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Résumé—Des esters, carbonates, thiocarbonates et carbamates de la p-hydroxybenzyloxycarbonyiglycine ont été
préparés. Ces composés se fragmentent en milieu faiblement alcalin par hydrolyse de la fonction acyloxy puis
€limination 1-6 avec régénération de I'amine libre. Ils sont relativement stables dans I'acide triftuoroacétique. Une
série d’aminoacides et dipeptides protégés a été synthétisée. La coupure du groupe protecteur s’effectue rapide-
ment soit par la soude diluée soit par 'eau oxygénée dans 'ammoniaque.

Abstract—Esters, carbonates, thiocarbonates and carbamates of p-hydroxybenzylcarbonylglycine have been
prepared. Free glycine is regenerated in weak alkaline medium by hydrolysis of the acyloxy group followed by an
1-6 climination. Generally, these compounds are more stable than Z-glycine in triffuoroacetic acid. A series of
protected aminoacids and dipeptides has been prepared too. Dilute soda or hydrogen peroxide in ammonia rapidly

cleave the protecting group.

INTRODUCTION
Bien que de nombreux groupements protecteurs de la
fonction amine aient été proposés pour la préparation de
peptides,' la nécessité de regénérer sélectivement
certains groupes aminés i diverses étapes de la synthése
incite & effectuer de nouvelles recherches.?

Parallélement & l'utilisation des groupements clas-
siques acidolabiles benzyloxycarbonyle (Z) et tertiobu-
tyloxycarbonyle (Boc), d'autres groupes pouvant se
couper dans des conditions différentes (milieu faiblement
alcalin, par exemple®) ont &té étudiés. La plupart des
groupes protecteurs alcalinolabiles proposés, regénérent
I'amine libre par un mécanisme d'élimination 1-2.° Ce
sont en général des carbamates ne provoquant pas de
racémisation lors de la réaction de couplage.

Nous nous sommes proposés® de mettre au point un
groupement benzyloxycarbonyle substitué Z', stable dans
les conditions de coupure de Boc (acide trifluoroacétique
par exemple) et se fragmentant en milieu alcalin selon le
mécanisme suivant:®
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Schéma 1.

1Ce travail constitue une partie de la Thése de 3 2me cycle de
G. Le Corre, soutenue le 15/06/77 i Orsay.

Adresse actuelle: C.ER.C.O.A. 2, rue H. Dunant, B.P. 28,
94320 Thiais, France.

*Un milieu fortement alcalin est racémisant.’

SListe non limitative: Fmoc,® Cyoc,’ Msc® MEC,® Nopy,"
CEC," Peoc."?

‘Communication préliminaire: Réf. 13,

9Le principe de I'élimination 1-6 a été repris par Kemp et coll.
dans Pélaboration des groupes protecteurs Bic et Dobz.**

‘L'hydrolyse alcaline d'éther et d’halogénure
zyliques non encombrés s’effectue suivant ce mécanisme'®.

Dans ce schéma,® 'hydrolyse de la fonction acyloxy de
Z' conduit & un carbamate de p-hydroxybenzyle (pHO-
ZNHR). Une élimination 1-6 rapide, analogue & celle
décrite pour les esters et halogénures p-hydroxyben-
zyliques'*'* donne une méthyléne-quinone et un
carbamate alcalin. Ce dernier se décarboxyle spontaném-
ent pour régénérer I'amine libre.

Il serait ainsi possible de couper sélectivement le
groupement Z' en présence d’autres fonctions amines
protégées par des groupements Z ou Boc.

Pour confirmer cette hypothése, une séric de dérivés
acylés de la N(p-hydroxybenzyloxycarbonyle) glycine
(pHO-Zgly) a été préparée et leurs vitesses d’hydrolyse
alcaline et de trifluoroacétolyse ont été comparées afin de
sélectionner le dérivé le plus stable dans [I'acide
trifluoroacétique et dont la vitesse d’hydrolyse alcaline
soit optimale.
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Fig. 1. Z'-Gly préparées et étudiées.

