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Résumeé

Le BINOL est une molécule intéressante a divers niveaux. De par son atropoisomérisme, il est tres sollicité
en synthese organique comme catalyseur chiral pour réaliser diverses réactions stéréo-contr6lées. Nous
avons vu en cette molécule un potentiel d’utilisation comme plateforme chirale sur laquelle on grefferait
des peptides de nature et tailles diverses, créant ainsi de nouveaux matériaux peptidiques pour application
comme hydrogel.

Ce travail modeste représente la synthése de BINOL en mode achiral, et tentative de synthese en mode
chiral, induit par la présence du (+)-tartrate de diethyle. Par la suite, la synthese de peptides supportés sur
le BINOL est décrite. Les résultats sont discutés en faveur d’une amélioration de la stratégie de synthese
de nouveaux hydrogels peptidiques & base de BINOL.

Abstract

BINOL is an interesting molecule on various levels. Due to its atropisomerism, it is highly sought after in
organic synthesis as a chiral catalyst for performing various stereocontrolled reactions. We recognized the
potential of this molecule as a chiral platform onto which peptides of different natures and sizes could be
grafted, thereby creating new peptide-based materials for applications such as hydrogels.

This modest work describes the synthesis of BINOL in an achiral mode, as well as attempts to synthesize
it in a chiral mode using (+)-diethyl tartrate. Subsequently, the synthesis of peptides supported on BINOL
is described. The results are discussed in support of an improved synthesis strategy for new peptide

hydrogels based on BINOL.
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Introduction Générale :

Les avancements récents dans le domaine de la biologie moléculaire et dans la chimie thérapeutique ont
ouvert acces a de nouvelles voies de traitement de plusieurs maladies en utilisant de nouveaux types de
médicaments de types protéiniques ou peptidiques. Les hydrogels synthétiques offrent des moyens effectifs
et pratiques d’administration de ces médicaments. Ce sont des réseaux tridimensionnels hydrophiles,
capables d’imbiber de grandes quantités d’eau ou de fluides biologiques, et donc ressemblent, & un degré
assez large, a des tissus biologiques. Ils doivent donc rester insolubles, motivés par leurs réticulations
chimiques (points de liaison, jonctions) ou physiques tels que des enchevétrements et des cristallites [1].

Les hydrogels doivent étre synthétisés en respectant un certain nombre de stimuli physiologiques présents
dans le corps, tels que le pH, la force ionique, et la température.

Ainsi, il n’y a rien de mieux que les acides aminés ou les peptides comme matiére de base pour synthétiser
ce nouveau type de matériaux.

Les acides aminés sont des molécules importantes voir indispensables ; elles font partie de toute espéce
vivante et constituent une variété de peptides qui sont les principaux composés de notre sujet, en plus du
BINOL.

Les peptides ont une importance marquante dans la vie quotidienne ; ils font partie des principales familles
de macronutriments indispensables a I’organisme.

e lls jouent un rdle structurel au niveau musculaire ou cutané.

e lls interviennent également dans de nombreux processus tels que la réponse immunitaire réponse
(anticorps).
IIs sont impliqués dans le transport de I’oxygene dans I’organisme (hémoglobine).

e llIs sont impliqués dans la digestion (enzymes digestives).
Etc...

Leurs applications ne s’arrétent pas seulement au domaine médicinal, mais aussi dans la dermatologie et la
cosmétologie [2].

Vu que la réponse thérapeutique implique trés souvent la notion de spécificité, la chiralité devient une
propriété importante dans notre contexte de travail. Elle est définie brievement par la présence d’un ou
plusieurs carbones asymétriques. Une molécule est dite chirale lorsqu’elle n’est pas superposable a son
image dans un miroir.

Cette définition répond bien justement aux composés que nous visons a synthétiser. En plus de la chiralité
exhibée par les différents acides aminés, le BINOL est une molécule chirale qui pourrait jouer un role
prépondérant non-seulement en termes de chiralité finale, mais aussi répondre a certain nombre de stimuli
cités ci-dessus.

Dans ce travail modeste, nous nous intéressons a la synthése de nouveaux types d’hydrogels a considérer
ultérieurement dans le domaine de la formulation. Ces nouveaux types sont caractérisés par deux facteurs
importants, & savoir :

1/ La présence d’un BINOL comme support de base, ce qui devrait conférer une chiralité, une flexibilité de
la molécule finale, mais aussi une motion controlée.

2/ la présence de peptides liés au BINOL pour répondre aux critéres cités ci-dessus, et en I’occurrence la
conception d’un hydrogel adéquat.



Problématique :

L’avancement continu de la recherche au cours du temps est notable, et a continuellement ouvert I’horizon
aux divers progres faits dans le domaine de la technologie, mais surtout dans le domaine de la médecine.

