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INTRODUCTION

La découverte de nouveaux médicaments est liée aux produits naturels isolés de
plantes, sources importantes de substances biologiquement actives, soit sous leur forme native

soit comme modeles pour la synthése de nouvelles molécules.

Parmi ces substances naturelles, les cyclopeptides constituent un groupe important car
ils sont doués de propriétés biologiques variées. lls sont biosynthétisés pour la plupart
d’organismes vivants, microorganismes, plantes et animaux. La gramicidine S est un
cyclopeptide antibactérien produit par différentes souches de Bacillus, alors qu’a partir d’un
champignon phytopathogéne Alternaria tenuis a été isolée la tentoxine impliquée dans les
interactions toxiques. Un autre champignon microscopique Tolypocladium inflatum a produit
la cyclosporine A qui joue un réle important dans les phénomenes de rejet de greffes

d’organes.

L’isolement des premiers cyclopeptides des plantes supérieures a débuté avec la
découverte des hétérophyllines A et B par Tan et al.. Depuis, plusieurs composés de 1 a 31
résidus ont été isolés de plusieurs familles de plantes: Annonaceae, Caryophyllaceae,
Euphorbiaceae, Labiateae, Rhamnaceae et Rubiaceae.

Dans le genre Jatropha, des peptides cycliques de 6, 7, 8 et 9 résidus ont été isolés avec les

travaux de Baraguey et al. et de Horsten et al.

Pour notre contribution a I’étude des cyclopeptides des plantes, nous avons procédé
dans ce travail de DEA a I’isolement et a la purification des cyclopeptides du latex de
Jatropha integerrima et deux produits nouveaux de 7 et 8 résidus amino acides ont été
obtenus. Les séquences ont été réalisées par spectrométrie de masse en tandem (MS / MS) et
par spectrométrie de résonance magnétique nucléaire a deux dimensions, homo et
hétéronucléaire (*H et ** C). Tous les peptides isolés ont ensuite été soumis a des tests

biologiques afin de déterminer leurs propriétés cytotoxiques vis-a-vis des cellules tumorales.

Rapport- gratuit.com @



CHAPITRE I - ASPECTS BOTANIQUES ET PHYSICOCHIMIQUES
DES EUPHORBIACEAE

| - CLASSIFICATION DE LA FAMILLE DES EUPHORBIACEAE

La famille des Euphorbiaceae appartient a I’ordre des Euphorbiales, a la sous classe
des Dialypétales et a la classe des Dicotylédones. Cette famille hétérogéne est représentée par
des arbres, arbustes et des especes cactiformes. Elle est caractérisée par des carpelles soudés
et fermés, des fleurs unisexuées, des fruits généralement tricoques. La famille des
Euphorbiaceae est composée de 8 000 a 10 000 especes (Kerharo J. et Adam J.G., 1974) dont
85 especes ont été décrites au Sénégal (Berhaut J., 1975).

Certaines especes sont exploitées pour leurs valeurs nutritionnelle et industrielle et
d’autres sont utilisées dans la pharmacopée traditionnelle. Jatropha multifida et Euphorbia
pulcherima sont utilisés comme plantes ornementales alors que Hevea brasiliensis fournit du
caoutchouc. Ricinus communis fournit de I’huile de Ricin et le manioc, Manihot esculenta, est

un aliment largement consommeé en Afrigue.

I-1 - Le genre Jatropha

Le genre Jatropha comprend environ 160 especes originaires d’Amérique centrale et
du sud. Les plus connues sont :
- Jatropha curcas : la graine fournit une huile utilisée comme biocarburant et
comme colorant.
- Jatropha gossypifolia : I’huile est purgative et la racine est utilisée contre la
lepre.
- Jatropha podagrica et Jatropha integerrima: plantes ornementales tres
utilisées.

- Jatropha multifida ou arbre corail : les feuilles sont consommeées au Mexique.

I-2- Jatropha integerrima

Encore appelée Jatropha hastata en raison de la forme des feuilles qui sont hastées.

Elle est originaire des Antilles plus particulierement de Cuba. Cette espéce se trouve dans de



nombreuses regions : USA, Afrique. Elle est cultivée pour son utilisation comme plante
ornementale. C’est un arbuste toujours vert pouvant atteindre 3 m de haut caracterisé par des
feuilles persistantes, simples et fasciculées, une inflorescence habituellement constituée en 4 a
5 fleurs a base commune et des fleurs lumineuses en groupe, rotationnelles symétriques
rouges.

I1- TRAVAUX ANTERIEURS

11-1- Constituants chimiques

Ces travaux ont permis de mettre en évidence des substances chimiques variées

portant sur les différentes parties de la plante.

a- Les tanins

Plusieurs auteurs ont signalé la présence de tanins dans les parties antérieures de la
plante (feuilles, fleurs).

b- Les flavonoides

Ils ont été isolés de I’extrait hydroalcoolique de la plante totale.



c- Autres produits

De nombreux autres produits naturels ont été isolés de Jatropha integerrima tels que
les acides aminés, les stérols, les alcaloides et les monoterpénes.
La richesse de Jatropha integerrima en produits chimiques divers justifie les nombreuses

propriétés biologiques et pharmacologiques.

11-2 - Recherches éthnopharmacologiques

De nombreuses proprietés biologiques (antidiarrhéiques, anti-infectieuses et
antibactériennes) ont été décrites pour les différentes parties de la plante. Le décocté de la
plante entiére est proposé dans le traitement des diarrhées et de la dysenterie. L’extrait
hydroalcoolique des feuilles et des tiges est actif sur Echerichia coli, Staphylococcus aureus
et sur certains parasites tels que le Plasmodium falciparum. Une activité anti-inflammatoire

(traitement de brllure) et une activité coagulante de I’extrait aqueux ont été décrites par

Adjanouhoune.



