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Resume : Les possibilites d'utilisation de la ditithylanino-4 pyridine (CHAP) coeme 
ZXi7Xf aux carbodiimides en synth&e peptidique sont etudiees et compaties aux tisultats 
obtenus en ptisence de N-hydroxybenzotriazole (HDBt). L'activation des acides amines 
N-acvles en oresence de WAP entraine une rac&nisation totale; oar contre. wur les acides 
amines pro&es sous fonne d'utithannes, la DMAP conduit 1 de-killeurs renhements que 
1'HDBt et a des taux de rac&misation generalement egaux ou l@g&enient superieurs a ceux 
observes en ptisence d'HOBt. 

Abstract : The scope and limitation for the use of 4-dimethylamino pyridine (DlrAP) as 
additive to carbodiimides in oeotide synthesis are studied and compared with the results 
obtained with Ibhydroxybenzotriazole (HOBt). The activation of N-aiylated aninoacids by the 
means of MAP leads to a complete racenization. On the other hand, for the aninoacids 
protected under their urethans derivatives, DMAP gives better yields than t:OBt with 
racemization extent generally equal to or slightly higer to that observed with HDBt. 

Key Hords : 4_dimethylaminopyridine, peptide synthesis, racemization. 

Pour pallier aux difficult& parfois rencontr& dans les couplages peptidiques 

realis& en presence de carbodiimides (rendements insuffisants, formation de N-acylur&, 

racCisation . ..). divers additifs ont et6 propos&; ce sont pour la plupart des hydroxyl- 

amines substitu&s (HO.%. HOBt . ..). c'est-&dire des"super nucleophiles" au sens defini par 

KlopMnls*. 

Un autre mode d'accel&ation de la formation de la liaison peptidique pouvait etre 

envisage, base sur l'emploi de dialkylamino-4 pyridines et notamnent de la DMAP. Ces 

cmpos~s, bien que n'appartenant pas a la classe des "super nucleophiles" cites plus haut, 

sont des catalyseurs d'acylation extr&ement puissants 
3-6 . 

La DMAP a et@ utilisee en synthese peptidique en phase solide pour ct+er une liaison 

ester entre la fonction hydroxyle du pol~re et la fonction carboxyle du premier acide 

amine7-11 ou encore pour esterifier les acides amines dans des conditions deuces IW; 

cependant. une rac&nisatlon notable a et6 observ& dans certains cas. celle-ci pouvant etre 

suppride ou diminuee par l'utilisation de conditions particuli6res 12.14 . 
Une publication r&cente de Marrifield et Co11.15 decrlt l'utilisation de la IHW 

axnue additif ii la DCC pour la formatlon de la liaison peptidiqw. Ces auteurs mettent en 

evidence une efficacite sup&ieure de la DMAP par rapport I celle de 1'HDBt dans le cas 
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des couplages faisant intervenlr des acides amin& encanbr@s tels que la cycloleucine, 

l'isoleucine ou la valine. Dans ces exemples. la rac&nisatlon n'est pas decelable; par 

contre elle devient Importante lors du couplage entre la phenylalanine et l'acide glutami- 

que. D'autre part, dans une etude de l'actjon des amines tertiaires sur les anhydrides 

d'acldes amines, Be&ton et Co11.16 montrent que la MAP catalyse tr& fortement la 

formation d'oxazolone mettant ainsi en evidence le risque eleve de rac&nisatlon qu'elle 

peut Induire. 

Dans ce travail, nous approfondissons l'&ude de l'action de la MAP dans les 

couplages peptidiques afin de mieux cerner ses possibilites d'application et ses limites. 

Dans un premier temps, nous avons etudle par MN, methode physicochimlque simple, un 

modele presentant un haut risque de rac&nlsation; pour cela nous avons choisi de coupler 

la bekoyl leucine (le groupement N-benzoyle favorisant la cyclisation en oxazolone) avec 

le N-cZ-lysinate de methyle, reactlon conduisant a un dipeptide dont les deux diastetio- 

isomkes presentent en RMN les signaux des tithyles fortement s&par& 
17.18 . 

Nous avons d'abord suivi l'evolution d'un melange de benzoylleucine et.de DCC dans 

CD2C12, avec ou sans additif (HO8t ou DMAP). Oans tous les cas, le seul produit observe 

par RMN est 1'oWzolone 2 (sch&na I) : en absence d'additif, la tieaction est tr& rapide 

puisqu'en moins de 3 mn, toute la OCU pticipite; par contra, en presence de DMAP (1 equl- 

valent), la reaction est fortement ralentie puisque la formation de DCU dure 70 mn, 

necessitant plusieurs filtrations. Ce resultat peut s'expliquer par la basicite de la 

MAP (pKa= 9.7) qui ralentit la reaction acidocatalys& d'addition de l'acide sur la DCC. 