A cet effet, beaucoup de maladies anciennement considérées comme incurables sont devenues facilement
traitables, grace aux progres faits dans le domaine de la recherche scientifique.

Ainsi, I’évolution de la médecine dans ces 03 derniéres décennies par exemple a été possible entre autres
grace a la thérapie génique, ainsi que les nouvelles méthodes de formulation, a savoir les micro- et les nano-
particules qui permettent d’améliorer la biodisponibilité. Les micelles et les hydrogels représentent aussi
de nouveaux outils importants pour la formulation qui permettra de meilleures biodisponibilités de
médicaments. Il en ressort ainsi I’évidence accrue de la recherche continue dans ce domaine, ce qui
permettra I’ utilisation de beaucoup de médicaments qui ont prouvés leur efficacité in-vitro mais qui restent
jusqu’a ce jour inutilisables a cause de leur trés mauvaise biodisponibilité.

But et Objectif du Travail :

Le présent travail s’inscrit dans le contexte d’un programme plus large initié récemment par Prof. Ziani-
Cherif Chewki, et qui a pour but de développer de nouveaux types d’hydrogels a des fins de formulations
pharmaceutiques nouvelles.

Ainsi, notre objectif est de synthétiser un dimére peptidique qui sera supporté sur un BINOL, une molécule
chirale qui exhibe une propriété mécanique particulierement utile: le fait que les deux cycles
naphtaléniques du BINOL puissent produire une torsion notable, ce qui devrait conférer un mouvement
mécanique inédit de toute la molécule. De ce fait, la synthese du BINOL suivie de sa résolution racémique
pour obtenir un BINOL chiral sera notre premier objectif. Notre second objectif sera la synthese d’un
dimeére peptidique, voir trimére, supporté sur le BINOL chiral. Ces synthéses devront etre conclues par des
études d’analyse spectroscopiques et autres.



Partie Bibliographique :

Comme mentionné précédemment, nous nous intéresserons a deux objectifs, a savoir la synthése et
résolution racémique du BINOL, puis la synthese d’un dimére peptidique supporté sur le BINOL. De ce
fait, nous introduirons dans un premier temps le BINOL, ainsi que quelques aspects y afférents de synthése
et d’application. Nous introduirons par la suite quelques études réalisées sur des peptides afin de demontrer
leur importance.

- Le BINOL.
Le BINOL ou encore le 1,1’-bi-2-naphtol, est une molécule qui a pris beaucoup d’importance en synthese
asymeétrique grace a sa chiralité [3]. C’est une molécule qui comporte deux cycles naphtaléniques liés par
une liaison covalente, chacun portant une fonction alcool en alpha par rapport a la jonction. Il est intéressant
de noter que cette jonction entre les deux naphtyles donne lieu a deux isomeéres, a savoir le (R)-BINOL, et
le (S)-BINOL (Figure 1). Il en résulte de cela la notion d’atropisomérisme ou atropoisomerisme.

Vue du Haut : Vue du Haut

I

OH

m&
3]
T

(R) - BINOL (S)- BINOL

Figure 1: L’atropoisomérisme du BINOL. La séquence a — b — ¢ donne un R a gauche, et un S a droite,
selon la régle de Cahn-Ingold -Prelog.

Différentes méthodes de synthese du BINOL en série racémique et en série chirale ont été rapportées dans
la littérature.

En série racémique, le BINOL a été obtenu par oxydation du 2-naphtol en utilisant un métal comme
catalyseur. Divers catalyseurs ont été utilisés, tel que le FeCls, KsFe-(CN)s, Mn(acac)s; (acac =
acetylacetone), Cu-amine complexes, ou encore le TiCls, pour amener a bien la réaction avec des
rendements élevés.

Pour obtenir un bon rendement en BINOL, une quantité légérement supérieure a la quantité
stoichiométrique en catalyseur est requise, sauf si I’on utilise en plus une irradiation ultrasonique en
présence aussi d’oxygéne. Dans ce cas, la quantité en catalyseur pourrait-étre catalytique.

En série chirale, le BINOL chiral a été synthétisé par couplage oxydatif asymétrique du 2-naphtol en
présence de CuCl,. Le ligand chiral utilisé pour produire la chiralité est I’amphétamine. Ainsi, le (S)-
BINOL est obtenu en utilisant la (S)-(+)-amphétamine [4].
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Schéma 1 : Synthése asymétrique du BINOL en utilisant le (+)-amphétamine comme inducteur de
chiralité.Schéma 1 : Synthese asymétrique du BINOL en utilisant le (+)-amphétamine comme inducteur
de chiralité.

