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Synthesis of a Biotinylated Probe with an Extended Cleavable Arm for Angiotensin 11 Receptors Purification 

We have synthesized a new biotinylated probe for angiotensin I1 receptors studies: biotinyl-NH(CH,),-SS- 
(CH2)2-CO-Gly-cAhx-[Ala’, Phe(4N3)’]angiotensin I1 (5). This molecule can be photoactivated through an aryl- 
azido group. ‘H-NMR studies suggest that it adopts an extended conformation which should allow a simultaneous 
recognition of both streptavidin and hormone receptor. It has a good affinity for receptors (Kd = 1 nM) and hence 
is a promising tool in their detection (autoradiography, gold-, ferritin-, enzyme-, or fluorescent streptavidin 
derivatives) and separation (cell sorting, affinity chromatography). It can be monoiodinated (4)  at its tyrosine 
residue without a significant loss of affinity. Its extended cleavable arm allows an easy recovery of the ‘probe-recep- 
tor’ complex from streptavidin. An HPLC monitoring of the synthesis is described, particularly of the segment 
coupling 1 + 2 in presence of (benzotriazol-l-yloxy)tris(dimethylamino)phosphonium hexafluorophosphate 
(BOP). This method can be used as well for synthesis of the D-Phe’ derivative that has antagonist properties. 

Introduction. - L’angiotensine I1 (= AII; Asp’-Arg-Val-Tyr4-lle-His-Pro-Phe’) est 
une hormone hydrophile qui agit sur de nombreuses cellules cibles (foie, rein, glandes 
surrtnales, fibres musculaires lisses, etc. ) par l’intermtdiaire de glycoproteines membra- 
naires non isolkes jusqu’i prtsent, ses ‘rtcepteurs’. La rarete de ces composants dans la 
membrane plasmique (1 a 2 pmol/mg de prottines membranaires) ne permet guhe 
d’envisager leur purification sans une &tape de chromatographie d’affinitt. Les trks 
faibles quantitts de substances mises en jeu ntcessitent un radiomarquage de haute 
activitt sptcifique pour leur dttection. Les conditions de solubilisation des prottines 
membranaires dont nous disposons jusqu’i present (dttergents non ioniques: C,,E,, 
Triton X-100) ne prkservent pas la capacite de liaison du rtcepteur pour I’hormone et ses 
analogues. Ceci interdit le recours a une technique de chromatographie d’affinitt directe 5 
l’aide d’hormone immobiliste. Nous avons propost le prtmarquage du rtcepteur avant sa 
solubilisation avec un dtrivi: bifonctionnel regroupant le site de liaison de l’hormone et un 
marqueur d’affinitt en vue de l’etape de purification [ 11. 

Les nombreuses relations de structure-activite etablies pour I’AII [2] montrent que 
son site de reconnaissance est essentiellement C-terminal. Le rksidu N-terminal Asp’ peut 
etre remplact sans perte sensible d’affinitt. En particulier les analogues [Sar’IAII [3] et 
[Ala’IAII [3] ont etC proposes. A partir des travaux qui ont ktt decrits sur de nombreuses 
hormones peptidiques (insuline [4] [5], corticotropine 161, substance P [7]), nous avons 
choisi de coupler la biotine sur la partie N-terminale d’un dtrivi: de l’AI1, afin de 
permettre la chromatographie du complexe ‘sonde-recepteur’ sur streptavidine immobili- 
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see. Pour autoriser l’interaction simultanee du site de reconnaissance avec le rkcepteur et 
de la biotine avec l’avidine, nous avons intercale un bras entre le residu de biotine et 
l’hormone. Le principe d’un bras clivable a pont disulfure, dkja utilist: pour elaborer des 
conjuguts de l’a-MSH [8], et associi: la biotine pour faciliter la recuperation des 
complexes proteines-DNA [9] 21 partir d’une colonne d’avidine immobiliske a t t t  retenu. 
En vue de l’utilisation de la sonde ainsi constituee sur des cellules enti2res dans des 
applications de marquage de recepteurs et de tri cellulaire, nous avons considkrablement 
allongi: le bras espaceur par I’incorporation d’un rksidu c-aminohexanoyl (c Ahx). Un 
groupe azido a kt6 introduit en para du noyau aromatique du residu Phe* de l’AII pour 
lier covalemment avec un fort rendement [lo] la sonde au recepteur et Cviter toute 
dissociation prkmaturte durant les &tapes de purification. Un radiomarquage par mono- 
iodation a l”*’I, qui intervient au niveau du rksidu Tyr4, permet la detection des complexes 
‘sonde recepteur’ par comptage y et autoradiographie sans perte sensible d’affinitk [ 11. 
L’introduction d’un residu de glycine dans le bras espaceur en augmente l’hydrophilie et 
offre une possibilitk de double marquage [l  11 en vue d’un contr6le d’integrite de la partie 
sonde dans les experiences de prottolyse du recepteur. 

Nous proposons donc une nouvelle sonde multifonctionnelle biotinylee, Bio- 
NH(CH,),-SS-(CH2),CO-Gly-cAhx-Ala-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe(4N,) (5), en vue 
de la detection et de l’isolement des rkcepteurs de l’AI1, dans laquelle Bio reprksente le 
risidu biotinyl, par analogie avec la notation utilisee pour les rtsidus aminoacyls. 