En presence d'HOBt, la DCU precipite en 20 mn, mais aucune estimation sur la vitesse de 

r&action ne peut htre faite en raison de la solubilitil de l'ur& dans le solvant utilise 

(melange CD2C12/DMSOd6). 

Abreviatlons 

DMAP : DMthylamlno-4 pyridine 

HOSu : N-hydroxysuccinimide 

HO8t : N-hydroxybentotriatole 
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Ces resultats confitment la formation trees aisee d'oxazolone a partir de la N-bentoyl 

leucine, done le tr@s haut risque de rac&nisation lors de son couplage avec un autre acide 

amine. 

Nous avons ensuite suivi par RMN le couplage de la N-benzoyl leucine avec le N-cZ lysi- 

nate de methyle, l'observation des signaux du methyle nous permettant d'estimer le temps 

correspondant aux 2/3 d'avancement de la reaction et de determiner le pourcentage de 

dipeptides L.L et D.L en fin de couplage (Tableau I). 

Tableau I 

Couplage N-Bz(L)Leu + N-cZ(L)LysOHea 

No Additif (Nbre d'equiv.) t2/3mn 
dipeptide 

%D.L %L.L 

neant 

HOBt(l)b 

MAP (0.2) 

DMAP (095) 

DwJJP (I) 

DMAP (0.1)' 

DMAP (0.06) HOBt 

IMAP (l)d 

DMAP (0,l)e 

(1) 

5-10 45 55 

5-6 0 100 

15-20 55 45 

15-20 55 45 

15-20 55 45 

55 45 

15 85 

35 65 

45 55 

a) 

b) 
cl 

d 
e 1 

Les reactions sont realisees par addition de la solution de DCC 
a une solution contenant les deux derives d'acide amine et eventuellement 
l'additif; le solvant est le CD Cl sauf indication contraire. 
Solubilisation de 1'HDBt dans ug m?rkwm de IMOd 
Le melange de N-Bz-Leu, de DMAP et de DCC est laik 3 heures en contact 
avant l'addition de N-cZ-1ysineDMe. 
Dans cette experience, le dichlortithane a et@ remplace par le DMF. 
Reaction realisee a -20°C. 

L'examen a t2,3 confinne le ralentissement apporte par la IMP dans la reaction de 

formation de la 0-acylisouree, done du dipeptide. 

Du point de vue rac&nisation, l'experience No1 amntre une concurrence importante entre 

la reaction de cyclisation en oxazolone de la D-acylisour6e et l'attaque directe du second 

acide amine (45% de compose D,L). Par contre. en presence d'HDBt (experience N02), la 

rac&nisation est totalement supprim6e; la formation de l'ester hydroxybenzotriazolique et 

son aminolyse sont plus rapides que la cyclisation en oxazolone. 

Lors de l'emploi de la MAP, l'induction as-trique en faveur du canpose D,L (55%) 

ne peut s'expliquer que par une rac&nisation rapide de la leucine (probablement sous la 

fonae oxazolone) suivie d'une attaque avec induction asymetrique du second acide amine. La 

caparaison des experiences 3-5 oil l'on a fait varier la quantite de DMAP montre que le 

pourcentage de compose D,L obtenu est constant et ne provient pas d'une caapetition entre 

plusieurs Recanismes reactionnels; seuls des changements de solvant ou de temperature 

modifient le taux de rac&nisation (experiences 8 et 9). La grande reactivite de la WAP 

est confirm&e par l'experience 7 qui montre que IV&W des quantites catalytiques de ce 

reactif conduisent 8 une competition importante avec 1'HOBt. 
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On peut done acknettre qu'il y a, dans un premier tamps, attaque tr& raplde de la 

DHAP sur la 0-acylisour6e conduisant a l'acylpyridlnlum correspondant 4 (schema II); cet 

intetidiaire trk reactif se cyclise ais&wnt en oxazolone 2 (cf. Benoitonr6) qul se 

rac&nise. 

_ Schema II _ 

?, 

+ DMAP 

-DCU - 

,CH3 
N,CH3N_EZ Lys OMe , 

Bz Leu N-Et Lys OMe 

2 + DMAP 

Afin de determiner sur quel interm6diaire (3 ou 4J se fait l'attaque du lysinate de 

m6thyle. nous avons synthetlse l'oxazolone 1 suivant la m6thode de Mohrl' et contrdle que 

le compose obtenu est totalement rac6mis6. L'action du d&iv6 de la lyslne sur ce compose 

conduit a une forte induction asymetrique puisqu'il se fonne 67% de d&iv6 D,L; la m6me 

r6action r6alis6e en pr6sence d'un equivalent de MAP conduit a 55% de d&Iv6 D,L conmte dans 

la r6action directe. Ces r6sultats montrent que le N-cZ lysinate de m&hyle attaque l'acyl- 

pyrinlum Q. a condition d'atittre un equilibre entre 2 et 4; celul-ci est mis en evidence 

par l'etude de l'action du methanol sur l'oxatolone 1 : en presence de methanol, 2 reste 
inchange en 30 mn, par contre, l'addition d'un equivalent de DHAP conduit a la formation 

quantitative de l'ester methylique de la N-benzoyl leucine en 20 mn. 