Des dérivés protégés d'une séric d’aminoacides ont
également été synthétisés. De plus, le groupement pro-
tecteur s’est révélé stable dans les conditions de cou-
plage par aminolyse d'esters de N-hydroxysuccinimide.

SYNTHESES

L’acylation des aminoacides a été effectuée i I'aide de
sels de benzyloxycarbonyl-1 méthyl-3 imidazolinm en
milieu aqueux homogne.'”” Cette méthode est trés ap-
proprife pour [l'introduction des groupements al-
mohbﬂes car elle s’effectue au voisinage de Ia neu-
Les produits initiaux sont soit I'alcool p-hydroben-
zylique soit I'acide hydroxy-4 chiore-3 benzoique. La
préparation des chlorocarbonates s’effectue par “acyl-
ation” de 'hydroxyle phénolique suivie de I'action du
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phosgéne sur les alcools benzyliques obtenus (une étape
supplémentaire de réduction est nécessaire dans le cas de
Putilisation de I'acide p-hydroxy m-chlorobenzoique)
{voir Schéma 2).
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Schéma 2.
Alcools p-acyloxybenzyliques

A partir de Ualcool p-hydroxybenzyligue 1. Le
monoalkylcarbamate 2 a été obtenu par condensation de
1avecl'isocyanate d'isopropyle en présence d’une quantité
catalytique de triéthylamine.

Les esters, carbonates, thiocarbonate et carbamates 22
4 .2e ont été préparés par acylation de ce phénolate au
moyen des sels d’acyl-1 méthyl-3 imidazolium 3a & 3e.

A partir de [I'acide hydroxy-4 chloro-3
benzoique. L'alcool iaopropyloxycarbonyloxy-4 chloro-3

nzthueld'aétéobtenuendeux tares par acylation
de I'acide 4 puis réduction au diborane.™*

Chiorocarbonates. 1is sont obtenus par action d'une
solution toluénique de phosgine sur les alcools 2, &
température ambiante. .

Chlorures d'alcoxycarbonyl-1 méthyl-3 imidazolium.
Les chlorocarbonates § réagissent rapidement avec le
N-méthyl imidazole pour donner les sels 6 insolubles dans
Péther. Ce sont des solides stables & I'abri de 'humidité.

Dérivés para-substitués de la Z-glycine. Les sels 6
réagissent avec le plycinate de sodium en solution
aqueuse homogine. Aprds acidification les produits sont
généralement obtenus avec de bons rendements (voir
Tableau 6).

Autres aminoacides protégés. La préparation de
dérivés 10 2 14 d'une série d’aminoacides (Phe, Met, Trp,
Pro, Cys, Lys et GlyOEY) a été effectné comme préc-
édemment dans I'eau 3 I'aide de sels de benzyloxycar-
bonyl-1 methyl-3 imidazolium.

La grande différence de vitesse d alcaline de
mono—et dialkyl—carbamates a &£ bien étudibe. ™2 Le dialkyl
carbamate 7g & 61 obtenu avec un mauvais rendement & partir
du chiorure de diméthyl carbamoyle.

G. Le CoRez ef al.

Damlecasdelalymetlacystéme la premidre
acylation s'effectue respectivement sur la fonction e-
amino ou sur la fonction thiol (16 et 15). La déter-
mination de ces structures a &€ effectuée par spec-
trophotométrie infrarouge: alors uehfréqueneevc 0
des a-Z aminoacides est de 1730cm™, celle des dérivés
«-Z est de 1685-1700cm™ et celle de Ia S-Z cystéine est
de 1705-1710 cm™.*®

Dipeptides protégés. Les dipeptides 184, 18e, 194" ct
19¢ ont &€ préparés en deux étapes: formation de I'ester
de N-hydroxy succinimide (17’ ef 17¢) au mo ;endcla
DCC puis aminolyse de cet ester dans le DMF.

Hydrolyse alcaline de N-benzyloxycarbomyle glycines
substituées

Nous avons suivi I'hydrolyse alcaline des dérives para-
substitués de N-benzyloxycarbonylglycines par spec-
trométrie UV & 290 nm, longueur d'onde d’absorption des
ions phénolates provenant de I'hydratation de la méthy-
Rnequinone (voir Schéma 1).'¢

Les valeurs obtenues sont du méme ordre de grandeur
que celles de I'hydrolyse alcaline de carbonates et
carbamates de phényle simples.®.