Gavin Coombs, dans un travail récent et intéressant [5], a rapporté I’utilisation d’un tétrapeptide comme

catalyseur pour créer I’atropoisomérisme entre un 2-naphtol et une quinone substituée [Schéma 2].
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Schéma 2

Il est a noter que dans ce cas, le tétrapeptide n’était pas lié directement au Naphtol par liaison covalente.
Aussi, la réaction s’est faite entre un naphtol et une quinone, contrairement & notre cas qui serait le couplage

oxydatif entre deux naphtols.

Dans un autre travail récent rapporté par Shouyi Cen et al, les auteurs ont utilisé le (R)-BINOL pour
synthétiser le (R)-BINAM et le (R)-NOBIN en version purement chirale [6]. Il est a noter que le BINAM
et le NOBIN sont des similaires du BINOL, la différence étant présente dans les fonctions [Figure 2].
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Figure 2 : Synthese du BINAM et NOBIN par induction asymétrique du BINOL.

Il est & noter gqu’aucun travail passé ne fait référence a I’utilisation d’un acide aminé chiral ou peptide pour
séparer un mélange racémique du BINOL. Nous nous intéressons donc & cet aspect, et nous restons
convaincus que ce serait une bonne idée. Notre approche sera basée dans un premier temps sur I’utilisation
du diethyltartrate chirale comme inducteur de chiralité, et nous essayerons de reproduire les résultats
obtenus avec la proline. Dans un second temps, nous tenterons de lier un acide aminé chiral de maniére
covalente au BINOL puis de tenter la séparation des diastéréoisomeres obtenus. En espérant des résultats
positifs, nous continuerons vers la synthése de di-peptides supportés sur le BINOL chiral, envers le
développement de nouveaux types d’hydrogels, ce qui est discuté dans la section suivante.

- Synthése de dipeptides supportés sur du BINOL chiral.
La synthése et étude de structure de peptides et protéines s’est révélée récemment étre munie d’une
importance croissante dans divers domaines. En effet, ce type de molécules peut avoir des applications dans
le domaine de la médecine et thérapie, cosmétologie, génie du tissu vivant, catalyse, comme biosenseurs,
. L’application de ce type de molécules ne peut se faire sans des études préalables de leurs structures
bis- et tridimensionnelles. Dans ce qui suit, nous décrirons quelques études rapportées dans la littérature
qui sont en relation étroite avec les applications citées ci-dessus.

I1-1- Etude dans le cadre du traitement de la maladie d’Alzheimer :

Histologiquement parlant, la maladie d’Alzheimer se démarque par la formation d’un enchevétrement
fibrillaire d’un certain nombre de peptides connus sous le nom de amyloides beta AB. Ces peptides sont de
diverses longueurs et formes.

Diverses études des structures de ces amyloides ont montré qu’ils étaient sous forme dimériques, et que
souvent, ce sont les plus petits en taille qui sont les plus toxiques [7]. Mieux encore, il a été montré que les
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dimeres pouvaient étre de nature covalente, comme ils pouvaient étre de nature non-covalente (Figure 3)
[8]. Cependant, ces derniers sont plus pertinents sur le plan biologique que les diméres covalents.

T T
T )

Covalent AP dimer

Moncovalent AP dimer

Figure 3: Dessins animés de diméres d'Af en feuillets p illustrant les différences entre les dimeres
covalents et non covalents. (A) Dimeére Af covalent généré par une liaison disulfure intermoléculaire. (B)
Dimere AB non covalent contenant deux monomeres Af stabilisés par liaisons disulfures
intramoléculaires. Les liaisons disulfures sont représentées par des traits orange Réf [8].

Il est a noter que ce type d’étude a nécessité I’utilisation de diverses techniques d’analyse, dont 3 types de
spectroscopie de masse (MALDI, Native lon Mobility, ESI), le dichroisme circulaire, Fluorescence a base
de thioflavin, et la microscopie électronique a transmission.

11-2- Application comme hydrogels :

Dernierement, les chercheurs se sont intéressés de plus en plus au développement des hydrogels pour
diverses raisons mentionnés dans I’introduction.

Les défauts osseux représentent un probléme clinique critique non curable jusque-l1a. Ainsi, une approche
thérapeutique considérée récemment serait d’appliquer des hydrogels formés par des peptides auto-
assemblés, qui pourraient servir de matrices d’administrations de médicaments injectables ; la croissance
osseuse serait alors favorisée par des facteurs libérés par la gélification in situ de ces derniers [9].

Les peptides congus a cet effet sont les suivants, représentés en Figure 4.



NH; NH,

HN\;'"N R? o
NH; NH,
R'" R? R?
HALMAX His His NHp

HALMAX-RGDS His His Arg-Gly-Asp-Ser-CONH,
HZ2LRDMAX Asp Arg NH;

Figure 4: Les peptides congus et étudiés dans le cas de la croissance et regénération des ostéoblastes.

