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Au cours du dernier quart du siecle, plusieurs peptides biologiquement actifs ont eté
développés et caractérises. Ces molécules bioactifs sont les unités essentielles dans les
organismes vivants, ils contrélent et influencent les fonctions physiologiques selon des

processus d’interaction avec leurs récepteurs ™.

Cependant leur utilisation en tant qu’agents thérapeutique reste génée par des facteurs
limitatifs comprenant : une faible stabilité métabolique vis-a-vis de la protéolyse, difficulté

de traverser les barriéres biologiques, et une diversité des actions biologiques .

Le nombre de peptides naturels et modifiés, comme agents thérapeutiques, continue
d’augmenter, aussi beaucoup de peptides bioactifs sont utilisés dans la découverte de
nouveaux produits thérapeutiques, dans le traitement du cancer, diabetes et les maladies
cardiovasculaires P!, C’est pour cet effet, les peptides sont des molécules de choix en chimie

thérapeutique .

D’apreés la littérature, beaucoup de composés naturels ont été identifiés et caractérises
par les chimistes et les biologistes comme la séquence RGD, qui a attiré I’attention de
plusieurs chercheurs a cause de sa structure simple et de son activité biochimique. Le RGD
est un tripeptide naturel composé de trois acides aminés : arginine, glycine et acide aspartique
(Arg-Gly-Asp), ce motif tripeptidique est reconnu par des récepteurs transmembranaires : les
intégrines®. Celles-ci sont engagées dans les cohésions cellules/cellules ou cellules/ matrice
extracellulaire et jouent un réle important dans de nombreux phénomenes cellulaires comme

I’angiogénése ou la métastase des tumeurs.

Les fonctions carboxyliques et guanidinium de I’acide aspartique et de I’arginine du
motif RGD représentent au méme temps des sites actifs, et de reconnaissance dans les

interactions avec le récepteur biologique ..
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Figurel : Structure du RGD
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En s’appuyant sur ces données bibliographiques, nous nous sommes intéressés a la
synthése d’un hétérocycle du type pyrolidinone qui peut étre prépare a partir d’un aminoacide
comme produit de départ. L’hétérocycle et ses dérivés représentent des précurseurs rigides des
analogues cycliques du RGD, cette rigidite offre des antagonistes stables en milieu
biologique. La structure de I’acide aminé, permet d’introduire une chaine R; avec un site
basique, acide ou hydrophobe et une chiralité. Les produits de cette synthese donnent des
possibilités variées de fonctionnalisation et constituent d’intéressants intermédiaires avec

divers applications en synthese totale des analogues du RGD.

R COOMe ™,
R \ \r Ry NHR,
' N E
; 0 - N
H2N /kII[IIH |I Sg |: ----- > RS 5 (0]
' | e >
COOMe 3 2=, 3

e R; = -CH,-CH=CH,
R,= -CHs, -CHzPh,./
'd O R2 ( O

Rl\H‘\ )\’(O% " °

N

; T

N 0 © §

B

Schéma 1 : Objectif du travail

Le présent travail comporte trois chapitres :

Chapitre 1: expose les différentes données de I’étude bibliographique effectuée sur la
synthese et I’activité biologique des peptides.
Chapitre 2 : présente le travail réalisé avec les résultats et discussions.

Chapitre 3 : englobe les différentes méthodes et techniques utilisées dans la partie pratique.



-

.

Chapitre | :
Etude bibliographique

~

/




Introduction

Les peptides sont les molécules de choix en chimie thérapeutique, ils représentent les
unités constitutives de la structure de membranes, aussi ils interviennent dans plusieurs
processus biologiques et métaboliques. Toutefois, I’utilisation des peptides comme agents
thérapeutiques reste limité a cause de leur faible stabilité métabolique, de la difficulté de
traverser les barrieres biologiques et de la diversite des actions biologiques grace a la

flexibilité des conformations 1.

Par definition, un peptide est un squelette formé par un nombre d’acides aminés inférieur
a 50 unités. Pour un nombre supérieur a 10 on parle de polypeptides, s’il est inférieur a 10
c’est la famille des oligopeptides, lorsque le motif renferme deux acides aminés c’est un
dipeptide ©.

Les coudes inverses sont I’un des trois plus importantes structures secondaires des
peptides. Ces motifs sont sous la forme d’une hélice alpha ou un feuillet béta ; leur structure
originale connue pour inverser la direction de la chaine peptidique par la présence des liaisons
hydrogénes, de fagon a adopter la conformation d’un U, qui joue un réle important dans la

stabilisation des structures tertiaires.

Un coude beta est défini comme un segment de quatre résidus d’aminoacides, formant
un cycle a dix chainons, situé dans une région non hélicoidale. Il y a aussi les coudes gamma,

constitués de trois résidus d’aminoacides qui induisent un cycle a sept chainons.
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Figure 2 : Structures secondaires des peptides

Dans le but de retrouver des composés mimant les structures des coudes inverses de
peptides, la synthése de nombreux peptidomimétiques a été réalisée. Plusieurs composees non

peptidiques de conformation rigide ont donc été imaginées.




I.  Peptides et peptidomimétiques

Un peptidomimétiques est une molécule qui présente des similitudes structurelles et ou
biologique avec le peptide naturel reconnu par les récepteurs membranaires dans I’organisme
vivant. La définition d’un peptidomimétique a été donnée la premiére fois par Gant en 19945,

Ces analogues de peptides représentent des avantages varies comme par exemple :

R/
°

une stabilité et affinité métabolique importante.
%+ une résistance vis-a-vis des enzymes protéolytique.
%+ une sélectivité avec les récepteurs biologiques.

«+ Moins d’effets secondaires.

Dans la littérature, de nombreuses méthodes sont décrites sur la synthese des
analogues peptidiques, de type isostéres et peptidomimétiquesi™. Ces composés sont
obtenus par des réactions de bases de la chimie organique selon différentes modifications,

comme exemple par :

¢+ incorporation d’un cycle ou hétérocycle sur la chaine du peptide.
% modification des résidus d’acides aminés sur la chaine peptidique.
% couplage peptidique entre des acides aminés non naturels ou autres réactifs.

¢+ Application des réactions de condensation et de cyclisation.

Les chercheurs sont donc intéressés a la conception de peptidomimétiques, dérivés
peptidiques, qui représentent des molécules cibles et tres utile dans la lutte contre différentes

affections susceptibles de provoquer des maladies graves comme les tumeurs.