Les vitesses d’hydrolyse alcaline des esters 7a et 7b,
dacwbonates?c,?det?d’etduthwcarbomksont

pour une application éventuelle en
synthésepepﬁdnque(von"l‘abluul) La comparison de
leur vitesse de triflucroacétolyse permettra de sélec-
uonnerpnrmmlesmpméslesplusmblesdm
Pacide triffucroacétique et donc les plus intéressants en
synthése peptidique.

Trifluoroacetolyse de derivés p-substitués de la Z-glycine

huiﬁ:mm&dyua«étéluivieparklﬂidupmwn.
Les signaux-de résonance des méthylines benzyliques
des composés 7 et des méthylRnes benzyliques des
trifluoroacétates obtenus apparaissent i des champs
suffisamment différents pour permetire d’effectuer des
études cinétiques. On observe Ia transformation paralidle

t=+10mn
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trifluoroacétate

Exemple de
. CH, benzyliqus de 7»; (b) CH, beuzylique du

obtenu; (c) singulet 30 au CH, de Ia glycine bloquée; (d) signal du
C!!;dahdycbm;?hymm 3 {¢) quadruplet du CH,
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Tableau 1. Constantes de vitesse koy-de 'hydrolyse alcaline des Z'Gly (UV A =290 nm)

Produits R X | koy- mole™ .1
e
i® 3No-m 0 1,78.10
CHy
cH
N
cH H 51,20
i cHy”
I CHz-CHy-0 H 0,8
cH
1. -0 (3 8,66
O3
cH
1 PcH-0 H 6,40
CH3
1s CHy-CHgS H 1,12
cH .
19 3 H 1,84.1073
CHy

du singulet du méthyline de la glycine bloquée en un
quadruplet du méthyléne de la glycine libre (voir spectre).

Deuxnémmmesdecwplm (a) et (b) pouvaient &tre
envisagés a priori (Schéma 3). La coupure (a) n'a prob-
ablement pas lieu car le carbonate d'isopropyle et de
chloro-2 phényle 8 et le thiocarbonate d’éthyle et de
phényle 9 ne sont pas solvolysés ar bout de deux mois
dans I'acide trifluororacétique.

e-5~(-0-O)
0

>-1-(-0-0)
b d
8 9

Nous avons aussi étudié la trifluoroacétolyse de la
Z-glycine eclleméme. Les constantes apparentes de
pseudo-premier ordre et le rapport des constantes

= kanl(Z)
" kan(Z)
sont portés dans le Tableau 2.

*La présence d'un chiore en méta du groupe benzyloxycar-
bonyle augmente ls résistance i Ia solvolyse® et I'hydrolyse
alcaline est plus rapide.

La Z-glycine subsutuée en para par une fonction
carbamate 7f est moins stable que la Z-glycine dans
'acide trifluoroacétique (@ <1). Les substituants iso-
propylcarbonyloxy-4, thiocarbonate-4 et carbonate-4 (b,
7e, 7d et 7e) ont an contraire un effet stabilisant (a > 1).
Cette résistance & la trifieoroacétolyse ést considér-
ablen.lent accrue par la présence d'un substituant chiore
en 3.

Le produit 7g n’'a pas &té étndié car sa  vitesse
d’hydrolyse en milieu alcalin était trop lente pour une
application ultérieure en synthése peptidique.