La strattgie de synthZse que nous avons mise au point permet simultanement I’acds 
au derive en D-Phe* qui a genkralement des propriktks d’antagoniste de l’hormone [ 121 et 
qui est susceptible de lier une forme de recepteur d’une masse molaire lkg2rement diffk- 
rente de celle que lie l’agoniste correspondant, en L-Phe* [12]. Elle se prgte bien, sans 
transposition, a la manipulation de petites quantites de produits, indispensable d&s 
I’introduction des radiokltments. 

Synth6se (v. schtma 1 ). - Nous avons choisi d’incorporer en dernier lieu la biotine et 
son bras clivable en raison de leur cofit, de leur fragilitk et de leur incompatibilitk avec la 
procedure classique d’introduction du groupe azido [ 131 [ 141. Cette incorporation finale 
pouvait irgalement apporter une solution a l’oxydation de l’atome d’S du rtsidu de biotine 
lors du marquage de la molecule par le couple Na’251/~xydant [ 151. L’introduction separee 
du groupe azido sur le residu Phe est favorisee par la presence d’un residu adjacent Pro 
permettant un couplage de segments exempt de rackmisation. Elle evite toute rkaction 
parasite du groupe diazo introduit transitoirement avec les rtsidus Tyr et His de I’AII. 

Le segment 2 est obtenu a partir de Phe(N0,)-OMe par hydrogenation, diazotation et 
substitution par N,- [14] et le segment 1 par synthtke en phase solide sur resine chloro- 
methylee avec l’hexafluorophosphate de (benzotriazol-1-yloxy)tris(dimkthylamino)- 
phosphonium (BOP) comme agent de couplage [ 161 et le groupe tert-butyloxycarbonyl 
(Boc) comme protection temporaire, except6 pour le rCsidu Gly qui a ete incorpori sous la 
forme N“ protegee par le groupe fluorknylmethyloxycarbonyl (Fmoc), choisi pour sa 
resistance a l’acidolyse par HF. Les autres protections choisies pour les chaines laterales 
des amino-acides sont les groupes n -benzyloxymCthyl (n Bom) pour His [ 171, dichloro- 
benzyl (Dcb) pour Tyr et tosyl (Tos) pour Arg, toutes eliminees par HF. La suppression 
de l’ktape ‘de neutralisation’ classique dans le processus de synthbe en phase solide, 
remplacke par une addition progressive de base (N,N-diisopropyltthylamine = 
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actif 
(‘sail coupling’) 
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Schema I 

Fmoc-Gly-dhx-Ala‘-Arg(Tos)-Val-Tyr( Dcb)-lle-His(nBom)-Pro7-OCH~r&ine 

(i-Pr)pEtN 

I 
t 

Fmc-Gly-dhx-Ala’-ApVa!-Tyr-lle-His-Pro7-OH + H-Phe(4N+OMe 

1 2 

segments 
BOP/( i-Pr)ZEtN 

H-Gly-EAhx-Ala’-Arg-Va~Tyr-lle-His-Pro7-Phe(4N~)*-OH 

3 

1 B~o-NH(CH~)~-SS-(CH~)@-OSU(SO~N~) (4) 

Bio-NH( CH2)zSS-( CHp)~C~~-dhx-Ala’-Ar~VaCTyr-lle-His-Pro7-Phe(4N~)’ 

5 

iodation ICI ou Na’251/iodog&ne 1 
Bi~NH(CHz)~S(CH2)2CC-Gly-EAltx-(Ala’, T~r(31)~,  Phe(4N~)’]All 

6 

(i-Pr),EtN) a l’etape de couplage a permis d’eviter l’elimination de la chaine peptidique de 
la resine par la formation particulierement favorisee de la dicetopipkrazine correspondant 
au dipeptide His-Pro [18]. 