Dans le but de sélectionner des antagonistes stables en milieu biologique et sélectifs
avec certains récepteurs comme les integrines, de nombreux mimes de peptides RGD ont été

décrits 1) 1121, 1131

Le motif RGD est un tripeptide naturel reconnu par les integrines, qui sont
des récepteurs transmembranaires impliquées dans les adhésions cellulaires. Elles sont

constituées d'une sous-unité alpha et d'une sous-unité béta .

.
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Chaine Béta Chaine alpha

Figure 3 : Chaines f et o. des intégrines

I1.1 Antagonistes peptidomimétiques naturels

Le milieu naturel représente toujours une source importante de molécules bioactives.
Il est trés riche en composés chimiques telles que: les alcaloides, les terpenes, les
flavonoides et les peptides. Dans ce travail nous nous sommes intéressés par les dérivés

peptidiques qui sont les molécules les plus prépondérants.

A titre d’exemple nous présentons ci-dessous deux antagonistes naturels, un composé de la famille des

hemiasterlines utilisé pour I’inhibition de la polymérisation de la tubuline ™! et le taxol dans le
[15
ri=.

w tripeptide de la famille des

CH3 hemiasterlines
Figure 5 : Antagonistes synthétiques

traitement du cance

Taxol
Traitement des cancers de I'ov
du poumon et du sein

Figure 4 : Antagonistes naturels
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11.2. Antagonistes peptidomimétiques synthétiques

Les antagonistes naturels sont toujours obtenus en faible quantité, et par conséquence
leurs structures sont étudiées et développées en synthése a fin d’élaborer des analogues avec

le méme intérét ou par fois une meilleur activité biologique.

A titre illustratif, nous avons choisi des analogues synthétiques du RGD avec des
structures cycliques et rigides. Le RGD2 est un dérivé sélectif de 1’integrine a3, par contre
le RGD3 a une bonne affinité pour cette intégrine mais peu sélectif [**. En ce qui concerne le

RGD4 et ses analogues, ces derniers n’ont pas donné de résultats remarquables.

NH,
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>N Nh,
o H
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de l'intégrine o,f3

Figure 5 : Antagonistes synthéetiques

Il. Intérét biologique des peptides et dérivés

I11.1. Activité antioxydante

Les especes oxygénées et réactives sont engagées dans des phénomenes physiologiques
a des faibles quantités. Cependant, I’augmentation de la production des radicaux libre dans les
cellules devient toxique ™" et par conséquence donne lieu au stress oxydatif qui sera
impliqué dans diverses pathologies a savoir les maladies neurodégénératives (Alzheimer,

Parkinson), le cancer, le diabéte, les maladies inflammatoires, le vieillissement '8 .. etc.

.



Par ailleurs, pour lutter les phénomenes oxydatifs, la cellule fait appel a des systémes
appelés antioxydants. Un antioxydant est une substance ayant la capacité de prévenir, de

retarder, ou de réparer un dommage oxydatif d’une molécule 1%,

D’apres I’étude bibliographique, il a était constater que le dipeptide (CA-Pro-His-

NH,) posséde une forte activité anti-oxydante %,

OH
OH
\ W
O o X
N \\\“\ NH2

T A
O
CA-Pro-His-NH,

Figure 6 : Un antioxydant peptidique.

111.2. Activité antimicrobienne

Le mot antimicrobien indique les différents agents qui tuent (Microbicides), ou arrétent
(Microbiostatiques) la croissance des microorganismes, telles que : les bactéries (activité
antibactérienne), les mycetes ou les champignons (activité antimycosique ou antifongique),

les virus (activité antivirale) et les parasites (activité antiparasitaire) %,

L'apparition de pathogénes multi-résistants n’a pas de limites et présente un probleme
majeur de santé publique. La recherche de nouveaux agents antimicrobiens considérée comme
solutions de remplacement des antibiotiques conventionnels. Une des alternatives

prometteuses est l'utilisation des peptides comme nouveaux agents antimicrobiens.

Les AMP (Antimicrobial peptide), sont des molécules multifonctionnelles jouant un
role biologique fondamental, spécialement dans I’élimination de micro-organismes

pathogeénes 1?2,

La figure 7, présente la structure de deux dérivés de dicétopipérazines qui sont : le cis-

cyclo (L-Phe, L-Pro) et le cis cyclo (L-prolyl, L-valine). Ces peptides ont été purifiés et

.



caractérisés a partir de la souche de StreptomycesTN97 et possedent des activités

antibactériennes et antifongiques %1,

0
0
H H

HN HN
‘\\\\\\”/ N ﬁ\\“‘Kﬂ/ N
o) O

cis-cyclo(L-phenyl,L-proline) cis-cyclo(L-prolyl,L-valyle)

Figure 7: Peptides antimicrobiens

111.3. Activité anticancéreuse

Les cellules tumorales sont caractérisées par une prolifération illimitée et résistance a
I’apoptose. Elles ont la capacité & induire I’angiogenése et I’invasion tissulaire ce qui
provoque la diffusion métastatique. Ces processus impliquent une anomalie de récepteurs
membranaires, un affaiblissement du systéme immunitaire et une modification des enzymes

membranaires 24,

Les tendances thérapeutiques actuelles consistent & inhiber la réplication de I’ADN et
les enzymes protéolytiques appelés : peptidases ou protéases. Elles visent aussi un blocage de
la signalisation intracellulaire comme I’inhibition de la liaison des intégrines avec leurs
ligands naturels. Malheureusement, ces approches restent limitées et posseédent beaucoup

d’effets secondaires 2%,
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Figure 8: Dolastatine, peptide anticancéreux
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I11. Stratégies de synthése des peptides et dérivés

La synthése peptidique en chimie organique consiste a lier des acides amines, les uns

aux autres, par une liaison peptidique, cette liaison est tout simplement une fonction amide.

IV.1. Synthése en solution

La synthese des peptides en solution admet a placer en contact les acides aminés avec
un agent de couplage dans un solvant organique, généralement le dichlrométhane (CH,Cl.,).
L’agent de couplage permet d’activer la fonction que I’on veut coupler au niveau de
I’extrémité C terminale, les plus utilisés sont : le dicyclohexyl carbodiimide (DCC) et le N-(3-
diméthylamino-propyl)-N-éthyl carbodiimide (EDC). Il est donc nécessaire d’envisager des

méthodes de protection et de déprotection afin de préparer les peptides désirés.