Régéneration des fonctions amines

Pour éviter un milieu trop basique, racémisant, nous
avons utilisé un nucléophile A effet a: 'can oxygénée. >
En effet & pH=95 I'anion HOO™ est un meilleur
nucléophile que HO™ et Kenner a utilisé cette propriété
pour effectuer la coupure rapide des esters de phényle. >

Dans une solution d’eau oxygénée dans I'ammonisque
les groupements Z’ sont coupés en 15 min. L'oxydauon
des chafnes latérales soufrées ou indoliques peut &tre
éwtéepaudd:ﬁondesulfmdedméthyle”l.‘addmon
d'vn capteur de méthyldne-quinone (bisulfite de sodium,
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Tablesn 2. Constantes de vitesse ko, de I trifluorcacétrolyse de Z'Gly (RMN 90 MHz)
—
Produits R x| 10% kg, min | o - oBS()
obs obs(Z' )
z6ly H H 12,00 1
CHz,
14! cH-0 o 0,75 16,67
CHy
a CHy H 5,70 2,13
14 Son-0 H 5,90 2,04
(]
3
i CH3 CHy 0 N 6,87 1,75
s CHy-CHS H 8,25 1,45
cH
%,
CH H 8,62 1.39
L o)
CHy
i CH-NH H 15,00 0,80
CHy

par exemple*” évite Ia réaction secondaire de N-alkyl-
ation de I'amine libérée (vair sur le Schéma 1),

L'aminoacide ou le peptide a ensuite été purifié par
chromatographic sur résine échangeuse d'ions™ et
obtenu avec ug rendement de 80%.

Comme le groupement benzyloxycarbonyle [ui-méme,
les groupes benzyloxycarbonyles substitués s’hydro-
génolysent facilement en présence de charbon palladié.”

DISCUSSION

La comparison des vitesses d’hydrolyse alcaline et de
trifluoroacétolyse des dérivés substitués de la Z-glycine
montre goe les deux groupements les plus intéressants
sont le groupement isopropyloxycarbonyloxy-4 chloro-3
benzyloxycarbonyle et le groupement isopropyloxycar-
bonyloxy-4 , benzyloxycarbonyle. Ces groupes sont
stables dans Pacide trifluoroacétique (plus stable que Z
lui méme) et leurs vitesses d’hydrolyse alcaline sont
optimales pour la synthése peptidique. Ils ne sont pas
modifiés fors de la réaction de couplage (DCC + HOSU).

. On peut envisager de les appliquer simultanément avec
des groupes Boc et Z dans la synthése de molécules
polyaminées lorsqu’une levée sélective de protection est
nécessaire: Z' peut &tre coupé par HOO™ dans I'am-
moniaque sans toucher les Boc-amines et(ou) les Z-
amines. Boc peut étre coupé dans [Pacide
trifiuoroacétique sans toucher les groupements Z' (les
fonctions amines protégées pouvant étre des a ou w
amines).

Iis pourraient ainsi constituer I'un des éléments d’un
systdme “orthogonal™’ de protection.

PARTIE EXPERIMENTALE

Produits de dépant. L’alcool hydroxy-4 benzylique est débar-
rasé d'impuretés résineuses par extraction en continu au chloro-

forme. L'acide hydroxy-4 chloro-3 benzoique anhydre est.obtenu
a partir de 'hémihydrate par séchage sur MgSO,.

Instrumentation. Les spectres infrarouges ont été enregistrés
sur un spectrophotomatre Perkin-Elmer 257 (v en ¢cm™"), Les
spectrés RMN ont £té enregistrés sur un appareil Jéol C 60 H ou
sur un appareil Perkin-Elmer R 32 (3 en 1075, s = singulet.. .).
Les spectres UV ont été enregistrés sur un appareil Cary 15 ou
un Unicam SP 1800 (A en nm). Les composés pour lesquels e
mot Analyse est indiqué suivi d'une formule moléculaire explicite
ont fourni des résultats analytiques correspondant  la formule 2
+0.2% an plus.

Alcools benzyligues para-substitués

Alcool isopropylaminocarbonyloxy-4 benzyligue 28. 0.012 mole
(1.15cm?) d'isocyanate d'isopropyle est ajouté 3 un mélange de
0.01 mole (1.24 g) dalcool p-hydroxybenzylique et de 0.001 mole
(0.15cm®) de triéthylamine dans 15 cm® de THF sec. Aprés une
nuit & température ambiante le précipité est lavé avec du THF
glacé, Les caractéristiques de [D'alcool isopropylamino-
carbonyloxy-4 benzylique ainsi obtenu sont résumées dans le
Tableav 3.