CHAPITRE Il - LES CYCLOPEPTIDES NATURELS

GENERALITES

Les cyclopeptides naturels sont des composés doués de propriétés biologiques comme
antibiotiques, comme toxines, comme hormones mais aussi comme agents de transport
ionique (Ovchinnikov et al., 1975). Des travaux antérieurs ont fait apparaitre des propriétés
cytotoxiques vis-a-vis des cellules tumorales et une activité immunomodulatrice en particulier
immunosuppressive. Ces composés sont aussi caractérisés par une diversité de leurs
séquences (nature des acides aminés impliqués, taille des cycles, mode d’enchainement
séquentiel) et par une variété de leurs structures tridimensionnelles. Nous allons décrire
brievement les principaux types de cyclopeptides naturels, leur répartition dans les
organismes vivants et leurs intéréts biologiques en les classant par la taille du cycle
peptidique. Il convient de noter la variété des organismes producteurs, microorganismes
bactéries et champignons, plantes, invertébrés terrestres et marins. Les cyclopeptides naturels
sont formés selon les organismes producteurs, soit uniquement d’acides aminés protéinogenes
donc de la série L, soit d’alternance d’acides aminés D et L, soit encore d’acides aminés non

protéinogenes de structures variées.

I- LES CYCLODIPEPTIDES OU DICETO — 2,5 - PIPERAZINES.

Les cyclopeptides formés de deux acides aminés comportent deux liaisons amides et
sont aussi appelés dicéto—2,5-pipérazines. 1ls sont souvent biosynthétisés par des
champignons filamenteux et dans de nombreux organismes marins (éponges). lls sont souvent
des phytotoxines ou des mycotoxines (Prasar, 1995).

Le représentant typique est la gliotoxine, mycotoxine produite par plusieurs
champignons pathogénes tels Gliocladium virens et Aspergillus fumigatus.

La gliotoxine présente dans sa structure un pont disulfure et se caractérise par une
diversité de propriétés biologiques: antifongique, antibactérienne, antivirale et
immunomodulatrice, mais sa toxicité empéche son utilisation thérapeutique (Waring et al.,
1996, Haraguchi et al., 1997).



Figure 1 : Structure de la gliotoxine

I1- LES CYCLOTRIPEPTIDES
La plupart des cyclotripeptides décrits dans la littérature sont en réalité des

cyclopeptides alcaloides produits soit par des plantes de la famille des Rhamnaceae comme la
frangulanine de Zizyphus lotus, ou d’éponges marines comme I’eurypamide A de Microciona
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o-aminé 0 \ \
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Figure 2: Motifs caractéristiques des cyclopeptides-alcaloides, exemple de la frangulanine

I11- LES CYCLOTETRAPEPTIDES

Un nombre important de phytotoxines fongiques sont des tétrapeptides cycliques.
C’est le cas de la tentoxine, peptide cyclique a quatre résidus possédant des acides aminés N-
substitués incluant un a, B déshydroamino acide et portant des chaines latérales alkylées et
aromatisées ( Meyer et al., 1975, 1983). Elle est produite par Alternaria tenuis, un

champignon phytopathogéne responsable de chlorose chez les plantes.
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Figure 3 : Structure de la tentoxine

IV- LES CYCLOPENTAPEPTIDES

Plusieurs cyclopentapeptides ont été extraits des plantes de la famille des
Caryophyllaceae et ont fait I’objet d’études biologiques et conformationnelles.
Ainsi, la pseudostellarine A, isolée des racines de Pseudostellaria heterophylla, présente une
forte activité inhibitrice de la tyrosinase et de la production de mélanine (Morita et al., 1994 a
et d). Les segétalines G et H issues de graines de Vaccaria segetalis sont des peptides
présentant une activité cestrogene chez le rat, activité qui est perdue par linéarisation du
peptide (Morita et al., 1997).

Pseudostellarine A Ségétaline H

Figure 4 : Structure de la pseudostéllarine A et de la ségétaline H (les traits discontinus représentent
les liaisons hydrogene intramoléculaires)



V- LES CYCLOHEXAPEPTIDES

De nombreux cyclohexapeptides ont été caractérisés chez les microorganismes, les
invertébrés marins et les plantes supérieures. Ainsi, des cyclohexapeptides ne comportant que
des acides aminés protéinogénes ont été isolés de la famille des Caryophyllaceae et des
graines d’Annonaceae. A titre d’exemple nous citerons I’annomuricatine C et le
cherimolacyclopeptide A isolés respectivement des graines d’Annona muricata (carosol) et
d’A. cherimola (chérimolier). Ces deux composés sont doués d’une activité cytotoxique

antitumorale sur les cellules cancéreuses KB. (WEélé et al., 2002, 2005)
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Figure 5 : Structures de la ségétaline A et de la dichotomine A isolées de Vaccaria segetalis et de Stellaria
dichotoma.

VI- LES CYCLOHEPTAPEPTIDES

Les cyclopeptides de sept résidus forment une classe relativement importante et ont été
isolés de microorganismes, d’organismes marins et de plantes supérieures. Plusieurs d’entre
eux ont été isolés de la famille des Caryophyllaceae, des Euphorbiaceae et de la famille des
Annonaceae. Le genre Jatropha de la famille des Euphorbiaceae renferme plusieurs
heptapeptides. C’est le cas de la cyclogossine A de Jatropha gossypifolia (Horsten et al.,
1996) de la podacycline B de Jatropha podagrica (Van der Berg et al.,, 1996), des
mahafacyclines A et B de Jatropha mahafalensis (Baraguey et al. , 2000, 2001) et des
pohlianines A et B de Jatropha pohliana (Auvin et al., 1999). Une activité antipaludique
modérée sur Plasmodium falciparum a été observée pour les mahafacyclines A et B et les

pohlianines A et B avec des ICsg respectivement de 16, 2,25 et 50 pg/ml.
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Figure 6 : Conformation privilégiée de la pohlianine A en solution dans le DMSO-d¢ (A) et de la mahafacycline
A. Les traits en pointillés représentent les liaisons hydrogéne intramoléculaires

VII- LES CYCLOOCTAPEPTIDES

Plusieurs cyclooctapeptides ont été isolés de graines de diverses especes
d’Annonaceae par le Docteur Alassane WEéIé. C’est le cas des chérimolacyclopeptides A et B
et de la cyclosénégaline B doués d’activité cytotoxique antitumorale sur les cellules
cancereuses KB.

Parmi les cyclooctapeptides, le cyclolinopeptide E ou cyclo(Pro-Leu-phe-lle-Mso-
Leu-Val-Phe) isolé de Linum usitatissimum a montré une activité immunosuppressive
importante (Morita et al., 1999).
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Figure 7 : Structure du peptide de synthése, analogue du cyclolinopeptide a. les traits en pointilles représentent
les liaisons hydrogenes intramolléculaires



VIII- LES CYCLONONAPEPTIDES ET HOMOLOGUES SUPERIEURS

Nous citerons dans cette rubrique, le chérimolacyclopeptide F, cyclononapeptide isolé

des graines d’Annona cherimola (Wélé et al., 2005).