De nombreuses méthodes permettent I’activation de la fonction acide carboxylique
pour effectuer le couplage en utilisant un halogéne, un azide, un imidazole, un anhydride ou

un ester activé. L’exemple suivant montre la synthése d’un dipeptide en solution

.



o) o) NH; Cl

N-Boc
OH + Agent de couplage
> o} HN"g

N MeO Base, TA

MeO

Schéma 2: Exemple de synthéses en solution.

IV.2. Synthése sur support solide

La syntheése sur support solide (SPS) est une technique dans laquelle les molécules
sont liées par des liaisons covalentes a un support insoluble et réagissent avec un réactif en

solution.

Cette méthodologie permet d’éliminer plus facilement le produit supporté par la phase

solide du réactif en excés ou des impuretés en solution.

Par ailleurs, cette technique a bénéficié d’un développement considérable depuis les
premiers supports présentés par Merrifield en 1963 et pour lesquels il a obtenu le prix
Nobel en 1984.

La phase solide est constituée d’une matrice de polymeére, d’un bras espaseur et d’une
fonction d’ancrage. Le principe de la synthese sur support solide repose sur I’immobilisation
d’un substrat sur le support grace a la fonction d’ancrage. Ce substrat supporté réagit ensuite
avec un réactif en solution. A la fin de la réaction, le produit immobilisé sur le support est

aisément separé par filtration.

Pour mieux comprendre le principe de la synthése des peptides sur support solide, nous
représentons ci-contre un schéma simplifié et qui comporte les différentes étapes de cette
méthode, allant de la mise en contacte des réactif jusqu’a la séparation et I’élimination du
produit désiré. Ce dernier est séparé directement apres filtration sans la nécessité d’une

méthode de purification qui peut influencer le rendement de la réaction 7.

.
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Schéma 3: Synthése peptidique en phase solide ]

La synthése sur support solide représente une nouvelle technique, facile a mettre en
[28]

Les produits sont separés et purifiés par filtration.

Les rendements sont importants en utilisant des réactifs en exces.

Le groupement protecteur de la fonction amine ou acide peut étre utilisé par le support
lui-méme a travers le groupe d’ancrage.

L’automatisation des réactions supportées est possible.

La réactivité du réactif ou du catalyseur instable peut étre affaiblie sur le support.

L utilisation des substances toxiques peut étre facile et moins dangereuse.




Cependant, des inconvénients sont également a percevoir lors de I’application de la

synthése sur support solide, tels que ! ;

¢+ Le colt de la synthese du support.

% Le temps est tres lent sur support.

¢ Le clivage peut étre incomplet et/ou peut endommager le support.

¢+ La stabilité thermique du support ainsi la capacité en sites actifs sont limitées.

« L’identification des produits supportés peut étre difficile.

I\V. Conclusion

Les peptides sont des polymeres d’acide aminés reliés entre eux par des liaisons
peptididiques, ils sont des molécules de choix en chimie thérapeutique a cause de leurs
nombreuses propriétés biologiques. L’obtention d’un peptide par synthese est facile a mettre

en ceuvre. Elle peut étre réalisée soit en solution ou bien sur support solide.

Dans le but de selectionner des composés stables en milieu biologique, antagonistes
sélectifs de certaine intégrines de nombreux peptidomimétiques du RGD on été décrits dans la
littérature. Les analogues cycliques du RGD ont montrés une forte rigidité et sélectivité dans
I’inhibition des intégrines.

L’utilisation des acides aminés dans la synthése des peptidomimétiques reste toujours
originale parce que ces derniers sont reconnus par I’organisme ce qui limite ou réduit les

effets secondaires du peptidomimétiques.
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Chapitre II:
Résultats et discussion
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I. NTRODUCTION

Ce travail s’intéresse a la synthése des precurseurs cycliques du RGD. Le RGD

représente un tripeptide naturel reconnu par les intégrines.

Cette synthese utilise les acides aminés comme produit de départ. Ces derniers sont
transformés aux esters correspondants. L’étape clés de ce protocole consiste a faire une
condensation des esters des acides aminés avec un réactif spécifique a fin d’arriver a une

structure cyclique qui sera par la suite engagé dans un couplage peptidique.

I1. Estérification des acides aminés

L’utilisation des acides aminés dans la synthése demande la protection de la fonction
acide ou amine parce que les deux fonctions sont les sites réactifs des aminoacides qui
peuvent réagir dans les mémes conditions opératoires c’est pour cela on protége une des

fonctions (acide ou amine).
Il .1. Protection de la fonction amine

De nombreux groupements protecteurs existent pour protéger la fonction amine par
exemple : le phtalimido (Pht), le tert-butoxycarbonyle (Boc) ; le benzyloxycarbonyle (CBz).

Ces groupements sont stables dans les conditions de couplage.
Il .2. Protection de la fonction acide

Ils existent plusieurs méthodes pour protéger la fonction acide carboxylique. Dans ce
chapitre nous rappelons les plus utilisées comme par exemple la transformation de la fonction

acide en esters méthyliques %!

A. Ester de tertiobutyle

Les esters de tertiobutyle sont préparés avec I’isobutyléne dans un milieu acide et le

dichlorométhane comme solvant 2%,

-



NH, NH,

)\ i-butylene, CH,Cl, )\

R CO,H Cat. H,SO, R CO,tBu

Y

Schéma 4 : Ester de tertiobutyle
B. Ester de benzyle

Ce dérivé est preparé avec I’alcool benzylique dans le benzene en présence d’un

catalyseur acide . ¥,

NH, NH;

PhCH,OH, C¢Hg )\

R CO,H Cat. H,S0, R CO,BzI

Y

Schéma 5 : Ester de benzyle
C. Ester de tétrahydropyranne (THP)

L’ester de tétrahydropyranne est synthétisé & partir d’un composé cyclique qui est le

dihydropyranne en présence de I’acide para toluéne sulfonique dans le dichlrométhane . B,

NH, NH,

o)
)\ Dihydropyranne . O

R CO,H APTS, CH,Cl, O THP

Schéma 6 : Ester THP
D. Ester de méthyle et d’éthyle

Cette réaction consiste a convertir I’acide carboxylique en ester méthylique ou

éthylique. Elle est réalisée en présence de chlorure de thionyle dans le méthanol anhydre %!,

NH, NH,
)\ MeOH /l\
R CO,H socl, o R Cco,Me

Schéma7 : Ester méthylique

/




I1 .3.Protections effectuées

Pour réaliser notre travail, nous avons choisi quatre acides aminés, trois de type a et

un quatriéme de type P.