Alcools éhylthiocarbonyloxy-4 et isopropylcarbonryloxy-4
benzyliques: 2e et 2d. A 0.011 mole (1.36 g) d'aicool p-hydroxy-
benzylique dans 15cm® de THF a 0°C est ajouté 0.01 mole de
chlorothiocarbonate de S-éthyle (1.04 cm®) on bien de chiorure
d'isobutyryle (1.04 cm®) dissous dans 10 cm* de THF glacé. Aprés
12h d'agitation le mélange est évaporé, le résidu repris dans de
I'éther sec et le chlorhydrate de triéthylamine insoiuble est
filtré, Le filtrat est évaporé. L'alcool 2e est recristallisé tandis que
Palcool 2d est purifié par distillation moléculaire sous 20 mm Hg
(voir Tableau 3).

Alcool isopropyloxycarbonyloxy-4 chloro-3 benzylique 2d

Acide isopropyloxycarbonyloxy-4 chloro-3 benzoique 4. A
une solution éthérée de 0.01 mole (1.16 cm®) de chlorocarbonate
d'isopropyle, on ajoute & 0°C une solution de 0.01 mole (0.71 cm®)
de N-méthylimidazole dans 50 cmr® d'éther. Le précipité de chlor-
ure d'isopropyloxycarbonyl-1 méthyl-3 imidazolium obtenu est
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Tableau 3. Caractéristiques physiques des alcools benzyliques 2
o Solvant de
Produits R X v OH/NH nuiol v C=0 [ gz F °C recristal. Analyse Rdt %
£ PrNK Wo| 3340 1710 4,52 (DMS0) | 158 | EtOH/H,0 C. H 97
[4 3270 » 2 .
2 irr H | 3330 1755 4,52 (cocly) | - - C.H 78
2 Et-S H 3210 1710 4,45 (DMSO) 54 Et20/65H12 C, H 72
2d: iPro 1 3210 1750 4,33 (CC14) 95-96 EtZO/CSHIZ C, H 9%

rapidement essoré et lavé A I'éther sec. 0.01 mole (1.81 g) d’acide
hydroxy-4 chloro-3 benzoique est dissous dans 10cm® d’une
solution de NaHCO; IN. 0.04 mole (9.18g) de sel préparé
ci-dessus y est ajouté. Aprés 10 min d'agitation le milieu réac-
tionnel est acidifié jusqu'a pH =2 avec HCI & 20%. L'acide est
essoré puis dissous dans de I'éther et séché sur MgSO,. F: 151°C
(CHClycyclohexane); Rdt = 88%. Analyse: C,H,,0,CI C, H, O.
IR (Nujol): »O-C-O 1760cm™ »COOH 1690cm™ wAr

1600 cm™'. RMN (DMSO0)8: 1.40 (d, 6H, (CH,),CH); 5.02 (m, 1H,
(CH); CH-0); 7.80 et 8.15 (m, 3H, ArH); 9.07 (s, 1H, COOH).

Réduction au diborane. A une solution de 0.01 mole (2.57g)
d’acide isopropyloxycarbonloxy-4 chloro-3 benzoique dans 5 cm®
de THF sec et dépéroxydé, sous azote, on ajoute goutte i goutte
4 —15°C, 10cm’® d'une solution molaire de BH,/THF (Aldrich)
puis on agite 12h & 25°C. Aprés évaporation le résidu est repris

L-Trp; D,L-Met; L-Pro; L-Phe; Gly OEt, HC!; Gly.

par de I'éther, I'acide borique est filtré et le filtrat évaporé (cf
Tableau 3).

Chlorocarbonates de benzyle para-substitués §

A 0.01 mole d"alcool benzylique para-substitué 2 dans S cm® de
chiorure de méthyléne est ajouté 10 cm* (0.02 mole) d'une solu-
tion de phosgéne 4 20% dans le toluéne. Aprés 4h on évapore
sous vide (cf. Tableau 4).