Le cyclolinopeptide A, renfermant neuf résidus aminoacides, est doué d’une activité
immunosuppressive qui est décrite comme comparable a celle de la cyclosporine A. C’est un
peptide trés hydrophobe dont la séquence est cyclo(Pro-Pro-Phe-Phe-Leu-lle-l1le-Leu-Val) et
qui a été isolé des graines du lin, Linum usitatissimum. La curcacycline B est un
cyclononapeptide isolé du latex de Jatropha curcas, une Euphorbiaceae. Curieusement il

augmente I’activité rotamase de cette proteine (Auvin et al., 1997).

Un cyclododécapeptide, la cycloléonurine, a été extrait de Leonurus heterophyllus et

posséde une activité immunosuppressive importante.

L’ immunosuppresseur le plus important est la cyclosporine A (CSA), un cyclopeptide
de onze résidus hydrophobes, isolé d’un champignon microscopique, Tolypocladium inflatum
par le laboratoire SANDOZ. Elle est devenue un médicament immunosuppresseur majeur
utilisé en clinique pour éviter les rejets de greffe d’organes. Sa structure a été déterminée en
1976. Elle inhibe I’activation des lymphocytes T cytotoxiques.
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Figure 8 : Structure de lafcyclosporine A
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Récemment, a partir de deux familles de plantes, les Violaceae et les Rubiaceae, des
cyclopeptides comportant un macrocycle d’environ trente (30) résidus et présentant des
activités variées ont été isolés. Ce sont les varvpeptides A-H de Viola arvensis ( Géransson et
al., 1999), les cycloviolins A-D extraits de Leonia cymosa (Hallock et al., 2000), une autre
Violaceae et qui ont présenté une activité anti HIV et les cycloviolacines O;-O1; de Viola
odorata. Ces cyclopeptides renferment six cystéines formant trois ponts disulfures. Ces
peptides ont de grandes analogies de séquences avec des peptides isolés des Rubiaceae tel le
cyclopsychotride A (Withesup et al., 1994), un peptide cyclique de 31 résidus isolé de
Psychotria longipes qui inhibe la liaison de la neurotensine a son récepteur, telles les
circulines A et B issues de I’arbre tropical Chassalia parvifolia et qui inhibent la réplication et
les effets cytopathogenes du virus de I’'immunodéficience humaine (HIV) (Gustafson et al.,
1994). Parmi les cyclopeptides a large macrocycle et avec des conformations particuliéres, il
convient de mentionner la microcine J25, cyclopeptide de 21 résidus présentant une forte
activité antibactérienne et isolé de I’entérobactérie Escherichia coli (Blond et al., 2001).

Ce survol bibliographique, non exhaustif, montre les grandes variétés des
cyclopeptides naturels : variétés des séquences hydrophobes ou plus ou moins polaires,
variétés de la taille des cycles de 2 a 31 residus et variétés des activités biologiques.
Remarquablement ils sont biosynthétisés par de nombreuses classes d’organismes :

microorganismes, invertébrés marins et organismes supérieurs dont les plantes.

11



CHAPITRE 111 - ISOLEMENT ET CARACTERISATION DES
CYCLOPEPTIDES DU LATEX DE Jatropha

Ce travail s’inscrit dans le cadre d’un programme de recherche et d’études de
cyclopeptides d’origine végétale visant a mettre en évidence des peptides cycliques de
structure originale et d’en évaluer des propriétés biologiques, comme antibiotique,
antiparasitaire, cytotoxique et immunomodulateur.

Il a porté sur le latex de Jatropha integerrima Euphorbiaceae

I- COLLECTE DU MATERIEL VEGETAL

Le latex (50 ml) a été collecté au niveau du jardin des plantes de I’Hbtel Méridien-
Président et du jardin botanique de la Faculté des Sciences et Techniques, par incision au
niveau des feuilles et des tiges en novembre 2004. Il se présente sous forme de liquide

blanchétre, un peu visqueux. Il est immédiatement conserveé a froid a 8° C.

I1- EXTRACTION ET ISOLEMENT DES CYCLOPEPTIDES

Le latex de Jatropha integerrima est repris par 200 ml d’eau distillée. Le mélange
eau + latex est introduit dans une ampoule a décanter contenant 250 ml d’acétate d’éthyle.
Apres agitation énergique, la phase organique (acétate d’éthyle) contenant les cyclopeptides
est récupérée et évaporee a sec. Cette operation est répétée trois fois et a donné un extrait

organique brut.

I11- SYSTEMES CHROMATOGRAPHIQUES

La phase organique est évaporée a sec et est analysée par chromatographie sur couche
mince (CCM). Les peptides sont repérés durant les différentes étapes de I’isolement et de
purification par CCM sur gel de silice Merk 60F2s4 (0,2 mm, support aluminium) avec
comme solvant de migration un melange CH,Cl,/MeOH (90/10 ou 85/15). La détection des

peptides cycliques se fait par la coloration au chlore/ortho-tolidine.

12



111-1- Chlore/ortho-tolidine

Cette méthode de coloration permet de réveler les composes peptidiques par la
formation d’une coloration bleue. Ce réactif est sélectif des substances contenant le
groupement amide -NH-CO- qui donne une couleur bleue aprés conversion en chloramide. Il
est utilisé pour révéler les cyclopeptides qui sont dépourvus des extrémités N-terminales
libres.

Cette technique de coloration se déroule en deux étapes.

a- Chloration

La plaque est placée pendant 15 mn dans un milieu contenant du chlore formé in situ
par la réaction de I’acide chlorhydrique (HCI) concentré sur des cristaux de permanganate de

potassium (KMnQy,).

b- Révélation

Apres élimination de I’excés de chlore sur la plagque, celle-ci est immergée dans une solution
aqueuse d’ortho-tolidine dont la composition est la suivante : 80 mg d’ortho-tolidine, 15 ml

d’acide acétique, 0,5 mg d’iodure de potassium et compléter a 200 ml d’eau distillée.

111-2- CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE D’EXCLUSION STERIQUE

La fraction brute de masse m=280 mg est dissoute dans 3 ml de méthanol. L ensemble
est soumis a une chromatographie sur colonne d’exclusion stérique sur gel de Séphadex LH20
(Pharmacia Biotech, limite d’exclusion pour M > 1000 Da).