En raison de la stratkgie de protection minimale adoptee pour les chaines Iattrales des 
residus Arg, His et Tyr, la quantite d’agent activant ajoute lors de la synthbe de 3 doit 
Etre limitee de faqon B utiliser complitement le segment 1 sans toucher ces fonctions. A 
cet effet, un monitoring HPLC a ete mis au point. Des aliquotes de BOP sont ajoutks 
progressivement jusqu’i la quasi totale disparition de 1 (fig. Ib ) ,  sans apparition de 
produits parasites. De cette faCon, le couplage peut etre maitrise mEme B partir du 
synthon 1 brut, tel qu’issu du clivage par HF, sans purification prealable. La rkaction de 
couplage avec le reactif BOP qui s’ecrit 
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Fig. 1, Monitoring HPLC de la synthPse du segment midi  
3. Des aliquotes de l’ordre de Y4 de ~1 de melange reac- 
tionnel sont inject& sur la colonne C,, ( Whutman O D s  3, 
5 pm, 4 x 250 mm) et Clues par un gradient de 0-70% de 
CH,CN (v/v) a raison de 1 YO et 2 ml/min, a un pH de 2,2 
(0,1% de CF,COOH). Le profil du gradient est repre- 
senti tel qu’il apparait au niveau du detecteur (correction 
faite des volumes morts uo) par la ligne pointillee. Les 
absorptions i 214 nm (1 unite d’absorbance pleine 
echelle, vers le haut) et 254 nm (0,l unite d’absorbance 
pleine Cchelle, vers le bas) sont portees tite-biche. 
a )  DCbut du coupluge: Un pic de produit lipophile appa- 
rait (quadrille). I1 est attribue au produit de couplage 7, 
N-(Fmoc) et C-(OMe) protege. Le pic large vers 28 % de 
CH,CN est attribue a un excis passager de BOP. I1 dispa- 
rait au cours du couplage. 6 )  Fin de coupluge; Le synthon 
nonapeptidique 1 (en noir) a presque totalement disparu. 
Le segment azide 2 (hachure), ajoute en exces, subsiste. 
Le pic de produit 7 (quadrille) est predominant. 11 appa- 
rait un produit tris lipophile, identifie au dibenzofulvene, 
ce qui traduit un clivage premature du groupe Fmoc 
durant un couplage prolonge. c) La saponification est 
totale grace a I’action breve d’un gros excis de soude sur 
le melange brut de couplage. La deprotection se traduit 
par une baisse de pourcentage de coelution des produits. 
L‘azido-angiotensine 3 (pointillts) est facilement identi- 
tXe dans le melange connaissant l’ordre d‘elution et les 
proprietks d’absorption des produits. 



682 

BH’R-COO- + RNH,  + (BtO)(Me,N),P+PF; + B -+ 
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RCONHR + BH’BtO- + (Me,N),P = 0 + BH’PF; 

libere de l’hydroxybenzotriazole (HOBt) [ 191. L‘(i-Pr),EtN est gCnCralement retenue 
comme base encombrCe B. Seuls les produits absorbant la lumiere UV sont reptrts sur le 
chromatogramme HPLC. Le rapport d’absorption entre 214 et 254 nm facilite l’identifi- 
cation des produits. Les derives azido et Fmoc en particulier se distinguent par une plus 
forte absorption relative a 254 nm (fig. 1). I1 faut remarquer un debut d’klimination du 
groupe Fmoc en fin de couplage, peut-etre par action de l’(i-Pr),EtN (fig. fb). L‘irtude 
HPLC montre que la dkprotection du segment (-3) par un gros excls de soude est totale 
et pratiquement instantanee (fig. f c). Une rCacidification rapide supprime tout risque 
d’alttration par stjour en milieu alcalin. Nous avons vCrifii: qu’un produit ainsi obtenu 
est indiscernable, par Ctude RMN, par HPLC et par ses propriktts biologiques, du 
produit obtenu par couplage direct du segment 1, brilvement prCactivt, sur un excls de 
H-Phe(4N3)-OH qui ne n6cessite donc pas de saponification ultkrieure. Le produit dtpro- 
ttgt 3 est facilement is016 malgrC l’abondance des sels formks par une ttape d’HPLC 
semi-prep. (fig. 2a) assortie d’un fractionnement et d’un contr6le par HPLC anal. 
(fig. 2b). L’tpuisement des esplces activkes residuelles par un excls de rCsine aminke (de 
type benzhydrylamine) [20] permet de pratiquer la dtprotection directement sur le mt- 
lange de couplage, sans isoler le produit prottgt et sans provoquer d’acylations parasites 
au niveau des chaines laterales des rtsidus Tyr et Arg. 

L‘utilisation d’un excls modtre (2 Cquiv.) de l’ester actif de sulfosuccinimide 4 [21] 
permet une incorporation du pseudodtcapeptide 3 totale et rapide, contr61Ce par HPLC. 
La sonde biotinylee non iodee 5 est facilement isolCe par une seule etape de RP-HPLC a 

VOLUME 

TEMPS 

Fig. 2. Purificulionpor RP-HPLC du segment uzide 3. a )  La partie hydrosoluble du melange reactionnel est injectee 
sur une colonne Whatmun ODs 3 (10 pm) de 2,2 x 50 cm. Les differents produits sont Clues 1 10 ml/min par un 
gradient de CH,CN (figure en pointilk) dont la pente est limit6e a 0,2%/min pour I’elution du produit attendu 3. 
b )  Les fractions les plus pures ( I  et 2) sont sClectionnCes sur la base de leur HPLC anal. isocratique sur colonne, 

avec 27% de CH3CN (0,1% de TFA) (v/v), a 2 ml/min. 
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Fig. 3. Purification du diriut biotinyli 5. Le melange de couplage de I'ester actif 4 (dans le DMSO) est reacidifie 
(CF,COOH), injecte sur la colonne prkp. (v.fig.2) et Blue a 10 ml/min par un gradient de CH,CN, limite a 

0,2%/min pour l'elution du produit. Le pic pointille, homoghe en HPLC anal., est collect&. 

SchPma 2 

pip6ridine 
Fmc-Gly-. . .-Phe(4N$'-OMe - H-Gly-. . .-Phe(4N3)'-OMe 

7 8 

Bio-. . .-SS-. . .-OSu (4 )  (i-Pr)ZElN I 
O H  

5 - Bio- ...- SS- ...- Gly- ...- Phe(4NS)-OMe 

9 

partir du melange du couplage brut (fig. 3 ) .  L'iodation 5+6 selon [ 11 [ 151 sera rapportee 
ailleurs. 