L'ensemble de ces resultats montre done la forte activite catalytlque de la MAP 

dans les reactions de couplage peptidique nmis confirms aussi le haut risque de rac&nisa- 

tion qu'elle peut introduire. 

Nous avons cependant etudie quelques couplages falsant intervenir des acides amines 

proteges sous forme d'ut-ethannes, ce type de protection limitant fortement l'aptitude a 

la cyclisation en oxazolone. 

action de la DCC en presence 

obtenus par action de la DCC 

Les dipaptides 5-9 (Tableau II) ont et.4 synthetises par -- 
de 0.1 equivalent de DHAP et les rkultats cornpar& a ceux 

et d'un equivalent d'HOBt. 

Tableau II 

Dipeptide 
RMN Hethode HOBt* 

We en Hz Rdt %D,L 

s Z Phe Leu OMa 734 729 83 <3 90 <3 

6 Z Phe Met Ok 738 734 76 ~3 79 B 

r Z Phe Val OMe 738 734 85 ~3 95 <3 

B Z Val Leu OMe 733.5 730 84 4 98 6 

9 Z Val Val OMe 737.5 734 65 4 86 6 

f) Solvant DMF, 1 @quiv. d'HOBt ; tt) Solvant CH2C12, 0.1 equiv. de DMAP. 
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L'examan du tableau II montre que l'utilisation de la DMP conduit dans tous les cas 

a de meilleun rendements que l'HOBt, notamwnt pour les acides amines enConrbr9s. en 

accord avec les travaux de Merritield et G~ll?~. 

L'etude de la rac&nisation a ete realis&e par BMN a 200 MHz qui permet de distinguer 

les signaux des esters Isethyliques des deux diasterMsw&es cornme l'ont montr9 Castro 

et Coll?". L'attribution des signaux OCli3 des isolneres L,L et D.L est faite par ccmparai- 

son aux composes rac&niques que nous avons synthetises; notons que dans la plupart des 

cas, une meilleure separation des signaux a pu 6tre obtenue en utilisant l'acetone deute- 

rice coaw solvant. Par cette m6thode un seuil de detection de 3% de l'un des isomeres 

est facilement obtenu et pout, dans certains cas 6tre abaisse a 1 ou 2%. 

Le tableau II montre que la formation des dipeptides 5et 7. faisant intervenir la 

phenylalanine, acide amine ais&nent rac&nisable. se fait sans rac&nisation notable en 

presence de LIMP; dans le cas de dipeptides encombres (canposes get 2) le pourcentage 

d'isomere D,L est legerement sup&ieur lors de l'utilisation de la DMAP. Saul le compose 5 

faisant intervenir la phenylalanine et la methionine, conduit avec la DMAP a 

rac&nisation nettement plus @levee que celle observ&e avec 1'HOBt. 

une 

Nous montrons enfin l'efficacite de la MAP en l'utilisant dans un type de couplage 

difficilement r@alisable par les m6thodes classiques. En effet, l'activation d'un 

a-dehydroaminoacide par le DCC n'est pas ais&z en raison de la d&activation de la 

fonction acide; il est en general necessaire d'utiliser le chlorure d'acide correspondant 

ou de masquer la double liaison par un groupement thiobenzyle 
21 ou encore d'employer 

l'anhydride de Leuch correspondante? 

L'addition de 0,l equivalent de DMP a la DCC nous a penais de coupler lr Z-dehydro- 

phenylalanine (Z-A Phe) au glycinate de m@thyle en 3 heures avec un rendeemnt de 80%. 

Conclusion: 

Le grand pouvoir catalytique de la MAP dans les reactions d'acylation en fait un 

reactif interessant pour le couplage peptidique. Cependant, l'importance de la rac&nisa- 

tion observ@e dans le cas des acides amines N-acyles interdit son emploi avec de tels 

composes; en particulier, le couplage de fraZpnents (pour lesquels l'activation de la 

fonction acide est canparable a celle d'un acide amine N-acyle) ne paut etre envisage 

sauf dans le cas oil l'aminoacide mis en jeu n'est pas racemisable (glycine, proline ou 

acide amine a-disubstitue). 