L’élution est réalisée avec du méthanol. Les cyclopeptides sont des molécules de
grande taille (600-1000 Da) et sont en général récupérés dans les fractions de téte. Cette étape
permet d’éliminer une grande partie des molécules de petite taille et de réduire le nombre de
chromatographie sur gel de silice. On procede parallelement a une CCM pour identifier les

fractions contenant les cyclopeptides par I’apparition de spots bleus sur le chromatogramme.
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Il est judicieux a ce moment de faire une étude par RMN pour confirmer la présence
de cyclopeptides dans ces fractions par I’observation des protons amides sur le spectre RMN.
Les différentes fractions de téte contenant les cyclopeptides sont regroupées puis évaporées a

sec. L’extrait peptidique obtenu est pesé m =140 mg.

111-3- Chromatographie sur colonne de gel de silice SiO,

Les conditions d’elution ont été déterminées au prealable sur CCM puis transposees
pour la chromatographie sur colonne. La colonne est éluée avec un systeme de gradient de
solvant CH,Cl,/MeOH. Il sera nécessaire de procéder a plusieurs chromatographies sur
colonne gel de silice a cause de nombreuses autres substances qui sont extraites par I’acétate
d’éthyle. Les fractions donnant des spots bleus, bien individualisés par CCM, avec o-tolidine
comme systéeme de révélation sont ensuite utilisées pour la CLHP. Une masse de 80 mg a été

obtenue aprés chromatographie sur colonne gel de silice.

I11-4- Séparation par Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP)

La fraction peptidique obtenue aprés chromatographie sur gel de silice SiO,
(m=80mg) est soumise a différentes étapes de chromatographie liquide haute performance
(CLHP) en phase inverse (surface non polaire et une phase mobile polaire) sur un appareil
Merck équipé d’une pompe L-6200, d’un injecteur automatique AS-2000 muni d’une boucle
d’injection de 100 pl et d’un détecteur UV-L4000 réglé a 220 mm et connecté a un
enregistreur GILSON NI. Les solvants utilisés sont préalablement dégazés par filtration sur
une membrane nylon de 0,45um. Les séparations sont réalisées sur colonne semi-préparative
(débit 2 ml/min) de type Kromasil Cig (5 pm, longueur 250 nm, diametre 7,8 mm, AIT

France).

On effectue d’abord une chromatographie en gradient de concentration méthanol/eau
(débit de 2 ml/min; volume injecté 80 pl, sensibilit¢ 2,5 ou 1.0) afin de déterminer les
conditions d’obtention des différents produits puis une chromatographie dans des conditions

isocratiques (72/28) pour optimiser la purification.

Ainsi la fraction peptidique de Jatropha integerrima a donné deux peptides
correspondants a deux pics chromatographiques observés sur le chromatogramme. Ces deux
composés sont dénommés intégerrimacyclopeptide A (tr: 18,8 min; m =12 mg) et

intégerrimacyclopeptide B (tr : 20,5 min ; m =7 mg).
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1\VV- DETERMINATION DE LA COMPOSITION EN ACIDES AMINES ET DE LA CHIRALITE

Les différents peptides cycliques ont été hydrolysés en milieu acide (HCI 6 N, 110 °C,
24 heures) puis les amino acides vont subir une estérification de la fonction carboxylique par
I’alcool isopropylique et une condensation de la fonction amine sur I’anhydride

trifluoroacétique.

R R ) R
CL iPrOH / HCI cr|| (CR5CO,),0 )J\ CL
— + OHO ————— i+ CF4CO,H
N Dco, 110°C,30min N Scogipr 110°C, 10 min  p,c T/ CO,iPr
H

Figure 9: Conversion des résidus en esters isopropyliques de N-trifluoroacétyl-aminoacides.

Les esters propyliques de N-trifluoroacétyl-aminoacides sont analysés par CPG et les
différents acides aminés sont identifiés par comparaison de leur temps de rétention avec ceux
des acides amineés de référence dérivés dans les mémes conditions ; le premier chiffre indique
le temps de rétention de la série D et le deuxiéme chiffre correspond au temps de rétention de
lasérieL: -Gly (14,6) ; pL-Thr (14,5 ;15,2) ; p.-lle (16,2 ;16,9) ; p.-Pro (18,0 ;18,2) ; p.-Ser
(18,2 ;18,8) et p -Leu (18,1 ;19,2).

Tous les acides aminés des deux peptides cycliques ont une configuration de type L.
La composition en acides aminés d’intégerrimacyclopeptide A (m/z 766) a permis de noter la
présence de trois résidus de lle, de deux résidus de Leu, de deux résidus de Gly et d’une Ser,
par contre intégerrimacyclopeptide B (m/z 651) est composé de deux résidus de lle, de deux
Gly, d’une Leu, d’une Thr et d’une Pro en relation avec les masses des différents peptides

cycliques.

V- CYTOTOXICITE SUR LES CELLULES CANCEREUSES DU NASOPHARYNX HUMAIN KB

Les tests de cytotoxicité in vitro ont été réalisés sur des lignées cancéreuses du
nasopharynx humain KB a I’institut de chimie des substances naturelles (ICSN-CNRS ; Gif-
sur-Yvette) par une méthode colorimétrique décrite par Scudiero et al. La concentration
(ICsp) correspondant & 50% d’inhibition de la croissance cellulaire est déduite. Selon les
auteurs Geran et al., un composé pur ayant une ICsq inférieure a 4 ug/ml est considéré comme

actif.
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CONCLUSION
Intégerrimacyclopeptide A (0,46 + 0,4 ug/ml) et intégerrimacyclopeptide B

(0,66 + 0,8 pg/ml) ont présenté une importante activité cytotoxique sur les cellules

cancéreuses du nasopharynx humain KB.
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CHAPITRE IV - ETUDE SEQUENTIELLE DE PEPTIDES PAR
SPECTROMETRIE DE MASSE

|- GENERALITES

Parmi les méthodes classiques d’analyse séquentielle de peptides linéaires et de
protéines, celle d’Edmann est la plus utilisée. Elle consiste a faire réagir en milieu basique
I’isothiocyanate de phényle avec le peptide. Le produit formé aprés clivage en milieu acide est
alors la phénylhydantoine de I’acide amine N-terminal qui est ainsi identifié par
chromatographie. La fonction amine de I’acide aminé suivant étant régénérée, la réaction est
répétée successivement pour chaque acide aminé du peptide et la séquence compléte est ainsi
déterminée. Le séquencage biochimique d’un peptide peut se faire également a partir de
I’extrémité C-terminale par I’utilisation d’une carboxypeptidase qui libere 1I’un aprés I’autre

I’acide aminé C-terminal, lequel est identifié.