Une autre voie de synthkse a 6th tentee en partant du segment 7 (v. schPma 2). Apr& deprotection partielle 
(4, le couplage (+9) et la saponification ont donne des resultats peu reproductibles aboutissant a des melanges 
du produit attendu 5 et d'autres derives, indiscernables par analyse d'amino-acides. Nous interpretom ces resultats 
par la fragilite du produit final 5 en milieu alcalin, vraisemblablement par clivage du pont disulfure [XI. Effective- 
ment le produit de clivage a StC identifie par RMN dans certains couplages. 

RCsultats. - La structure chimique de la molecule synthetisee, en solution dans le 
(DJDMSO, a ktk confirmke par les spectres de RMN-'H 360 MHz (tab. I ) .  Tous les 
rksidus aminoacyls, aminohexanoyl, biotinyl ainsi que le motif porteur du pont disulfure 
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Tab. 1. Donnees de RMN-'H (360 MHz, (D,)DMSO) de Bio-NH(CH2),-SS-(CH2),CO-Gly-&Ahx-A1u'-Arg-Val- 
Tyr-lie-His- Pro- Phe (4N3) (5)a) 

Residus Coefficient H-N(2) H-C(2) H-C(3), H'-C(3) Autres 

6 ' J  6 6 ' J  2J 6 ' J  de temp. 
[PP~/KI 

Ala' 
Arg2 

H-N(5) 
va13 

Tyr4 

1ie5 

His6 

pro7 

- 3,9 
- 3.4 

- 2,1 
- 2,6 

- 3,4 

- 5,s 

- 4,9b) 

- 3,9b) 

- 4.3 

7,98 (d) 7,0 4,25 1,17(d) 7,l 
8,05(d)  8,l 4,25 1,65 

1,49 

7,50(d) 9,O 4,17 1,92 
7,48 ( t )  5,5 

7,99 (d )  8,4 4,50 2,72 - 

2,64 9,4 14,2 
7,79 (d) 8,7 4,14 1,65 

8,29 (d) 7,7 4,76 3,04 - 

2,92 - 

4,37 2,02 
1,78 

8,29 (d) 7,7 4$2 3,02 
2,91 

8,16 ( t )  5,7 3,866 

2 H-C(5) 
2 H-C(4) 

3 H-C(4) 
3 H'-C(4) 
Ho 
Hm 
H-C(4) 
H'-C(4) 
3 H'-C(4) 
3 H-C(5) 
H-C(2) (arom.) 
H-C(4) (arom.) 
2 H-C(4) 
H-C(5) 
H'-C(5) 
H" 
Hm 

R6sidusc) Coeff- H-N Autresc) ~- 
6 ' J  6 3J 6 'J *J 6 cient 

mb/K 

~ A h x  -4,2 7,76(t) 5,X 2H-C(6) 3,03 2H-C(2) 1,38 2H-C(3), 1,6-1,2 
2H-C(4), 
2H-C(5) 

brdSSS -4,3 7,95 ( t )  5,7 2H-C(12) 3,31 2H-C(13) 2,77(t) 7,0 
2H-C(15) 2,55 7,3 2H-C(14) 2,90 7,3 

Bio H-N( 1) 6,34 (s) H-C(3a) 4,13 H-C(6) 232 5,2 2H-C(7) 1,61 et 
1,45 

12,6 2H-C(8), 1,29 
2H-C(9) 1,8 

Bio H-N(3) 6,39 (s) H-C(4) 3,10 H'-C(6) 2,58 0 2H-C(10) 2,07 
H-C(6a) 4,30 

a) 

b, 

') 

Le signal residue1 du DMSO est pris comme refkence a 2,s ppm. Deplacements chimiques 6 ppm, coefficients 
de temp. en lo3 ppm/K (ppb/K) et constantes de couplage J e n  Hz. 
Ces deux valeurs peuvent Ctre interverties. 
Numerotation du bras biotinyle (arbitraire): 
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0 , 0  1 . 5  7 , 0  6,6 POrn 

DDm 

I i iHis 9 1  
His 

L 5 . e  
ppm.r,s .r,8 3.5 3 . 8  2,s z,8 1,s 

Fig.4. Sliectrr COSY RMN-'H a 360 MHz de la sonde hiotinylPe 5 enregiswe clans le (D6J DMSO d 305 K. Les 
zones plus particulierement intiressantes de 6,2 a 8,5 ppm (correlations H-N(2), H-C(2)) et 1 a 4,9 ppm 
(corrklations H-C(2), H-C(3)) sont reprksentees. (Bio(l), Hio ( 3 ) ,  Bio (4) etc. disignent les protons H-N(l), 

H-N(3), H-C(4) eic. du residu biotinyl. 

ont pu &tre attribuks en utilisant les techniques COSY (fig. 4) et NOESY (dktermination 
des effets Overhauser (NOE). 