L’allylglycine, un acide aminé de type o, représente une matiére onéreuse. Ce dernier

a été synthétise dans notre laboratoire en deux étapes.
A. Etape 1 : Alkylation

Cette réaction consiste a dissoudre le sodium dans I’éthanol anhydre, pour former
I’éthanolate de sodium, I’acétamidomalonate de diéthyle est ensuite ajouté pour donner le
carbanion nécessaire a la substitution nucléophile sur le bromure d’allyle. Le produit, 2-

acétylamino-2-allylmalonate de diéthyle, est obtenu avec un rendement de 76,7%.

HN\’/O EtOH, 24h HN\]/O

Schéma 8 : Alkylation

CO,Et

Br
EtONa, /\/ | CO,Et

EtO,C CO,Et

B. Etape 2 : Hydrolyse et décarboxylation.

En présence du HCI et chauffage a reflux pendant 24h, I’allylacétamido malonate de
diéthyle est transformé en chlorhydrate d’allylglycine selon une hydrolyse, une deacétylation
et une décarboxylation en une seule étape. Cette réaction en One Pot donne un produit avec

un rendement de 80%.

CO,Et

CO,H
Wcoza HCI (3N) W
HN\fO Reflux, 24h NH, HCI

Schéma 9 : Hydrolyse et décarboxylation
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C. Estérification des acides aminés

Pour atteindre notre but, nous avons commencé par la protection de la fonction acide

carboxylique des acides aminés : alanine, B-alanine, phénylalanine et allylglycine prépare.

Nous nous sommes basés sur la réaction d’esterification avec le chlorure de thionyle et

le méthanol anhydre sous reflux de 2h. Le mécanisme de cette réaction est décrit dans le

schéma suivant :

R
ol T &
o & H, NH,, HCI

Schéma 10 : Mécanisme de I’estérification

Les résultats de la réaction d’estérification sont regroupés dans le tableau suivant :

Ester de I’aminoacide Aspect Rdt (%) T+(°C)
L-phénylalanine
NHz HCI Solide blanc 99,8 159
Ph Tf lit = 158-162
CO,Me
L-alanine
NH, HCI Solide blanc 93,7 88
Tf lit= 109-111
CO,Me
B-alanine
NH,, HCI\/\COZMe Solide blanc 98,07 106
Tf lit= 109-111
Allylglycine
NH, HCI Solide blanc 80 102°C
= CO,Me /

Tableau 1 : Résultats de I’estérification




Les chlorhydrate des acides aminés ont été séchés et gardés dans un dessiccateur.
Apreés avoir obtenu un solide blanc et sec nous avons mesuré la température de fusion avec un

Banc Kofler et analyse les produits par IR en ATR.

D’apres les résultats du tableau 1, les rendements de la réaction d’estérification sont

qualitatifs et varient entre 80 et 99,8 %.
I11. Condensation avec le 2,4-diméthoxydihydrofurane

I11.1. Les y-lactames a, f-insatures

Les y-lactames o, B-insaturés, également appelés 5-dihydropyrol-2-ones ou 3-pyrolin-2-
ones représentent des intermédiaires trés importants en synthése organique puisqu’ils offrent

plusieurs variétés de fonctionnalisation.

Figure 9 : Réactivité du y-lactames a, B-insaturés

Les y-lactames o, PB- insaturés possedent plusieurs sites réactifs vis-a-vis des
électrophiles ou nucléophiles 4.

e La position C3 possede une réactivite vis-a-vis d’un électrophile.

e La position C4 est réactive devant un nucléophile.

e La position Cs possede deux propriétés une réactivité vis-a-vis des
nucléophiles et une réactivité vis-a-vis des électrophiles parce qu’elle

présente la position y d’un amide et la position o d’un azote.

g



11 .2. Condensations réalisées

La réaction de condensation entre I’ester méthylique de I’aminoacide et le 2,4-
diméthoxydihydrofurane a été effectuée dans un milieu aqueux en présence de HCI et a

température ambiante.

R O
)\ MeO\@/OMe
HoN CO,Me > N R
H,0, HCI, TA
CO,Me

Schéma 11 : Réaction de condensation

Le schéma explicitant le mécanisme de la réaction de condensation montre le
processus de transformation qui permit de donner le y-lactames a, B-insatures, ce mécanisme

est représenté ci-dessous :

Y R
+ |+
10) H (o) MeO NH
R-NH, MeO\Q/OMe MeO\@/OMe - MH
— — NS +
“o-H
Me
“ -MeOH

R R
Cit M,
N FOH -MeOH  pMeolZN

\Q/OH
“ ~
oH _

R R

Schéma 12 : Mécanisme de la réaction de condensationt®Y,

A fin de déterminer le temps de la réaction de condensation nous avons suivi la
transformation par chromatographie sur couche mine (CCM). Les produits ont été purifiés sur
colonne chromatographique et obtenus avec des rendements moyens. L’ analyse Infra rouge
(IR) a montreé la présence des deux bandes caractéristiques de I’ester et I’amide (C=0) a 1738

et 1661 cm™ respectivement.

.



Les résultats des différentes condensations effectuées sont regroupés dans le tableau

suivant :

v-lactames a, p-insaturés | Rdt (%) Aspect Rf

o)
\ 71,62 Huile rouge -marron 0,5

N

J\ 79,3 Huile rouge -marron 0,6
MeO,C~ N Hile roug
/
O

0]
b 30 Huile rouge -marron 0,5
N
Me0,C~ >
0]
N 50 Huile rouge -marron 0,4
\/\( N
CO,Me

Tableau 2 : Résultats de la condensation.