Les peptides cycliques et les peptides dont les extrémités C et N terminales sont
bloquées ne peuvent pas étre séquencés par ces methodes. Les méthodes spectrometriques

(spectrométrie de masse) sont alors des méthodes appropriées.

En spectrométrie de masse, les ions formes par fragmentation d’un cyclopeptide sont
nommes selon la nomenclature introduite par Roepstorff (1984) et Biemann (1988). On
définit ainsi les ions b, et y, issus de la rupture de la liaison amide selon que la charge
positive est conservée sur le fragment N-terminal (b,) ou C-terminal (y,). De méme la rupture
de la liaison entre Ca et CO conduit a la formation de la série d’ions a,. La différence de
masse entre deux ions consécutifs de la méme série b, ou a, correspond a la masse du résidu
éliminé et permet ainsi de déterminer I’enchainement des acides aminés, une limite est la
difficulté de différencier deux isomeres tels que Leu et lle. Les autres types de fragments sont

plus rarement observés.

I1- SEQUENCAGE DE PEPTIDES CYCLIQUES

L’observation des ions quasi-moléculaires [M+H]", [M+Na]® et [M+K]" sous
ionisation ESI (Electro Spray lonisation) permet de déterminer la masse moléculaire. Par
contre le séquencage des peptides cycliques par spectrométrie de masse en tandem MS/MS est
tres délicat en raison des multiples possibilités de rupture du peptide durant la collusion car la

protonation se fait aléatoirement sur tous les azotes de la molécule.
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Figure 10 : Nomenclature des ions obtenus en spectrométrie de masse par fragmentation du squelette et des

OH

m-(n+1)

chafnes latérales d’un peptide selon Roepstorff modifiée par Biemann (m représente le nombre total

de résidus constituant le peptide)
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Figure 11 : Origine des ions acyliums et ammoniums consécutifs en spectrométrie de masse lors de la
fragmentation des liaisons peptidiques
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Ainsi le cyclopeptide se linéarise pour former autant de peptides linéaires qu’il
comporte d’acides aminés. Puis chacun des peptides linéaires formés se fragmente a son tour
pour former des séries d’ions by, an, et y,. L’interprétation des spectres devient alors difficile
voir impossible, par suite de la superposition de I’ensemble des fragmentations. Toutefolis,
lorsque les cyclopeptides comportent une proline, le caractére basique plus marqué de I’azote
amide tertiaire en fait un site de protonation privilégié. On observe une rupture préférentielle
de la liaison amide entre la proline et I’acide aminé précédent pour conduire a un peptide
linéarisé, unique ou dominant du résidu N-terminal et de la proline. L’analyse de ces
fragmentations conduit alors a la détermination de la séquence comme dans le cas des

peptides linéaires

(Fig. 12).
Al A2
T' o T2 //o
: // B! pn—C"—c
0 N—CH— U S
\"/ NH c N< o A3
A” R~ # \(‘11/R A2 bl ﬁ
ml \( = N\ C==o
\ / )
s <\ NH B = \CH . }{H
¢ CH cH /Mo _ N
\N_C/ \ RS H \\ R \
4R H \\ Ry A3 A5 \ R,
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cyclo(A'-A%-A3-A*-AS.) cyclo(Pro )
[} o) 0 0 o0 o o o o .
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H-AL-AZ-ASALASH H-Prol-A2-A3-A4-A5 +
H-A%A>-AA%A"Y
H-A%-A-ASALAYY
H-ALASALAZAYY
H-ASALAZASAYY
A B

Figure 12 : A, Génération aléatoire de peptides linéaires ; B, Génération préférentielle d’un peptide linéaire

e Matériel et méthodes
Les spectres de masse TOF-MS et TOF-MS/MS ont été effectués sur un appareil API

QSTAR Pulsar i avec une ionisation en Electrospray a une tension de 2500 eV. Le solvant

utilise pour dissoudre les échantillons a été le methanol.
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11-1- Spectre de masse ESI-Q-TOF de intégerrimacyclopeptide A

La figure 13 représente le spectre ESI-Q-TOF de intégerrimacyclopeptide A montrant
I’ion protoné [M+H]" & 767 m/z et les ions adduits [M+Na]" et [M+K]" respectivement & 789
et 805 m/z. De ces données on peut déduire que intégerrimacyclopeptide A a une masse M de
766 et comme formule brute C3;HgsNgOg. Cette formule est en accord avec la composition
en acides aminés et correspond a la présence de huit résidus d’acides aminés moins une

molécule d’eau.

1804

150

TE1.4733 7905017
| Heas0Te BUS.ATAT

[ 803 4456
| | 7845405 91,5378 | BOG 4786

Figure 13 : Spectre de masse ESI-Q-FOF-MS de intégerrimacyclopeptide A

11-2- Fragmentation de I’ion moléculaire [M+H]"

L’ion moléculaire [M+H]" & 767 m/z a été sélectionné pour le spectre de fragmentation
a 40 eV, en présence d’azote. Pour rendre plus aisé I’exploitation des résultats, les acides

aminés ont été numérotés en exposant.

Sur le spectre CID (Collusion lonisation Diffusion) de intégerrimacyclopeptide A, la

série d’ions acyliums de type by, correspondant & la rupture de liaison Ile*-Ser® indique la
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perte successive d’une lle (m/z 654), d’une lle (m/z 541), d’une Leu (m/z 428), d’une Gly (m/z
371), d’une lle (m/z 258), d’une Leu pour donner le dipeptide protoné Gly-Ser (m/z 145).
Une seconde série d’ions est observée décalée de 28 uma. Elle est attribuée a la série d’ions

de type an; dont I’analyse permet de confirmer la perte successive des résidus cités.