Le couplage d'acides amines proteges sous forma d'urethannes est possible. mais il 

dolt etre contrdle du point de vue racemisation; les conditions experimentales peuvent 

6tt-e optimisees pour la minimiser: faibles quantites de DMAP (10% en moles au maximun) 

ajoutees apres tous les autres reactifs, abaissement de la temperature et choix du 

mailleur solvant. L'emploi de la DMP sera done reserve aux couplages difficiles 

(acides amines encombres. dehydroaminoacides) ou faisant intervenir des acides amines 

non rac&nisables. 

Partie experimentale 

Les spectres de BMN ont et6 enregistr6r sur des appareilr Varian T 60 et BrUker 
WP 200. Les acides amines comperciaux ont et@ employ& directemen$2 la N-benroyl 
leucine a et@ preparee suivant la methy& de Greenstein et Yinitz et l'isobutyl-4 
oxazolone suivant la technique de Mohr ; leurs caracteristiques sont identiques a 
celles de la litterature. 
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Rdaction de coupkqe par un 8yst&e DCC/additif suivie par RMh' 
Le N-cZ lysinate de Mhyle est lib&&e de son chlorhydrate par passa Q sur une r6sine 

echangeuse d'ions (amberlite IRA 45 sous forme OH). A une solution dans 0. Y ml de 
CD Cl contenant 0.25 nmml de N-benzoyl leucine 
et26v&tuellement l'additif on ajoute 0.25 mnol 

0.25 mnol de N-EZ lysinate de methyle 
ie DCC dissous dans 0,3 ml de CD Cl 

L'6volution du melange est suivie par RMN iI 60 MHz, en observant le signal de l'e&eF' 
methylique; lorsque la precipitation de la DCU abaisse trop la r6solution. la solution 
est filtree puis analysee a nouveau. 

Dans le cas 00 il n'y a pas rac&nisation (experience 2). t 
integration; dans les autres cas oil la racknisation est de l'or 

est obtenu par 
$4 de 50%. t 

determine lorsqu'il y a @galit& de l'intensite des trois signaux de l'ester 2/3 
est 

methylique correspondant au produit de depart et aux deux diast&+oisom&res du 
dipeptide. Les resultats sont rassembles dans le tableau I. 

Synthdse de8 dipeptides 5-9 
A 10 mnol de chlorhifiate d'ester d'acide amine dissout dans 20 ml de solvant 

sont ajoutes 10 mnol de i-methylmorpholine. Apres 5 mn d'agitation a temperature 
ambiante, 10 tmnol d'acide amine N-protege sont ajoutes, puis la quantite d6sir6e 
d'additif (DMAP ou HOBt); apres refroidissemant a 0'. on ajoute 11 tmnol de DCC 
dans 10 ml de solvant. Le melange est agite 15 mn a 0' puis trois heures a tempera- 
ture ambiante. 

-rbactione abns le dichlormMaane ou k TRF 
Aores filtration de la DCU sur verre fritte N'4. le filtrat est lave oar 10 ml 

d'une solution 0,5N d'acide chlorhydrique, puis 10 ml d'une solution saturke de 
bicarbonate de sodium. Apres decantation, la phase organique est lavee plusieurs 
fois par 10 ml d'eau. jusqu'a pH neutre, s&h&e sur sulfate de sodium. puis @vapor& 
sous pression reduite. 

-rdactiom dam le LMF 
Apres filtration de la DCU, la solution est diluee par 50 ml d'eau et laiss@e 

une heure a 0' puis filtree. Le solide obtenu est repris par 30 ml de dichlomthane 
et trait6 comne ci-dessus. 

Z-APhe Gly OMe 
A une suspension de 126 mg (1 nraol) de chlorhydrate de glycinate de methyle dans 

le dichlommethane on ajoute 101 mg (1 mnol) de triethylamine; apres une agitation de 
10 mn a temperature ambiante. on ajoute 297 mg (1 mnol) de Z-APhe. 206 mg (hoi) de 
DCC et 12 mg de DMAP (0.1 mnol). Le melange est agite trois heures a temperature 
ambiante puis filtr6 sur fritt6 No4 oour eliminer la DEU. La solution est evaporee 
sous pression reduite, le tisidu rep&s par l'acetate d'ethyle et lave a l'eau. La 
phase organique est sechee sur sulfate de sodium puis refroidie a -15' pendant trois 
heures afin d'eliminer les restes de DCU. La solution est ensuite 6vawr9e sous 
pression reduite et le residu repris par l'ether. Le dipeptide est obtenu solide, 

"; 11 est caracterise par RMN (6, CDCl ) : 3.78 (s, 3H, OCH ), 4.12 (d, J=5,5, 
:i:","H ) 5 18 (s 2H 8CH2), 6.62 (s, lH, 1?H), 7.00 (t, J=5,5, ?H, NH), 7,23 (s. lH, 
CH), 7?4*(m: lOH,‘fl).’ 
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