Chlorures de benzyloxycarbonyl-1 méthyl-3 imidazolium 6

A 0,01 mole de chlorocarbonate § dans 50cm® d’éther, on
ajoute & 0°C 0.01 mole (0.7cm’) de N-méthyl imidazole dans
50 cm® d'éther. Les précipités Ge, 6f et ég sont lavés a ['éther. Le
scl 6d’ trop fin pour étre essoré est centrifugé. L'huile 6b est
extraite i I'acetate d'éthyle (Tableau 5).

Amino-acides protégés
1. Mode opératoire général. A 0.0t mole d’acide aminé® dans
10 cm? de soude 1N, est ajouté 0.02 mole de sel 6. Apras 10 min

Tableau 4. Caractéristiques physiques des chlorocarbonates §

= L]
Produits ROJx Jom oy V0 & ArcH, F°C |Rmdts
5¢ | iPriH 3320 | 1765 1700 |5.27 (Coclg) | M0 | 95
H
5p ipr - | 1765 1690 |5.30 (CDC1,) | Tiguide | 93
s¢ | Ets - |10 1720 | 5.22 (CDC15) | Viquide | 95
§: [0 || - |80 1760 | 5,15 (CDCly) s2 | 80

Tableau 5. Caractéristiques physiques des sels d’acyl-1 méthyl-3 imidazolium ¢

Produits R X v NH{ v C=0 [} Ar'C_Ij2 F °C Rdt %
- nujol?
6f 1PrNH 3305 1740 1695 |5,17 (DMSO) {165 90
"
(1] iPr - 1745 1695 |5,18 (CDCIS) huile 90
(1] EtS - 1790 1710 | 5,52 (cocl 3) 59-61 94
(TH 1Pro af - 179 1758 |5.17 (ows0) [78-79 | 05
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Tabieau 6. Caracéristiques physiques des Z'Gly

Produits| R | X |veo nujol | sarcw, | Amalyse o |pge sy

i | e 1690 5,02 (ows0) | 58n2 S3+33 luso-1s2] o5

| e " {amo | 1690 |5.06 (cocry) (& %50at 5887 | 99-100f 95

I | Ets 120 | 1685 |5.10 (coc1y) | 430Ba 45:85 [102-103] 90

14 |0 1755 | 1710 5,00 (coct,) - hutle | 90

ol
s | iproa 1760 | 1720 [5,07 (owso) | 92 5321 150 | o7
% sel de DCHA
Tableau 7. Caractéristiques physiques des Z'-aminoacides
proutts | ‘amine | & X [ve0  mgol | 6 Mty | FoC [og ™ | Rihal [Res

s [Lte fets|w 1720 5,00 (coc1y) | 137 | 5202 503 | ee,0rpentane | 60
He |oumet jees|n | o | 1700 [5,00 gfggb N I - S S W G
Be |Leo jees|w i | e [s,08 (cocry 125 e Saels | eronmy 70
B | Cene izt s|w | 120 | 165 |5.05 (015 | 108110 | ¢ SE 582 | oweryyEClen | o
109 2 | L Trp tm o | 1760 | 1700|502 (coc1y) | 165-168 | 63+02 €302 | cucr smexane | 50
lgi x|kt (Projc) | 1760 | 1690 |5,05 (ows0) | 135-136 | § 57038 STe87 | enmymyo 8
Rica|LPro [tprofc1 | 1765 | 1700 [5,00 (0,0) | 267-260 |§ €131 623 | cueryp¥cion
o fLene [ipro) oy | ws0 | 170 [s,00 (cocry) |17 | SHZE E50 | onciyg¥elon | 6o
Me: |ewoeelwrofcr [ a0 | s (s0ecry | o7s |§ 5152 5123 f acore/¥elos | g2
Ry [iero |tro|n | weo | 1660 5.3 (cocry) | zs-1s [ B5ra) 5830 - 95
139 |uene Jiwero|n e | 1695 |s,00 (cocry) | as-es [ 6285 6152 - 9
% sels de DCHA

Ia solution est acidifiée jusqu'a pH =2 par HCI I N, Les préc-
ipités 7b, 7d, 7e, 16e, Lie, 124, 12¢, 134, 13¢ et 144’ sont essorés et
les produits huileux 7d', 10, 114, 12&' et 13 sont extraits A
Pacétate d’éthyle.