La méme analyse a permis d’identifier les séries d’ions acyliums by, bps,
bns...correspondant aux autres fragmentations du cyclopeptide, elle confirme la séquence
attribuée & intégerrimacyclopeptide A : cyclo(Leu/lle'-Gly?-Ser®-Leu/lle*-Leu/lle>-Leu/1le’-
Gly’-Leu/lle®) (Fig. 6 et 7).
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Figure 14 : Spectre de masse en tandem ESI-Q-TOF de intégerrimacyclopeptide A

Une incertitude existe sur la position des résidus Leu et Ile puisqu’il n’est pas possible
de distinguer les acides aminés isomeéres par spectrométrie de masse dans ces conditions.
L’étude par RMN va permettre de lever cette ambiguité.
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11-3-Séquencage de intégerrimacyclopeptide B

Intégerrimacyclopeptide B présente également sur son spectre ESI-Q-TOF [I’ion
moléculaire [M+H]" & m/z 652 ainsi que les ions adduits [M+Na]" et [M+K]" respectivement
a m/z 674 et 690, permettant de lui attribuer une masse de m/z 651 et correspondant a la
formule brute C3;Hs3N7Og (Fig.15).
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Figure 15 : Spectre de masse ESI-Q-FOF-MS de intégerrimacyclopeptide B

Parmi les fragmentations, est notée une série d’ions b, a m/z 539, 426, 369, 256 et 155
dont I’analyse a permis de noter la perte successive d’une Leu (lle), d’une Leu (lle), d’une
Gly, d’une Leu (lle) et d’une Thr pour aboutir au dipeptide protoné [H-Pro-Gly]™ a m/z 155
(Fig.16 et 17).
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Figure 16 : Spectre de masse en tandem ESI-Q-TOF de intégerrimacyclopeptide B

La proline est le premier résidu de la partie N-terminale puisque la coupure
préférentielle a lieu sur la liaison amide entre la proline et le résidu précédent. Une seconde
série d’ions est observée, décalée de 28 uma. Elle est attribuée a la série d’ions a, dont
I’analyse permet de confirmer la perte successive des résidus cités. Ces données ont permis
d’établir la séquence d’intégerrimacyclopeptide B : cyclo (Pro-Gly%-Thri-Leu/lle*-Gly>-
Leu/lle®-Leu/1le").

143 256 369 482 569 626 739 a,
171 284 397 510 597 654 767 by,

Te®--Gly’+Leu®+lle’+1le* +Ser’+-Gly*+Leu')

228 341 398 511 624 a,
152 256 369 426 539 0652 by

Pro'--Gly?+Thr’+-Ile*+-Gly’+1le+Leu’s

Figure 17 : Fragments observés dans les spectres MS/MS de intégerrimacyclopeptide A (A) et de intégerrimacyclopeptide B (B).
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CONCLUSION

Le seéquencage de deux cyclopeptides par spectrométrie de masse en tandem MS/MS est
possible. La présence d’une proline facilite I’analyse des spectres MS/MS car on note une
rupture privilégiée entre la proline et I’acide aminé précédent. La présence d’acides aminés

isomeres tels que la Leu ou lle laisse une ambiguité sur leur position respective.
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CHAPITRE V - SEQUENCAGE DES CYCLOPEPTIDES PAR RMN 2D

|- DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE INTEGERRIMACYCLOPEPTIDE A

I-1- Analyse des spectres

Le spectre RMN *H & une dimension de intégerrimacyclopeptide A en solution dans le
DMSO a 313 K fait apparaitre une conformation majoritaire (supérieure 90 %) permettant son

analyse (Fig. 18).

N e T R

Figure 18 : Spectre de RMN'H d’intégerrimacyclopeptide A (29 mM ; 400, 13 MHz ; DMSO-dg ; 313 K ;
w= 0,0-95ppm

Trois régions peuvent étre distinguées sur le spectre.

- Entre 7,3 et 8,7 ppm, on a la région des protons amides présentant huit doublets a
7,30; 7,60 ; 7,62 ; 7,64 ; 8,16 ; 8,28 ; 8,53 et 8,56 ppm attribuables respectivement a
des résidus monoalkylés qui sont lle, Ser, Leu, lle, Gly, lle, Gly et Leu.

- La région des protons a est observée entre 3,3 et 5,0 ppm ou 1’on trouve aussi le

proton de I’hydroxyle de la sérine représenté par un singulet a 5,82 ppm.
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Entre 0,7 et 3,8 ppm sont observés les protons des groupements CH, CH, et CH3 des

chaines latérales.

Le spectre COSY met clairement en évidence les couplages scalaires entre le proton

amide et le proton a du méme résidu (Fig. 19).
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Figure 19 : Spectre de RMN'H-'H COSY d’intégerrimacyclopeptide A (29 mM ; 400, 13 MHz ; DMSO-ds ;
313K ; wyi= w,=1-9ppm)

Ainsi le NH & 8,53 ppm correspondant & la Gly? est corrélé aux protons ao’ de ce méme

résidu a 3,82 et 3,33 ppm.
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La complexité du spectre liée a I’encombrement de certains signaux amene a exploiter
en combiné les spectres COSY et TOCSY. Ce dernier faisant apparaitre pour chaque acide
aminé I’ensemble des protons qui lui sont propres (Fig. 20). Sont ainsi identifiés les systéemes
de spins des acides aminés suivants : Leu, Gly, lle, Gly, lle, Leu, Ser et lle partant du NH de

chacun de ces résidus.

2
r-\—
=

=

Figure 20 : Spectre de RMN 2D TOCSY d’intégerrimacyclopeptide A (29 mM ; 400, 13 MHz. DMSO-d; ;
313 K ; temps de mélange 120 ms ; w; = 0-6,20 ppm et w, =7 - 9 ppm)

I-2- Attributions des signaux de **C

Le spectre de RMN 1D *3C J modulé de intégerrimacyclopeptide A présente trois régions
caractéristiques : (Fig. 21) et (Fig. 22)
- de 168,5a172,3 ppm ; région des carbonyles montrant ceux du squelette peptidique.
- de 42,52 62,4 ppm ; région des carbones a et dans laquelle se trouve le carbone B de
la sérine déblindé par I’oxygéne & 62,4 ppm.
- de 10 a 40 ppm ; région des carbones des chaines latérales des résidus Leu et lle.