Les signaux de RMN-'H de H-N(2), H-C(2) et H-C(3) constituent des systimes de spins caracteristiques 
des differents residus. Largement dtcrits [22], ces systkmes sont identifies a l'aide d'une experience de type COSY 
[23] [24]. LafiR.4 montre les deux regions les plus significatives de la carte COSY obtenue, I'une dans laquelle 
apparaissent les pics de correlation entre H-N(2) et H-C(2) et I'autre dans laquelle apparaissent le ou les pics de 
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correlation entre H-C(2) et H-C(3). Ainsi peut-on rapidement verifier la presence de tous les residus attendus sur 
la carte 2D (fig. 4 ) .  De cette faqon, nous avons pu determiner les deplacements chimiques du signal des protons 
amides, H-C(2) et H-C(3). Les ambiguitks d’attribution des trois systhmes H-C(3) et H’-C(3) correspondant 
aux residus aromatiques (His, Tyr et Phe) ont nCcessite une etude des effets Overhauser inter-residus, particdiere- 
ment cntre le H-C(2) du residu i et le H-N(2) du rCsidu i + 1) [25-27]. Ceux-ci sont obtenus dans une experience 
de type NOESY [28]. 

Le spectre RMN-‘H permet de caracteriser Gly (signal i 3,66 pprn couplC avec le t i  8.16 ppm) et de confirmer 
la substitution enparu, par le groupement azido, de Phe* (‘d’ Hortho a 7,31 et Hmrt, i 7,OO pprn). 

Les signaux des protons du cycle de la biotine sont rapidement identifies dans la carte COSY. 11s constituent 
deux systtmes de spins caracteristiques. D’une part H-C(3a) (4,13 ppm) est couplC avec H-N(3) (6,39 ppm) et 
H-C(4) (3,lO ppm), et d’autre part H-C(6a) (4,30 ppm) est couplC avec H-N(I) (6,39 ppm), H-C(6) et H’-C(6) 
(232 et 2,58 ppm). Les deux protons de jonction H-C(3a) et H-C(6a) sont couples entre eux. Les differents 
groupes methyltnes du bras clivable NH-C H2(12)-C H2(13)-SS-C H2(14)-C H2(15)-CO sont egalement 
identifies a partir du COSY. Le signal du CH2(12), voisin d’un atome d”, devrait sortir a champ plus faible que 
celui du CH2(13), voisin d’un atome d’S. Ceci est bien verifik puisque le proton amide ( t i  7,95 ppm) est COUPE aux 
2 H-C(12) (3,31 ppm), eux-mCmes c0upli.s aux 2 H-C(13) (2,77 pprn). Compte tenu de 1’6lectron6gativitC du S et 
du carbonyle, les signaux des CH2(14) et CH2(15) sont attendus cntre 3 et 2 ppm. Apres attribution de tous les 
protons dans cette region, deux signaux a 2,90 et 2,55 ppm, uniquement c0uplC.s entre eux, ont ett attribues 
respectivement aux 2 H-C(14) et 2 H-C(15). 

Except6 le t correspondant a H-N(5) de Arg (7,48 ppm), I’observation de trois protons amides sous forme de 
f (7,95 ppm (bras clivable), 8,16 pprn (Gly), 7,76 ppm (EAhx)) permet de conclure que les differents 6lCments 
constitutifs de la sonde sont bien lies entre eux par une liaison peptidique. Le proton amide de Ala, sous forme de d, 
indique bien sa liaison au residu EAhx 

Afin d’acceder A la conformation de la molecule 5, nous avons mesure les coefficients 
de temperature des protons amides (tab. 1 ) .  Les grandes valeurs obtenues (-2,6 
B -4,9. ppm/K) suggerent que tous ces protons sont accessibles au solvant et ne sont 
pas impliquts dans des liaisons H. De plus, les constantes de couplage ’J(H-N(2), 
H-C(2)) (7,0-9,0 Hz) traduisent des angles diirdres en accord avec une structure Ctendue 
de la partie peptidique de la molecule. Ceci se trouve vkrifie par les NOE H-C(2), 
H-N(2) inter-rtsidus qui sont plus intenses que les NOE intra-rbsidus. Aucun NOE entre 
I’heterocycle de la biotine et la partie peptidique, susceptible de traduire une proximiti: 
des deux extremitks de la molecule n’a pu Ctre mis en evidence. 

PropriCtCs biologiques. - Les propriktes biologiques de la sonde biotinylke seront 
rapportkes en detail ailleurs. Briirvement, les etudes de liaison pratiquees sur des membra- 
nes de foie de rat [29] donnent des rksultats trZs voisins de ceux obtenus avec I’angioten- 
sine I1 elle-mCme, en particulier une constante de dissociation Kd = 1 nM et une capacite 
de liaison maximale B,,, = 1,3 pmol/mg de protkines. La sonde permet par photoactiva- 
tion le marquage covalent d’une proteine glycosylke qui a toutes les caracteristiques du 
rkcepteur hkpatique de l’angiotensine I1 (masse molaire de 65 000 daltons) [lo]. 