IVV. Hydrolyse de la fonction ester

Les molécules obtenues dans I’étape précédentes, sont des hétérocycles a cing
chainons de type y-lactames a, B-insaturés, elles sont généralement stables ce qui a permis
d’isoler et purifier ces composés. A fin de réaliser des couplages peptidiques avec ces
substances, qui représentent elles mémes des précurseurs cycliques du RGD, nous avons
réalisé une déprotection de la fonction acide qui est sous forme d’un ester méthylique selon
une hydrolyse basique en utilisant le LiOH dans le THF B2,




R R

S L

H,N CO,Me
? 0.2 M LiOH HN COH

Y

Schéma 13 : Hydrolyse de la fonction ester méthylique

1IV. 1.Cyclisation du y-lactame a, f-insaturé provenant de I’allylglycine

Le y-lactame a, B-insaturé de I’allylglycine posséde une double liaison sur sa chaine
latérale, c’est a dire sur son groupement R (alkyle), donc il est possible de faire une réaction
de cyclisation intramoléculaire entre la double liaison et I’hétérocycle, réaction décrite dans la

littérature 31, en présence de I’acide formique a reflux pendant 4h.

o)

\ O _O CO,Me
! HCOOH \[/
CO,Me Reflux, 4h

Schéma 14 : Cyclisation dans I’acide formique.

Le bicycle obtenu dans cette réaction de cyclisation, représente notre deuxiéme
précurseurs cycliqgue du RGD devant les y-lactames a, B-insaturés préparés. Le produit de
cyclisation est obtenu avec un rendement satisfaisant de 70%. L’analyse IR nous a montré la

présence des fonctions esters et amide.

Pour effectuer la réaction suivante, tous les esters obtenus y compris le produit de la

cyclisation, dérivé de I’allylglycine, ont été analysés par CCM et IR.
IV.2. Hydrolyses effectuées

A ce stade, nous avons trois y-lactames o, B-insaturés avec des chaines latérales

différentes et un bicycle dérivé de I’allylglycine.

.



Ces échantillons comportent tous une fonction ester méthylique, susceptible d’étre
hydrolyser avec LiOH dans le THF en utilisant la réaction décrite précédemment. Cette
derniére facilite la libération de la fonction acide pour effectuer un couplage peptidique avec

un autre acide aminé. Les produits obtenus aprés hydrolyse sont dans le tableau suivant :

Produits Rdt (%) Aspect
O
\ 60 Huile rouge -marron
N
CO,H

)\ 56 Huile rouge -marron

HO,C )Ng
O
O
}3 58 Huile rouge -marron
N
Ho,c~
HO CO,H
N

o) 80 Huile rouge -marron

Tableau3 : Résultats de I’hydrolyse

Nous remarquons d’apres le tableau représenté ci-dessus, que les produits obtenus sont
sous forme des huiles rouge marron avec des rendements allant du bon aux moyens. Les

spectres IR de quelques produits ont montré la présence de la fonction acide libérée.
V. Couplage peptidique

Le couplage peptidique est la formation d’une fonction amide, c’est un assemblage
entre deux aminoacides, ou bien dans le cas générale entre une fonction acide et amine soit

en intermoléculaire ou intra moléculaire dans des conditions précises.

-



Pour avoir des bons rendements et éviter des transformations intermédiaires, des

agents de couplage sont utilisés, ces derniers sont mentionnés dans le tableau suivant B4

Agents de couplage Exemples
Carbodiimide DCC, EDC
Additifs HOBt, HOAt
Sels de thioronuim HOTT, HMPT
Imidazoluim CDI, BMTB, CBMIT

Tableau 4 : Exemples d’agents de couplage

Le schéma réactionnel général du couplage peptidique entre deux acides aminés, dont

un est protégé sur sa fonction acide et I’autre sur sa fonction amine est comme suit :

o HoOOC

NProt  pcc,TEA (560)  R,0 _c Nprot
HCI,NH; + > N
HOBt,DCM, 24h H

OR3 RZ le) R2

Schéma 15 : Réaction de couplage peptidique

Dans notre travail le couplage peptidique a été réalisé sans avoir faire des réactions de
protections car les composés qui ont été utilisés possedent une seule fonction amine ou acide

libre.

En faite, c’est un couplage entre les produits obtenus dans I’étape précédente
possédant une fonction acide libre et des aminoacides commerciaux avec une fonction amine
libre sous forme chlorhydrate d’esters tels que : chlorhydrate du di-tertiobutyl ester de I’acide
aspartique et chlorhydrate du di-tertiobutyl ester de I’acide glutamique. Les résultats obtenus

sont résumeés dans le tableau suivant :

-



Le produit Rdt Aspect Rs
(%)
0
N
60 Pate rouge marron 0,5
¢ :
O/ \NH (0]
tBuO
OtBu
(0]
0 o OtBu
/ I ;
| 48 Pate rouge marron 0,57
N C OtBu
~
N
Y N
(0]
0
0 N
\C/\/
| 60 Pate rouge marron 0,5
HN OBz
o]
BzIO ]
OBzl
(0]
| 70 Pate rouge marron 0,6

C
\(\(ﬁ OBzl

Tableau 5 : Peptides obtenus analogues du RGD




Les peptides obtenus dans cette étape sont au méme temps des analogues cycliques du
RGD et des précurseurs importants en synthése pour élaborer d’autres analogues avec des
structures beaucoup plus complexes et intéressantes. Ces dérivés ont été obtenus avec des

rendements bruts moyens et analysés par CCM et IR.

IVV. Conclusion

Dans ce chapitre plusieurs réactions ont été abordées : estérification, condensation,
hydrolyse et couplage peptidique afin d’arriver a des analogues intéressants du RGD, ou
bien a des structures importantes pour d’autres réactions chimiques. Donc le but de ce travail
est réalisé, comme nous avons abouti a quatre derives qui peuvent étre utilisés comme

précurseurs ou analogues du RGD.

L’une des étapes clés et importante dans notre travail, est la condensation des esters
méthylique avec le 2,4-diméthoxydihydrofurane pour arriver a des y-lactames o, B-insaturés,
intermédiaires intéressants en synthese organique. Les rendements de cette étape et de toutes

autres réactions ont été bons ou moyens.

Toutes les réactions ont été suivies par CCM et IR, en ce qui concerne I’analyse
I’utilisation de I’IR reste insuffisante pour confirmer les structures malgré la caractérisation de
certaines fonctions. Les composés obtenus gagnerait a étre identifiés et caractérisés par RMN
proton et carbone 13.

-
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Chapitre 111 :
Partie expérimentale
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Matériel et méthodes

1°/ Méthanol anhydre : pour obtenir le méthanol anhydre, nous avons fait un traitement par
Mg et I, puis distiller sous atmosphére inerte, ensuite conserver

dans un flacon sous tamis moléculaire de 4°A.