2. Préparation des dérivés de la L-cystéine ¢t de la L-lysine. A
0.01 mole de L-cystéine (1.21g) ou de L-lysine (1.48 g) en solu-
tion aqueuse 0.5 M est ajouté 0.01 mole de sel d'acyl-1 méthyl-3
imidazolium. Aprds 10 min, le carbamate précipite. 154, 154 et
18¢ sont essorés et 16d' et 16e sont centrifugés (voir Tableaux 8
et9).

Préparation ' &hylthiocarbonyloxy-4 benzyloxycarbonyl et
&opmpylaxycarbonylaxy4 chioro-3 benzyloxycarbonyl dipep-

1. Couplage. A 0.01 mole d'acylglycine 7 ou 7e dissous dans
10cm® de THF sec 3 0°C est ajouté 0.01 mole (1.15g) de
N-hydroxysuccinimide et 0.01 mole (2.06g) de dicyclobexylcar-

bodiimide (DCC). On laisse réagir une nuit & 0°C, Ia dicyclo-
hexylurée est filtrée puis le THF évaporé. Le résidu obtenu est
trituré dans I'éther puis recristallisé.

A 0.01 mole (1.15g) de L-proline ou (2.05g) de
en suspension dans 30 cm’® de DMF est ajouté 0.01 mole (1.5 cm®
de triéthylamine et 0.01 mole d'ester de N-hydroxysuccinimide
I7d ou 17e. Le mélange réactionnel est agité une nuit & tempéra-
ture ambiante, puis une solution aqueuse saturée de NaCl et de
T'acétate d'éthyle sont ajoutés. Le milieu est acidifié jusqud
pH =2 avec HCI 20%. La phase organique est lavée avec une
solution saturée de bicarbonate de sodium. La phase aqueuse est
réacidifiée & pH =2 et extraite & l'acétate d'éthyle. La phase
organique est séchée sur sulfute de magnésium puis évaporée.
Les dérivés peptidiques 184, 19¢' et 19e sont recristallisés, 18¢
huileux est caractérisé sous Is forme de son sel de dicyclohexyl-
ammonium.

2. Acylation directe du dipeptide. A 0.01 mole de dipeptide
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Tableau 8. Caractéristiques physiques des Z'-S-cystéine
pt| R[x [veo nuwor | sArcH, For [eaiese, |ndts
15e [ees |W |10 | 105 | 530 omso) Lo1e9 (R 4D3R 45931 o
Jgdifierofcr fzeo | 1710 [ 5,25 (omso) | 149-150 | £ 4520 4B-171 g0
159 lipro|n f176s | 1705 | 5,22 (OMso) | 168-170 252:;}; -'Qgi 95
Tableau 9. Caractéristiques physiques des ¢ Z'-L-lysine
Pl RIx [veo nujor & ArH, Foe [ oqimelyse | Rat s
16¢ [Ets |u [1720 | 1685 | 5,00 (DMsO) 23 | § 5322 5303 0
led:firro ) c1 | 1765 | 1700 | 5,10 (cocrg) [ nuire [ 53e58 S35 0
16d [pro|w f1760 | 1690 | 4,98 (DMs0) |[225 (dec) ﬁ-"g:gg e
Tableau 10. Caractéristiques physiques des esters activés
A [ x| veo i | ewm, | roc| oA [Emme s
g | Ets| W |1820 1780 1730 1680 ) 5,17 (coc1,) 109 {5 4is 408 cuycuy/nexane| 90
19: | 0| 1| 1760 1745 1690 | 5,10 (OMs0) 144 ﬁ‘f:gﬁ O S| cHyC1 sether | 90
Tableau 11. Caractéristiques physiques des Z'-dipeptides
p R x |aa.| veco nujol § ArCH, Foc | gohnalyse  |Solvant de | pge %
lelees 2 [ w |Pro | 1720 1700 1660 1630 [ 5,07 cocry) | w3 | PR O9-BL jowciyprclosl g
19 |t s Ho[tro | 1720 1630 1650 |5,10 (cocry) | 135 | §SDidg 183 feeowm,o 50
1egif (ci),cn0f ¢ fpro | 1760 1725 1610 5,10 (cociy) | 90 | § °1:33 53-02 leeowsmyo0 98
1g:f (o000 ¢ |Tep | 1760 1730 1630 | 5,09 (cocry) | 218 | § %503 55:32 |eeowrm,0 55
& sel de DCHA
(Gly-Pro ou Gly-Trp) dans 10cm’ de soude IN est ajouté 0.02  Triffluoroacétolyse