Partie experimentale 

GinPrulitis. Les acides amink proteges sont de la forme L sauf precision contraire et sont fournis par Buchem, 
Nouubiochem et Fluka. L’ester actif de sulfosuccinimide 4 est fourni par fierce (NHS-SS-Biotin). Le rtactif BOP a 
8tt- offert par Sempa Chimie. [Sar’, [3H],Phe8]All est un don du Dr. E. Escher. La resine chloromethylee provient de 
chez fierce. Le CH2C12 est fraichement distill6 sur P20, et le MeOH sur son derive organomagnksien. (i-Pr),EtN et 
DMF sont distill6es d’abord sur CaH2, puis sur ninhydrine. DMSO, CF,COOH et tthanedithiol sont de Fluka. La 
synthhse en phase solide est pratiquee dans la cellule cn verre Pyrex d’un montage manuel. Le H F  est fourni par 
Matheson (Interchim). CH3CN est la qualit6 HPLC RS de Carlu Erba. Un papier humidifie est utilisk pour 
l’appreciation du pH en milieu organique. 
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HPLC.  L'equipement (Waters) est compose de deux pompes (6000 A ) ,  un formeur de gradient haute 
pression (modele 720), deux photometres (niodkle 440 pour 254 ou 280 nm et mod& 441 pour 214 nm), un 
enregistreur deux voies (Houston), une precolonne, un injecteur automatique (WISP)  pour les etudes anal. et un 
injecteur manuel (Rhkodyne, boucle 2 ml) pour les injections prep. Les fractions sont collectees automatiquement a 
l'aide d'un collecteur Frac 100 (Pharmacia) en mode detection de pic, a partir d'un seuil selectionne de densite 
optique. Sauf precision contraire, les injection3 anal. sont faites sur une colonne Lichrosorb C,, (5 Fm; 4 x 250 mm; 
Merck),  avec un debit de 2 ml/min. Les injections prep. sont faites sur une colonne C,, Partisil ODS 3 Magnum 20 
( Whatman) a un debit de 10 ml/min. Le syst'gme d'eluant entierement volatil H20/CH3CN acidifit. par 0,l % de 
CF3COOH (v/u) a toujours Ctt suffisant pour ces separations. Seuls des gradients lineaires sont utilists. Les % de 
CH,CN mentionnes sur IesJigures et dans le te:xte sont toujours ceux ( u / u )  qui coeluent avec le produit, corrections 
faites des volumes morts du systime HPLC (u,,). Les rapports d'absorption donnes le sont seulement a titre 
indicatif, tels qu'Cvalu6s a l'aide des photomems. Les derives diazo et azido sont maintenus a I'abri de la lumikre. 

Analyse dacides aminis. Les hydrolyses des pseudopeptides sont faites a l'abri de la lumiere dans des ampoules 
scellees sous vide avec HCI 6nz additionne de 1 % de phenol, pendant 21 h a 110". Les separations sont realisees 
aprts reaction avec le phthalaldthyde en utilisant la detection par fluorescence (appareil Waters). Pro, e Ahx, 
Phe(4N3) et Bio ne sont pas doses par cette teashnique. 

Spectroscopie RMN-'H. Tous les spectres ont Cte entregistrts a 305 K sur un spectromktre Bruker WM 360 
WB (360 MHz) equipe d'un systeme Aspect ,3000 avec des soln. de 8 mg de produit dans 0,5 mi de (D,)DMSO 
(99,8% D) dont le pic rCsiduel sert de reference a 2,5 ppm. Sans autre indication, les parametres d'acquisition 
sont les suivants: largeur spectrale = 4000 Hz, longueur d'impulsion = 4 ps (n/2 = 7,5 ~ s )  et temps d'acquisi- 
tion = 2,04 s pour 16 K points. Nous n'avons pas utilise de delai de relaxation. Le traitement a &ti. fait sur 32 K 
(resolution digitale = 0,24 Hz). Les correlations entre protons couples de fagon scalaire ont ete etablies a l'aide 
d'une experience a deux dimensions utilisant la sequence D,-90"-D2-45"-acquisition (COSY) [23] [24]. Pour 
l'acquisition, 512 dilais incrementables (D,) ont et8 utilises. Le traitement a etC fait en utilisant 2 K en F2 et 1 K e n  
F,. Avant la transform& de Fourier, les FID sont multipliees par une fenetre de type 'sine-bell' non decalee dans les 
deux domaines. Les correlations entre protons couples de fagon dipolaire ont ete obtenues en utilisant la sequence 
D,-90"-D0-90"-~,-90"-acquisition [28] en mode phase avec un temps de mClange T, de 300 ms et 256 dklais 
incrementables. Avant la transfornee de Fourier, les FID sont traitees par une 'sine-bell' dCcalCe de n/X en F2 et de 
a14 en F , .  