Les protons des carbones aa’ des glycines sont identifiés a 42,8 et 42,6 ppm.
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Figure 21 : Spectre de RMN 1D **CJ modulé d’intégerrimacyclopeptide A (29 mM ; 75,47 Mhz ; DMSO-d; ;
313 K ; région des C, et des carbones aliphatiques 2 - 69 ppm)
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Figure 22 : Spectre de RMN 1D**CJ modulé d’intégerrimacyclopeptide A (29 mM ; 75,47 MHz ; DMSO-d; ;
313 K ; région des carbonyles 165 - 175 ppm)
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Le spectre HSQC, mettant en évidence les couplages hétéronucléaires 'Jcy, permet de
déterminer pour chaque proton, le déplacement chimique du carbone qui le porte (Fig. 23).
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Figure 23 : Spectre de RMN 2D HSQC d’intégerrimacyclopeptide A (29 mM ; 300,13 MHz ; DMSO-

de ; 313 K ; délai optimisé pour J cyy 135 Hz ; w1l =0,5-5 ppm et w,=7-66 ppm)

I-3- Détermination de la séquence par HMBC

L analyse du spectre HMBC, par I’observation des interactions d’un carbonyle avec

les protons NH, a et B a permis leurs attributions et leurs corrélations avec le NH du résidu

suivant la détermination de la séquence (Fig. 24).
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Figure 24 : Spectre de RMN 2D HMBC d’intégerrimacyclopeptide A (29 mM ; 300,13 MHz. DMSO-
de 313 K ; délai optimisé pour Jcy 7HZ ; w1=0,5- 9 ppm et w, =160 -179 ppm)

Les résidus sont ensuite reliés les uns aux autres a I’aide des corrélations 2Jcy entre le
carbonyle d’un résidu et le proton amide du résidu suivant et/ou des corrélations %Jcy entre ce
carbonyle et le proton o du résidu suivant qui sont mises en évidences dans 1’expérience

HMBC.

Cette méthode héteronucléaire de détermination de la séquence est préférable a la
méthode homonucléaire décrite par Wuthrich car pour les peptides cycliques de petites tailles
les informations (NOESY) conformationnelles peuvent interférer avec les informations

séquentielles et étre source d’ambiguité.

Le spectre HMBC montre une corrélation entre le carbonyle de Gly* & 168,5 ppm et le
NH dela Ser®, le carbonyle de la Ser® est corrélé au NH de Ile* ; le carbonyle de le* est corrélé
au NH et au proton o de Ile” ; le carbonyle de Ile® est corrélé au NH, au proton a, B et § de
Leu® ; le carbonyle de Leu® est corrélé au NH et au proton o de Gly’, le carbonyle de Gly’ au

NH et au proton a de Ile® et le carbonyle de 1le® est corrélé au NH et au proton o de Leu’.
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L ambiguité liée a la position respective des résidus de Leu et lle a été résolue. La

structure d’intégerrimacyclopeptide A est donc la suivante : cyclo (Leu*-Gly>-Ser-1le*-1le®

Leu®-Gly’-11e%)

Iles HC—C\H HC—cCH lle*
H,C HN\/> (,/c:o C—CH,
2
e NH
) w
AETYN N
\C H N/ HC H2
Gly? S—c—N o / A
o ‘ H,C lle
H,C CH
———>corrélations HMBC ZENH

———>corrélations ROESY

Figure 25 : Principales corrélations dco-nwgi+1) €t Aungi+1) ObServees sur les spectres HMIBC et ROESY de
intégerrimacyclopeptide A.

I-4- Séquencage de integerrimacyclopeptide A selon la stratégie de Wuthrich

Le séquencage par RMN homonucléaire est réalisé par I’observation des corrélations

de type dnn g, i+1) et de type don g, i+1) Sur le spectre ROESY.

Le spectre ROESY montre des interactions d , i+1) entre le proton a de Gly’ et le NH
de 11e%, le proton o de Gly? et le NH de Ser®; le proton o de Leu® et le NH de Gly’, le proton o
de Ser® et le NH de lle*, le proton o de Leu® et le NH de Gly?, le proton a de Ile® et le NH de
Leu’, le proton a de Ile® et le NH de Leu®. L’analyse du spectre de ROESY (Fig. 26) permet
d’avoir la séquence suivante: cyclo (Leu’-Gly%-Ser®-Ile*-1le>-11e°-Gly’-1le®), structure

identique a celle proposée par I’interprétation des données HMBC.
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Figure 26 : Spectre de RMN 2D ROESY d’intégerrimacyclopeptide A (29 mM ; 400, 13 MHz ; DMSO-ds ;
313 K, temps de verrouillage de spin 150 ms ; w; = 0,5 - 6 ppm et w, = 7,0-8,8 ppm)

I-5- Détermination de la structure primaire de intégerrimacyclopeptide B

Sur le spectre RMN 'H & une dimension de intégerrimacyclopeptide B, on peut
distinguer trois régions qui sont : la région des protons amides qui se situe entre 6,4 et 9,2
ppm, la région des protons a entre 3,2 et 5,3 ppm ou I’on retrouve le proton de I’hydroxyle de

la Thr et la région des protons des groupements CH, CH, et CH3 des chaines latérales qui est

entre 0,6 et 2,6 ppm (Fig. 27).
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Figure 27 : Spectre de RMN *H d’intégerrimacyclopeptide B (29 mM ; 400,13 MHz ; DMSO-d; ; 313K ;
W =0,0-9,5ppm)

L’analyse des spectres COSY et TOCSY permet d’identifier les acides aminés
suivants : Gly, Tyr, lle, Gly, lle et Leu en partant du NH de chacun de ces résidus. Le systéme
de spins de la proline est mis en évidence dans les spectres COSY et TOCSY (Fig. 28). Le
proton a de la proline a 4,55 ppm est corrélé aux protons B, a et 66’ a 3,20 et 3,47 ppm. Le
proton a a 4,55 ppm est corrélé aux protons P, ceux-ci aux protons y et eux-mEémes aux

protons d et §’.
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Figure 28 : Spectre de RMN 2D TOCSY d’intégerrimacyclopeptide B (29 mM ; 400,13 MHz. DMSO-ds ;
313 K ; temps de mélange 120 ms ; wy = 0-6,20 ppm et w;, = 7-9 ppm)

L’étude du spectre RMN 1D *3C montre trois régions caractéristiques :

- de 168,67 a 172,66 ppm, la région des carbones des groupements carbonyles.

- de42,9a61,0 ppm, la région des carbones a, des carbonyles et dans laquelle se trouve
le carbone o de la proline déblindé par I’atome d’azote hétérocyclique a 45,6 ppm.