2°/ Ethanol anhydre : I’éthanol de 96% de pureté a éte traité par CaCl,, et distillé
immédiatement sous atmospheére, ensuite engager directement dans

le milieu réactionnel.

3°/ Chlorure de thionyle : utilisé apres une simple distillation.

4°/ Détermination de la tempeérature de fusion :

Les points de fusion ont été déterminés a I’aide d’un Banc Kofler.

5°/ Chromatographie sur couche mince :

Les chromatographies sur couche mince ont été effectuées sur plaques en plastique
recouvertes de gel de silice et ont été révélé a I’aide d’une lampe UV et avec une solution de

I’acide phosphomolybdique en utilisant I’acétate d’éthyle et I’hexane comme éluant.

6°/ Chromatographie sur colonne :

Les chromatographies sur colonne ont été effectuées sur gel de silice Merck 60 (0.063-

0.200 mm) en utilisant comme solvant acétate d’éthyle et hexane.

7°/ Infrarouge (IR):Les spectres infrarouge ont été enregistrés sur un spectrophotometre
Agilent technologies (cary 660 FTIR) les composés sont placés sur ATR, les fréquences

d’absorption sont données en nombre d’ondes (4000-400) cm™
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. Purification du Méthanol 96 %

Mode opératoire :

Dans un ballon de 1L, on met 800 mL du meéthanol (96 %), on ajoute une masse
d’iode et de Magnésium .on porte le tout a reflux jusqu’a la disparition de la couleur marron
brune, ensuite on procédera a la distillation et le distillat est recueilli sur un tamis moléculaire

de 4°A.

1. Protection des acides aminés

11.1. Estérification de L-phénylalanine :

Schéma réactionnel :

(0] o (6]
S
e
OH C|/ \CI . OM
R MEQH/REfIUX 2h ™
2 NH, HCI

Protocole :

La phénylalanine (mg ; 0,0302 mol) est dissoute dans un volume de méthanol anhydre,

dans un ballon surmonté d’un réfrigérant muni d’une garde & CaCl, et sous courant d’azote.

A 0°C le chlorure de thionyle (SOCI,) fraichement distillé (2 ,18mL) est ajouté goutte
a goutte au mélange réactionnel a I’aide d’une seringue. . Une fois I’addition terminé on laisse
I’agitation environ 5 min ensuite le mélange est porté a reflux pendant 2 heures. . Quand la
réaction est achevée, on laisse le mélange refroidir est le solvant est évapore sous vide en

utilisant I’évaporateur rotatif.

Résultat :
Formule brute : CgH;;0,N, HCI
o Aspect : Solide blanc
Masse molaire : 215.68g /mol
ome Rdt : 99.8%

IR (cm™):(C=0 :1742 ; C=C :1491 ;

NH,HCI C-0:1236)
Ts:160°C
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11.2. Estérification de la L-alanine :

Schéma réactionnel:

NH,»

NH,, HCI
MeOH
—>
CO,H

socl, CO,Me

Protocole :
On a utilisé le méme mode opératoire décrit precédemment.

Résultat :

Formule brute : C4HgO,N, HCI

Aspect : Solide blanc
NH,

Masse molaire : 139,45g/mol
)\CO Me Rdt :93,7%
2

IR (cm™): (C=0:1739 ; C-O :1114)
Ts:88°C

11.3. Estérification de f-alanine :

Schéma réactionnel :

MeOH

CO,H /\/COZMe
/\/ 2 > HCI NH2
HoN '

socl,

Protocole :

On a utilisé le méme mode operatoire.

Résultat :

Formule brute : C4HgO,;N ;HCI
Aspect : Solide blanc
HCl N M | Masse molaire :139,45 g/mol

2 Rdt : 98,07%
IR(cm™): (C=0 :1732; C-0 :1213).
T¢:106°C




I11. Synthése de I’ester d’allylglycine

111.1. Alkylation

Schéma réactionnel :

Protocole

EtO,C

HNYO EtOH, 24h

CO,Et

Br
EtONa, /\/ WCOzEt
- HN O

De I’éthanol anhydre (11.2 mL) est placé dans un balon surmonté d’un réfrigerant

avec garde a chlorure de calcium. Du Na(mg,0.02 mol) est ajouté lentement par petits

morceaux en vérifiant que le mélange ne chauffe pas trop. une fois le sodium totalement

dissous, I’acétamidomalonate de diéthyle (m g, 23mmol) est ajouté et le mélange est agité 30

min (on obtient un mélange laiteux).

Le bromure d’allyle (2.2 mL) est ajouté goutte a goutte en maintenant la température

a température ambiante puis le mélange est agité pendant 24 heure .I’éthanol est évaporé sous

vide et le résidu est repris dans 5mL d’eau .Aprés avoir acidifié la solution avec une solution

de H,SO4 1M, le produit est extrait avec Et,O et séché sur Na, SO, anhydre, puis le solvant

est évaporeé sous vide .une huile jaune est obtenue. Apres séchage la cristallisation peut-étre

amorcée au congélateur on obtient un solide jaune péle.

|HN

CO,Et
CO,Et

\f©

111.2. Hydrolyse et décarboxylation

Schéma réac

tionnel

CO,Et

NCOZEt
| W o

T

Formule brute : C12H19NO5
Masse molaire : 257,1g/mol
Tf=60°C

IR(cm’) : C=C :1630 ;C=0:1730;
C-0:1215

HCI (3N) CO,H
- W
Reflux: 24h NH,, HCI

.




Protocole :

L allylacéetamidomalonate de diethyle (mg, 0.015 mol) est dissous dans 46 mL de HCI

(3M) et le mélange est agite a reflux pendant 24h .une fois le melange refroidi, le solvant est

évaporé sous vide. Le résidu est repris dans quelques mL d’ethanol absolu est évaporé,

I’opération est répétée au mois 3 fois. Le composé est seché par la suite.

Résultat :

CO,H

¥, e

Formule brute : CsHyO,;N ;HCI
Aspect : Solide marron

Masse molaire : 151g /mol

Rdt :76,7%

IR(cm™) :C=0(acide) :1710 ;C=C :1650

111.3. Esteérification de I’allylglycine:

Schéma réactionnel

NH,, HCI

socl, NH, HCI

\

/ CO,H MeOH, 24h / CO,Me

Protocole :

On a utilisé le méme mode opératoire décrit precédemment.