mole de chlorure 6d’ et 6e. Aprés 10 min la solution est acidifiée
jusqu'd pH=2 par HCl I1N. Les précipités sont essorés et
recristallisés.

Hydrolyse alcaline

Les vitesse d'hydrolyse de Z'Gly ont été mesurées par spec-
trophotométrie UV & A =290 nm. Les dérivés de la glycine ont
été dissous directement dans la cuve contenant un tampon ther-
mostaté 3 25+0.5°C. Les constantes de vitesse de pseudo-pre-
mier ordre (ko) ont été déterminées en portant log (D-D.) en
fonction du temps. Connaissant les concentrations en ions OH-,

les kox- ont été déterminés: koy- =ﬁ;7].

Ytampons: pH 10: NaHCO; Na,CO, (0.025 M/0.025 M) pH 11.12,
13, 14: NaOH 10~ M, 1072 M, 10~' M, 1 M.

40mg de Z'Gly ont &é dissous dans 0.5cm® d'acide
trifluoroacétique. Le spectromitre RMN 90MHz a été ther-
mostaté & 20+0.5°C. L'avancement de la réaction est suivie par
intégration des signaux & 5.30 ppm (diminution du signal ArCH,)
et & 5.45 ppm (augmentation du pic du triflucroacétate obtenu)
(voir Fig. 2). Les constantes de vitesse de pseudo-premier ordre
(kons) ONt ét€ déterminées en portant log (C~C.) en fonction du
temps.

Coupures alcalines préparatives

0.01 mole de Z'glycine (7€ ou 7e) ou de Z'-glycyl-L-proline
(18d) et 0.05 mole (5.2 g) de bisulfite de sodium sont dissous dans
un mélange préparé extemporanément de 100 cm® d’'ammoniaque
0.5N et 12cm® d'H,0, & 10 volumes, Aprés 15 min le mélange
réactionnel est concentré sous vide puis chromatographié sur une
résine échangeuse d'ions Dowex 50X8 200400 mesh sous forme
acide (6 g). Aprés ringage i P'ean distillée 'élution est effectuse avec
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Tableau 12. Pouvoirs rotatoires des Z'-aminoacides
pt R x |a.a. Isolvant g/di {=] ZDO
13 et s} u | Lpre|cncry 1 -1,5
12¢ |Ets| H | LprofcHc, 0,5 | -1
10e |Ets| W | L Trp|EtoH 1 +0,3
13d: [ 1pro| c1| L Pne’| cHery 1 +34
1ga: | ipro| 1] L pro cHel, 0,5 | -1,
10g:fipro 1| L Trp1 EtOH 1 +10,5

2 sels de DCHA

500cm’® d'une solution d'ammoniaque 3 3%. La glycine ou la
glycyl-L proline obtenue aprés évaporation est caractérisée par
CCM. [gel de silice Merck HF 254, éluant: butanol, acide acétique,
NH(OH 3% , H;0 (6-1-1-2) R, Gly: 0.13; Gly-Pro: 0.08; p-
hydroxybenzylglycine: 0.43; p-hydroxybenzylproline: 0.51). RMN
de Ia glycine dans D,O (60 MHz) 8: 3.6 (s, 2H, CH,). RMN de la
glycl-proline dans D,0 (60 MHz) 8: 1.75(m, 4H, CH,(CH,),CH):
3.12 (s, 2H, N-CH,CO); 3.31 (t, 2H, H-CH-CH,); 4.7 (m, 1H,
N-CH-COOH).
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