SynthPse en phase solide auec BOP. CF,COOH . Arg( Tos) - Val- Tyr(Dcb)-Ile-His(nBom) -Pro-OCH2-polys- 
tyrPne. Une resine chloromethylee (riticulee a 1 %; log; 1 B 2 mmol de Cl par g) est acylee avec Boc-Pro-OCs [30]. 
Le degre de substitution, determine par la methode a I'acide picrique [31], est de 0,45 mmol/g. L'incorporation de 
chaque residu aminoacyl, a partir de 5 g de Boc-Pro-resine (2,25 mmol), implique les &tapes suivantes: I )  Prelavage 
avec CF,COOH a 50% dans CH2C12 pendant 2 min; 2) deprotection avec CF3COOH a SO% dans CH2C1, durant 
30 min (1 YO d'ethanedithiol ajoute des l'incorporation de la tyrosine); 3 )  lavage avec CH2CI2 durant 2 min (3 fois); 
4 )  neutralisation avec 1 Cquiv. d'(i-Pr),EtN (290 mg) diluk dans du CH,C12 suivie immediatement par: 5 )  addition 
de 2 Bquiv. de Boc-acide amine, sous agitation constante, par exemple, pour le premier couplage: Boc-His(n Bom) 
( 5  mmol, 1,86 g) dans le mClange DMF/CH2C12; 6 )  addition de 2,2 Cquiv. de BOP (5 mmol, 2,2 g) et agitation; 7) 
addition graduelle de 3,2 equiv. d'(i-Pr,)EtN (7,2 mmol, 0,93 g) en 30 min environ, sous agitation constante (de 
cette fagon, la perte de peptide par formation de dicitopiperazine durant le couplage est particulierement reduite 
[IS]); 8) addition d'(i-Pr),EtN pour maintenir le pH aux environs de 7 a X et test qualitatif a la ninhydrine [32] apres 
2 h, alors que le pH reste stable; 9 )  lavages avec CH2C12 (2 fois) et test supplementairc a la ninhydrine. Ces 
operations sont repetees jusqu'a l'incorporation de Boc-Arg(Tos) et suivies des operations 1-3. La peptidylresine, 
sous forme de trifluoroacetate, est sechee sous vide en presence de KOH et pesee. A cette &tape, le gain en poids est 
de 3 g. c'est-a-dire la quantite previsible de peptide protege correspondant a une substitution finale de 0,3 mmol/g 
de peptidylresine. 

Tab. 2. Rapports dabsorption des composants du mklange de couplage de 1 et 2 et du mPlange saponijii 

Produit HOBt Phe(N,) Phe(N,)-OMe BOP Fmoc-Gly-. . . Fmoc-Gly-. . . Gly-. . . Dibenzo- 
(2) . . .-Pro (1) . . .-Phe(N3)0-Me (7) . . .-Phe(N,) (3) fulvene 

%CH,CN10 16 22 ;!8 41 50 32 56 
~ 7 i d I ~ 7 5 d  8 0,s 0,s 2 3  2 2,3 0 8  
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Modulation-N-terminale: Fmoc-Gly-eAhx-Ala-Arg- Val-Tyr-Ile-His-Pro. 2 CF3COOH (1 ‘2  CF,COOH). Un 
aliquote de peptidylresine (1 g. ca. 0,3 mmol) est acylt selon le mime processus, successivement avec Boc-Ala, 
Boc-eAhx et Fmoc-Gly. Apris une sCrie de lavages (DMF, CH2Cl2, MeOH et CH2C1,), la peptidylresine est sechee 
sous vide. 

Cliuage et diprotection par HF. La peptidylresine est traitie (1 g) par H F  (20 ml) en presence d’anisole (15%), 
1 h a 0”. Apris evaporation du H F  (30 min), I’anisole est Climine par des lavages a l’Et20 et le peptide extrait de la 
resine successivement par H,O/CH,CN/CF,COOH 80 :20:0,1 ( u / u )  et par CH,COOH 50% ( u / u ) .  Les s o h .  
obtenues sont filtrees et lyophiliskes separCment pour donner 190 et 220 mg de 1 brut sous forme de trifluoroacitate 
et d’acetate respectivement. 

Purification HPLC et caractirisation. Une soh. de 50 mg de 1 brut dans 500 pl de DMSO (qualit6 spectr.) est 
centrifugee puis injectee sur une colonne C,, semi-prep. Whatman O D s  3 de 2,2 x 500 cm (elution avec CH3CN/ 
H,O/CF,COOH 38 :62:0,1 (v/u) a 10 ml/min). Apris elution du produit (240 ml), un rapide gradient jusqu’i 60% 
de CH,CN klimine les produits lipophiles. Les fractions anal. pures de 1 (contrGICes par HPLC) sont rassemblees 
(27 mg) et le produit est caractinst par RMN-’H dans lc (D,)DMSO. En particulier, les protons arom. du groupe 
Fmoc sont identifies (d  a 7,89-7,71, t I 7,43-7,33) ainsi que le CHCH,OCO (m a 4,24,3), prouvant la bonne 
resistance du groupement i I’acidolyse par HF. 