Résultat :

NH,, HCI

44“\«/L\cozme

Formule brute : C¢H12,CINO,
Aspect : Solide blanc

Masse molaire : 165.1g/mol

Rdt : 80%

IR (cm7):C=0:1735;C-0:1253
Ts:62°C




IVV. Condensation
IV.1. La condensation de I’ester de phénylalanine :

Schéma réactionnel

0
co,Mme — sze

Protocole :

L’ester de phénylalanine (mg ; 0,02mol) est dissout dans un volume d’eau distillé avec
HCI (1M, 3,6mL). Puis le 2,4-diméthoxydihydrofurane est ajouté, I’agitation et maintenue
24h a température ambiante. Le NaHCOj est ajouté a 0°c au mélange sous agitation jusqu’a
pH basique, puis le mélange est extrait 3 fois au DCM. La phase organique est seché sur

MgSQO, anhydre et évaporé .une huile rouge est obtenue.

Résultat :

O Formule brute : C14H15NO3
@ Aspect : huile rouge-marron
N Masse molaire : 245,11 g/mol
m IR cm™: C=0 (ester) :1738 ; C=0 (amide) :1665 ;
o,Mme
C-O :1233

Rdt : 71,62%
Rs: 0.5

1VV.2. La condensation de I’ester de I’alanine :

Schéma réactionnel

mMeo_ O _owme J\
O e
HCINH~ >Co,Me — > /

HCl o

Protocole :

On a utilisé le méme mode opératoire décrit precédemment.




Résultat :

Meozc)\N
0
@

Formule brute : CgH1oNO3

Aspect : huile rouge marron

Masse molaire : 169g/mol

Rdt : 79,3%

IR cm™: C=O(ester) :1738;C=0(amide) :1661 ;C-0:1204
Rs: 0.6

IV.3. La condensation de I’ester de pB-alanine :

Schéma réactionnel

Protocole :

On a utilisé le méme mode opératoire.

Résultat :

O

\
Meozc/\/?\l?

Formule brute :CgH;:NO3

Aspect : huile rouge marron

Masse molaire : 169g/mol

Rdt: 31%

IR cm™:C=0(ester) :1732 ;C=0(amide) :1658 ; C-O :1200
R¢: 0,5

IV.4. La condensation de I’ester de I’allylglycine :

Schéma réactionnel

HCI'NH,

/\)\cozme

o)
meo_ O _owme \
U N N

— >
HCI

Protocole :

On a utilisé le méme mode opératoire.

F



Résultat :

Formule brute : C1oH13NO3
o Aspect :huile rouge marron
U Masse molaire : 195 ,1g/mol
& N Rdt : 50%
\/T IR cm™: C=O(ester) :1739 ;
O,Mé€ C=0(amide) :1577 ; CO :1203,679 ; C=C :
1650
Rf: 0,4

V. Hydrolyse de la fonction ester
V.1. Hydrolyse de I’ester de lactame de phényle alanine :

Schéma réactionnel

> \
THF
D D
0'2 M LiOH
o,Me O,H

Dans un ballon on introduit 0.01 mol de lactame de phényle alanine qu’on solubilise

Protocole :

dans un volume de THF a 0°C, un autre volume est ajouté (0.01mol, 55mL) d’une solution
aqueuse 0.2 M de LiOH on laisse réagir 24h a température ambiante. La solution est extraite
avec I’acétate d’éthyle. La phase aqueuse est ensuite acidifiee avec une solution de HCI (1N).
La solution est extraite avec I’acétate d’éthyle, puis la phase organique est séchee filtré et

évapore.

Résultat :

@) Formule brute :C13H13NO3
\\ | Aspect :huile rouge marron
N Masse molaire : 232g/mol

IR : OH = 2944 cm™
O,H




V.2. L’hydrolyse de lactame de I’ester de I’alanine :

Schéma réactionnel

T ™ ok
MeO0,C” >N o HO.CTON
/ 0’2 M LiOH /)
o o)

On a utilisé le méme mode opératoire décrit precédemment.

Protocole :

Résultat :
J\ Formule brute : C;HgNO3
HO,C N Aspect : hUIl'e rouge marron
/ Masse molaire : 169 g/mol
o Rdt : 56%
IR : OH = 2905 cm™

V.3. Hydrolyse de lactame de I’ester de p-alanine :

Schéma réactionnel

0 0
— >
Me0,C~ >~ 0'2 M LiOH HO,C™ >~

Protocole :

On a utilisé le méme mode opeératoire décrit précédemment.

Résultat :
O Formule brute : C;HgNO3
@ Aspect : huile rouge marron
HOZC/\/N Masse molaire : 169g/mol
Rdt : 56%
IR : OH = 2930cm™




V1. La cyclisation de lactame de I’allyglycine :

Schéma réactionnel

O« _O CO,Me
}3 HCOOH \[/
N > H N
W Reflux 4h 0

Protocole :

Le lactame (mg, 0,005mol) est dissous dans I’acide formique, le mélange est agité a
reflux avec réfrigérant et garde & CaCl, pendant 24h .I’acide formique est ensuite évaporé. Le
résidu est repris dans le DCM et le reste d’acide est neutralisé avec une solution saturé de
NaHCOj3;. Le melange est extrait 3 fois au DCM la phase organique est sechee sur MgSO,4

filtrée et évaporé.

Résultat :
Formule brute : C13H15NOs

o] o CO,Me L

\[/ Aspect : huile rouge marron
Masse molaire : 241,1g/mol
" "\___o | Rdt: 70%

IR(cm™) :C=0(amide) :1674 ;C=0 :1715
Rf B 0,3

VII. Hydrolyse de I’ester d’allylglycine:

Schéma réactionnel

HO CO,H

o o CO,Me
Y THF X N

H N (0}
o) 0,2 M LiOH

Protocole :

On a utilisé le méme mode opératoire décrit précédemment.

.



