POLYACRYLIQUE.
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Abstract : MBSA-FAB ionization method and mass tandem spectrometry has been applied to

the non destructive monitoring of the deprotection step in solid phase peptide synthesis.

Le contrdle analytique de 1'élaboration d'une chaine peptidique sur un
polymére vréticulé insoluble, 1'évaluation d'une méthodologie, la mise en évidernce
d'éventuelles réactions secondaires interviennent généralement en fin de synthése
et nécessitent le clivage préalable du peptide de son support (1). Les méthodes
analytiques non destructrices sont peu nombreuses. En dehors du dosage volumétrique ou
spectrophotométrique des groupes amino libres (2), seules deux études structurales
ont été jusqu'a présent réalisées sur support, par RMN du 19F (3) et du 13C (4). La
spectrométrie de masse n'avait fait 1l'objet d'aucune étude jusqu'a présent.

Nous avons utilisé la résine polyacrylique précédemment décrite (5) et
employée en synthése peptidique grdce a un maillon bromacétamido (6) ; ce dernier
permet l'ancrage réversible, par l'intermédiaire d'une liaison ester, d'un aminoacide
N-protégé, mis en réaction sous forme de son sel de césium (7). Deux échantillons
supportés de Boc-valine 1 et de Boc~-phénylalanine 2 (Boc=t-butyloxycarbonyle} ont
ainsi été préparés ; leur déprotection par l'acide trifluoroacétique dans les conditions
standard conduit respectivement & 3 et 4. Les spectres de ces produits, placés dans
une matrice de glycérol, ont été enregistrés avec le spectrométre déja décrit (8),
en utilisant la méthode d'ionisation MBSA-FAB (Molecular Beam Solid analysis-Fast
Atom Bombardment) (9).

Daus le cas de la Boc-valine supportée 1, la complexité apparente du spectre
de masse en mode positif (figure 1) résulte de la superposition des spectres de plusieurs
composés : aminoacide, support polyacrylique, glycérol (G) (en particulier m/z 93
correspondant a G-f'l-.i.]+ et m/z 57) et impuretés (m/z 133 correspondant i Cs+). On observe
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cependant nettement un ion caractéristique m/z 218 correspondant a M+2H 1 (M=masse

du fragment C10H18N04). Cet ion a été identifié par la technique de spectrométrie
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de masse par tandem (10), permettant d'enregistrer son spectre CAD (Collision Activated
Dissociations) (Figure 2). Les fragmentations sont indiquées dans la figure 3 et
sont compatibles avec les données de la littérature (1l1).

11 parait vraisemblable qu'aprés protonation de la partie aminoacide (sans
localisation du proton sur un site donné) par transfert d'un proton & partir de la
matrice de glycérol (12), la fragmentation de la liaison ester est accompagnée du
transfert intramoléculaire d'un deuxiéme proton provenant de la matrice polyacrylique;
ce processus libére l'ion M+2H-‘+, le polymére restant & 1'état de fragment non chargé.

Le tableau I, qui réunit les ions caractéristiques des produits étudiés,

montre sans ambiguité que les réactions de déprotection de 1 et de 2 en 3 et 4 respec-

tivement ont été totales. c
b
a
Rz -NH-CH+C+0 CH2 - C - NH - Polymére
[ I
R 0 0
Produit 1_,(l R2 Ions caractéristiques
a b+2H C+2H
e - - 218
l iso C3H7 Boc
2 Csl-lsCH2 Boc - - 266
o . -
3 iso C3H7 H 72
4 CgHLCH, H 120 150%+ 166
*Ion m/z 192 formé par la rupture (b) et l'association avec une molécule de G
**Ion m/z 240 formé par la rupture (b} et l'association avec une molécule de G

Tableau I. Ions caractéristiques des aminoacides supportés

1+ ez s s sz
Dans le cas de 2, 1'ion M+2H (m/z 266) a été identifié par son spectre

CAD ; les fragmentations sont identiques a celles de la Figure 3.

Les trois modes de fragmentation mis en évidence ont été confirmés
par étude des spectres CAD correspondants. Ainsi pour 4, le spectre CAD de m/z 120
(CGHS-CH2-CH=§H2)+est constitué par les ions m/z 103 (perte de NH3), m/z 91 (C7H7+)
et m/z 77 (CGHS ). Le spectre CAD de 1l'ion m/z 140 comporte deux 1ions abondants
m/z 222 (perte de HZO) et m/z 120 (perte de G + CO).

Notons enfin dans le spectre de 1 (Figure 1) la présence des ions m/z 133
et m/z 225 (spectre CAD : un seul ion & m/z 133) correspondant respectivement a
Cs* et & G+Cs-1+; le spectre de 2 contient également les ions m/z 133, m/z 398
(M**'PHCS-1 +) et m/z 530 (M+2Cs—l+); ceci indique une insuffisance des lavages, méme
dans les conditions standard, aprés la réaction de couplage du Boc-aminoacide sur

le support.
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Ces résultats préliminaires ouvrent la voie & une large utilisation de la

spectrométrie de masse comme méthode analytique non destructive des réactions supportées.

L'utilisation du FAB pour des analyses quantitatives, selon les données de la littérature

(13), est également envisagée.
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