Gly-eAhx-Ala-Arg- Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe(4N3) (3). Couplage de segments auec BOP. Tel qu’issu du clivage 
par HF, 117 mg de 1 brut, sous forme de trifluoroacttate (estime a 30 pmol), sont dissous dans 500 pl de DMSO 
(qualit6 spectr.) additionnes de 15 mg (ca. 60 pmol) de CF3COOH.Phe(4N,)-OMe (2.CF,COOH) et de 13 mg de 
BOP (ca. 30 pmol). Le pH est maintenu aux environs de 8 par addition d’(i-Pr),EtN (ca. 50 pl, 300 pmol). Des 
aliquotes de 1 pl sont preleves au cours du temps et a1longC.s de 200 p1 d’H,O/CH,CN/CF,COOH 50: 50 :0,1 (v/v) 
pour bloquer le couplage par rkacidification. L‘hquivalent de % de pl de melange reactionnel est inject6 sur une 
colonne anal. C,, et Clue par un gradient de CH,CN de 1 % par min de 0-70% avec un debit de 2 ml/min. Les 
produits sont detectes par leur absorption UV simultankment i 254 et 214 nm. Lafig. I montre la composition du 
melange en debut de couplage (fig. l a )  et aprts 1 h (fig. Ib) .  Les differents produits sont identifies par injection 
separke. Le DMSO, solvant de couplage, est elue immkdiatement. I1 n’absorbe qu’a 214 nm. Un pic, attribuable au 
reactif BOP, apparait transitoirement en debut de couplage, mais le reactif est consommC et vraisemblablement 
plus ou moins hydrolyst. dans les conditions de l’analyse. Les Yo approximatifs de coelution en CH,CN peuvent 
Ctre dttermines sur les chromatogrammes. Les rapports d’absorption entre 214 et 254 nm facilitent considbrable- 
ment l’identification des produits (tab. 2). La fig.  l a  montre l’apparition du produit de la reaction 7, le plus 
lipophile, en debut de couplage. Lorsque la reaction n’evolue plus, l’addition d’une quantite complkmentaire de 
BOP et d’(i-Pr),EtN permet une quasi totale utilisation du synthon 1 (qui est le plus important segment) ainsi que 
Ie montre lafig. 16. donc un rendement optimal puisqu’aucun produit parasite n’apparait. 

Saponification. Pour pikger les espBces activees, 35 mg de resine benzhydrylaminee neutralisee (ca. 20 pmol de 
NH2) sont ajoutis [20], un pH de l’ordre de 9 est maintenu par addition d’(i-Pr),EtN durant quelques h. Puis 1,s ml 
de NaOH M est ajoute au melange de couplage brut et agiti.. Un abondant precipite blanc se forme. Apres 15 min, 
le melange est reacidifie par du CF,COOH M ( 1  50 pl) et debarrasse par centrifugation du dibenzofulvene precipitt 
(couche supkrieure) et de la resine (culot). L‘achivement de la reaction est contrBle en RP-HPLC (fig. 1c) par la 
totale disparition du pic de Fmoc-Gly-. . .-Phe(4N3)-OMe (7). La saponification touche egalement l’excis de 
Phe(N,)-OMe qui est deprotege. Comme prtvisible, le produit de couplage 7, N- et C-protege, est le plus lipophile. 

Remarque. En fin de couplage (fig. Ib) ,  un produit trks lipophile, de forte absorption relative a 254 nm, non 
touche par la saponification, apparait. I1 a ete identifie au dibenzofulvhne par comparaison avec le produit de la 
dhprotection de Fmoc-Gly (HPLC) et par comparaison avec le precipite obtenu au cours de la saponification. 

HPLC semi-prkp. La soln. brute issue de la saponification (600 pl) est injectee sur la colonne semi-prep. Le 
DMSO est d’abord 6lu6 par H,O/CF,COOH 1000:l ( v / v ) ,  puis un gradient d’ilution est pratiquC de 0-70% de 
CH,CN a raison de 1 % et 10 ml/min sauf dans la region du produit attendu ou le gradient est limite i0 ,2  % min. Le 
pic coeluant avec 33% de CH,CN est fractionne et collecte (f ig.2a).  Les diffhrentes fractions sont contrdees en 
HPLC anal. (fig. 2b ) ,  et les plus pures sont rassemblees et lyophiliskes (28 mg). 

Bio-NH(CH,),-SS-(CH,),CO-Gly-eAhx-Ala-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe(4N~~ (5). A 5,l mg (3 pmol) de 3 
dans 500 p1 de DMSO anh., 5 mg (ca. 8 pmol) de 4 (NHS-SS-Biotin de Pierce) sont ajoutes. Le pH est port6 vers 
7-8 a l’aide d’(i-Pr),EtN (ca. 5 pl, 30 pmol). Apres 5 min, le pH est rCajustC avec de l’(i-Pr),EtN (ca. 5 pl). Apris 15 
min, le milieu est dilue par 500 pl de CH,CN/H,O 1 : 1 (viv) et reacidifie par du CF,COOH (ca. 10 pl). La HPLC 
anal. en mode gradient (0--60% de CH3CN, 1 % et 2 ml/min) montre la disparition de 3 qui coelue avec 34% de 
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CH,CN et l’apparition d’un pic nettemeut majoritaire qui coelue avec 40% de CH3CN. Le melange est inject6 sur 
la colonne de RF-HPLC semi-prep. (Whatman O D s  3; 2,2 x 50 cm; 10 pm) et &lu& a 10 ml et 0,2 % de CH3CN/min 
en mode gradient (fig.3). Le pic principal, qui coelue avec 38% de CH3CN dans ces conditions, est collect&, 
lyophilist (4 mg) et contr61e par HPLC anal. Deux essais identiques ont fourni au total 8 mg de produit, consacres 
a I’itude RMN-’H. La mCme methode, extrapolee i de plus grandes quantites, a permis d’obtenir 50 mg de produit 
pur en une seule injection d’HPLC semi-prep. 
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