- de 10,60 a 66,80 ppm se trouve la région des carbones des chaines latérales.

Dans le spectre HMBC, on observe une corrélation entre le carbonyle a 168,8 ppm
attribué a la Gly? et le NH de la Thr®, le carbonyle de la Thr® est corrélé au NH de lle*. Le
carbonyle de Ile* est corrélé au NH et au proton o de Gly” ; le carbonyle de Gly® est corrélé au
NH de Ile®, et le carbonyle de 1le®, au NH et au proton o de Leu’ . Le carbonyle de Pro® est
corrélé au NH de Gly?. Le carbonyle de la Leu’ n’étant pas corrélé avec un NH ce qui suggeére

que le CO de la Leu’ est lié & I’azote de la proline (Fig. 29).
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Figure 29 : Spectre de RMN 2D HMBC d’intégerrimacyclopeptide B (29 mM ; 300,13 MHz. DMSO-dg 313
K;
délai optimisé pour Jcy 7 Hz ; wy =0,5-9 ppm et w, =160-179 ppm)

On peut donc établir la structure d’intégerrimacyclopeptide B qui est la suivante : cyclo
(Pro*-Gly?-Thr-1le*-Gly>-1le®-Leu’).

Le spectre ROESY (Fig. 30) montre des interactions dog, i+1) entre le proton o de 1e® et
le NH de Leu’, le proton a de Ile* et le proton amide de Gly®, le proton a de Gly? et le proton
amide de Thr® et le proton o de Gly® et le proton amide de 1le°; le proton o de Thr® et le

proton amide de lle*. Enfin la corrélation entre le proton a de Pro® et le proton amide de Gly?.
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Figure 30 : Spectre de RMN 2D ROESY d’intégerrimacyclopeptide B (29 mM ; 400,13 MHz ; DMSO-dg ;
313 K ; temps de verrouillage de spin 150 ms ; w; = 0,5-6 ppm et w, =7, 0 - 8,8 ppm)

Ces résultats suggérent la séquence suivante : cyclo(Pro’-Gly*-Thr-1le*-Gly®-1le®-
Leu’) identique & la structure proposée par la méthode de séquencage par HMBC.

Gly?
T o
(0] H / s§ Thr3
N\ NTHTC \
Prot Q{CQ A\\\//N\ 5 ~on
H
(v =
H,GC
o:c/ NH 3\
0 | /CH,
c—GH H/C\CH llet
/ \
CH

C
H3C/C< N@ Nrﬁ Qo 3
Leu” CH, //C\H Vf\_\(H:/
o /C —

Ho
H3C———CQ
— > corrélations HMBC 1l CH

-——>corrélations ROESY H,C

Figure 31 : Principales corrélations dco.nmg,i+1) €t Jangi+1) Observées sur les spectres HMBC et ROESY de
intégerrimacyclopeptide B.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

A partir de latex de Jatropha integerrima, I’utilisation de techniques d’isolement et de
purification notamment la chromatographie liquide haute performance (CLHP) nous a permis
d’isoler deux cyclopeptides originaux. Leurs compositions en amino acides ont été
déterminées par CPG apres dérivation des acides aminés. Les peptides ont été d’abord

séquencés par spectrométrie de masse en tandem MS / MS.

Le séquencage d’intégerrimacyclopeptide B possédant un résidu de proline a été plus
aisé que celui d’intégerrimacyclopeptide A. En effet la présence de la proline dont I’azote
tertiaire est plus basique en fait un site de protonation privilégié et la collision de I’ion
moléculaire [M+H]" & 35-40 eV provoque la rupture de la liaison Xs-Pro devenue site de
coupure préférentielle et conduit a un peptide linéaire qui se fragmente a son tour. Le
séquencage se produit par I’analyse des séries d’ions acyliums b, et a, fournis par la rupture

de la liaison amide.

Dans le cas d’intégerrimacyclopeptide A, la rupture a lieu a tous les azotes de la
molécule conduisant a plusieurs peptides linéaires dont les fragmentations rendent

I’exploitation plus complexe.

Cette technique laisse une ambiguité sur la position respective des résidus isomeres,
Leu et Ile, car elle ne permet pas de les distinguer.
Le séquencage par résonance magnétique nucléaire a permis de lever les ambiguités et

de confirmer les séquences obtenues.

Cette méthode commence par I’attribution des signaux aux différents résidus par
I’exploitation des spectres COSY, TOCSY et HSQC.

Lexploitation des spectres HMBC par I’observation des corrélations 2Jco-NH(i,i+1) et
%Jco-Ha(i,i+1) a été utilisée pour le séquencage des cyclopeptides. Cette méthode
hétéronucléaire 3C-'H a été préférée de facon générale a la méthode homonucléaire
s’appuyant sur les corrélations NOE, car il y’a risque de confusion entre les informations
NOE séquentielles et les corrélations NOE conformationnelles pour les peptides de petite

taille, et dus a des repliements liés a la conformation.

L’évaluation de I’activité cytotoxique a montré que ces produits sont doués d’activités
cytotoxiques sur les cellules tumorales KB du nasopharynx humain.
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Enfin, s’il fallait dégager les perspectives d’une nécessaire suite a ce travail, il s’agirait
de souhaiter la réalisation de I’étude toxicologique, de pousser le fractionnement chimique
pour pouvoir attribuer I’activité a une substance, d’extrapoler les résultats a divers niveaux de
I’hnomme mais également de vérifier les autres connaissances des tradipraticiens sur cette

plante par des méthodes scientifiques.
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Liste des principaux acides aminés
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RESUME

Ce travail de recherche a porté sur I’isolement et la caractérisation de peptides
cycliques isolés du latex de Jatropha integerrima, Euphorbiaceae. Deux cyclopeptides
originaux dénommeés intégerrimacyclopeptides A et B ont été obtenus par des techniques de
chromatographie dont la CLHP. Leurs séquences ont été déterminées par des méthodes
chimiques, par spectrométrie de masse en tandem MS / MS (ESI- Q- TOF) et par
spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN) homo et hétéronucléaire a deux
dimensions. Ces cyclopeptides sont doués d’activité cytotoxique sur les cellules tumorales

KB du nasopharynx humain avec 1Cs de 0,46 + 0,4 pg/ml et 0,66 + 0,8 pg/ml.

Mots clés : Jatropha, de masse, RMN, cytotoxicité, intégerrimacyclopeptides
AetB.
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