Résultat :

Formule brute : C10H13NOs
Aspect : pate rouge marron
Masse molaire : 217 ,1g /mol
o Rdt : 80%

HO CO,H

VII. Le couplage peptidique
VI1.1. Couplage de y-lactames de phénylalanine avec I’acide aspartique protégé

Schéma réactionnel

o) (0]
}3 0 DCC,TEA (5éq) D
" +  tBuo OtBu g
COH HOBt,DCM, 24h Co
2 o) 0" "NH O

HCI,NH,

OtBu

Protocole :

Dans un ballon, et sous agitation on introduit (mg, 0,0043mol) de lactame de
phenylalanine dans le DCM, on ajoute le HOBt (1,1 eq; 0,64g), la DCC (1,1leq
0,0047mol ;0,98g) sous agitation. Puis on ajoute I’acide aspartique (0,0043mol ; 1,2g) ; TEA
(0,00215mol ; 2,17g) et on maintient I’agitation 24h. Puis on filtre et on fait un lavage avec
NaHCOg3, I’acide citrique 10% ; et NaCl saturée. On laisse sécher sur MgSQO, ensuite on

évapore.

Résultat :

@)
U Formule brute : CosH34N,O¢
N Aspect : Pate rouge marron
m Masse molaire : 458,55g/mol
O“">NH O Rdt : 60%
{BUO \H)\/U\ IR(cm™) :NH(amide) :3310,C=C :1616,C-O : 1240
otBu R¢:0,5

O




VI11.2. Couplage de y-lactames d’alanine avec I’acide glutamique protégé

Schéma réactionnel

, o) O~ _OtBu
J\ o oy DCCTEA (560) C( 0
HO,C N + i N C OtBu
Q tB“OMO HOBt,DCM, 24h T N

© HCI,NH,

Protocole :

On a utilisé le méme mode operatoire.

Résultat :
o] otBu Formule brute : Cy0H32N,054
C‘( ? Aspect : pate rouge marron
N d\ otBu Masse molaire : 396g/mol
T N Rdt : 48%
IR cm™: C=0 :1725 ;C=0 :(amide) :1621
R¢: 0,57

VI11.3. Couplage de y-lactames de p alanine avec I’acide aspartique protégé

Schéma réactionnel

: ; )9
b +  BzIO oszi DCC,TEA (5€q) O%C/\/N
z > |
HOZC/\/N HCINH, O HOBt,DCM, 24h HNUOBZ'
o}
BzlO e}
Protocole :

On a utilisé le méme mode opératoire.

Résultat :

U Formule brute : Cys HysNOg
O§C/\/N Aspect : Pate rouge marron

| Masse molaire : 450,18 g /mol

AN o8 Rdt : 60%
3 IR(cm™) :NH(amide) :3034 :C=0 :1659
BZIO (0] R¢: 0,5




VII. 4. Couplage d’azaoxobicycloalcane avec I’acide aspartique protégé

Schéma réactionnel

OBzl
ﬁ 0
0
o coH DCC,TEA (5éq) HO ., 0
OBzl ‘

N + leo)%( ‘ > H
0 HOBt,DCM, 24h N OBz

HCINH, O 0

Protocole :

On a utilisé le méme mode opeératoire.

Résultat :
OBzl Formule brute : CosH2sN,0s3
Aspect : Pate rouge marron
(I? S Masse molaire : 520,53g/mol
HO C (o) Rdt : 70%
H Rf B 0,6
N, oe IR(cm®) :NH(amide) :3034;C=0 :1660

.



-

.

Conclusion
Perspectives

~

/




Le travail de ce mémoire se focalise a la synthése de quelques précurseurs des
analogues cycliques du RGD. Les composeés cycliques, dérivés du RGD, sont généralement
stables en milieu biologique, et par conséquence antagonistes sélectifs de certaines intégrines.

Cette synthése utilise les acides aminés comme produits de départ. Ces derniers sont
transformés aux esters méthyliques correspondants. L’étape clé de ce protocole consiste a
faire une condensation des esters des acides aminés avec un réactif spécifique a fin d’arriver a

une structure cyclique qui peut étre engagée par la suite dans un couplage peptidique.

L’utilisation des acides aminés dans la synthese des peptidomimétiques reste toujours
originale parce que ces derniers sont reconnus par I’organisme ce qui limite ou réduit les
effets secondaires du peptidomimétiques. L’aminoacide permet d’introduire une chaine R1

avec un site basique, acide ou hydrophobe et une chiralité.

Dans cette étude, diverse réactions ont été appliquées : estérification, condensation,
hydrolyse et couplage peptidique, selon des conditions douces, pour aboutir a des structures
rigides en peu d’étapes, susceptibles d’étre utiliser dans la synthese des analogues cycliques
du RGD. Les rendements des reactions varient entre 40 et 99%.

Les molécules obtenues dans ce travail possédent des structures intéressantes qui offrent
plusieurs possibilités de fonctionnalisations. Elles sont substituées par deux fonctions acides
de I’acide aspartique ou glutamique qui représentent des sites actifs vis-a-vis des récepteurs

biologiques du RGD.

Les resultats obtenus dans ce travail seraient utiles et beaucoup plus intéressants avec une
analyse & haute performance : RMN *H, '3C et SM pour confirmer les structures exactes de
nos produits devant I’analyse IR effectuée et qui reste insuffisante.

L’évaluation de [I’activité biologique et plus précisement I’activité anticancereuse

consisterait aussi une approche importante pour la continuité de cette recherche.

.
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Résumé :
Le sujet de ce meémoire porte sur la synthese de quelques précurseurs des analogues

cycligues du RGD a partir des aminoacides comme produits de départ.

La méthode consiste a appliquer des reactions d’alkylation, de condensation, de
cyclisation et de couplage pour accéder, selon des conditions douces, a des dérivés rigides de

type y-lactames o, B-insaturés et aza-2-oxobicycloalcane.

Une série de produits a été obtenue en utilisant des esters d’amino acides avec un
réactif spécifique, le 2,4-diméthoxydihydrofurane. Les rendements des réactions sont

géneralement moyens aux bons.

Mots clés : RGD, peptidomimétiques, intégrines, y-lactames, aza-2-oxobicycloalcane.

Abstract :

The subject of this work relates to the synthesis of some precursors of RGD cyclic
analogues from amino acids as starting materials.

The method consists in applying alkylation reactions, condensation, cyclization and
coupling to access, under mild conditions, to rigid o, B-unsaturated y-lactams and aza-2-
oxobicycloalkane derivatives.

A series of products was obtained using amino acid esters with a specific reagent, 2,4-
dimethoxydihydrofuran. The yields of the reactions are generally average to the good ones.

Key words: RGD, peptidomimetics, integrins, y-lactams, aza-2-oxobicycloalkan.
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