Ainsi, I’utilisation du peptide de séquence NH.-Leu-His-Leu-His-Leu-Lys-Leu-Lys-Val-DPro-Pro-Thr-
Lys-Leu-Lys-Leu-His-Leu-HisLeu-Arg-Gly-Asp-Ser-CONH, (H4LMAX-RGDS) comme hydrogel a
permis une augmentation du nombre de cellules ostéoblastiques ; ces cellules sont restées saines et en bonne
santé aprés 07 jours.

Comme autre application des hydrogels peptidiques supramoléculaires en biomédecine, il y a la délivrance
de médicaments pour la libération prolongée de molécules thérapeutiques. Il faut préciser que
I’administration ciblée et sélective de médicaments est plus favorisée que I’administration systématique du
fait qu’elle permet d’éviter la toxicité et les effets secondaires qui sont causés par la liaison hors cible en
réduisant les doses [10].

I1-3- Auto-assemblage de I’hydrogel peptidique :

Les auto-assemblages peptidiques des hydrogels attirent actuellement une attention notable puisqu’ils ont
un potentiel important au niveau de leurs utilisation qui inclut I’ingénierie des tissus par exemple, ou la
récupération d’énergie. Nouvellement, plusieurs regles commencent a devenir plus claires pour le contréle
d’auto-assemblage des peptides en fibres d’épaisseur définie ; ces derniers se ramifient et forment des
réseaux 3D et des hydrogels qui ont un avantage appréciable, celui du fait que leurs propriétés mécaniques
peuvent étre ajustables [11].

Les études existantes ont bien montré qu’il y a plusieurs facteurs ou parametres qui peuvent influencer le
taux de libération de la molécule-médicament. Ces facteurs incluent la taille, le degré d’interactions avec
la fibre-polymere, et la quantité du milieu aqueux aussi. Un grand nombre d’agents thérapeutiques sont des
molécules chargées, et pour cela la compréhension et I’utilisation des interactions électrostatiques devient
importante.  Une expérience intéressante a été réalisée pour encapsuler deux petites molécules de
médicaments, a savoir le jaune naphtol (NY) et le jaune de Martius (MY) portant des charges de -2 et -1 a
pH 7 respectivement. Dans ce but, trois octapeptides ioniques-complémentaires portant des charges nettes
de 0, +2 et -2 a pH 7 ont été utilisés (Figure 5) [11].



MJ'/H e HG‘“]iH GMJ’IHD
NH LN S I N S V|
WOETN SN S LN e g
2o o N, Ny
VEVEVEWVE NH3

Maphtol yellow

T,
""m. |‘“- f“i L—n_l E-"

MH
VEVKVEVE ~ - - o CG

REEREEREERETS:

J A2 ”‘I He X ﬁléjiq )

HaN v N N N ;
® g) t H ;:[}F - H E i H .}f, i\L = Martius yellow
|
o iy G’J Q, M
- NHa i NH3
VEVEVEWVE N

Figure 5: les trois octapeptides ioniques complémentaires ainsi que le jaune naphtol et le jaune Martius
Réf [11].

I1-4- Amélioration des biomatériaux peptidiques en bio-fabrication :

Le développement de biomatériaux peptidiques qui exhibent une capacité accrue a regénérer un corps natif
est un domaine trés exploité car il présente des opportunités tres vastes pour traiter des maladies ou des
blessures graves. C’est un domaine en plein progression qui a démontré I’efficacité et la convenance dans
les applications cutanées, intestinales, les cellules souche et méme les tissus cancéreux et musculaires
ingéniés. La fonctionnalité des biomatériaux en bio-fabrication repose sur I’incorporation d’un mimétique
qui imite la pratique des composants de la matrice extracellulaire native (Figure 6) [12].

Biofabricating with Peptide Materials

Hydrogel Biocompatibility Adaptation to Biofabrication of

Assessments Assessments Biofabrication Tissues

Figure 6: "La voie de biofabrication avec des matériaux a base de peptides implique la découverte de
peptides auto-assemblés qui forment des hydrogels aux propriétés mimétiques de I'ECM™ Réf [12].

D’autres études sont aussi importantes a considérer, mais qu’on ne pourra pas mentionner ici, tels
que I’impact du pH sur le repliement des peptides en feuillets B, I’auto-assemblage et la formation de
matériaux hydrogels [13].



Meéthodologie concue et plan de travail :

Pour notre projet de fin d’étude, nous avons choisi le sujet intitulé de "Synthése d’un nouveau matériau
peptidique pour application en hydrogel” en restant persuadé que ce serait un bon choix.

Le travail que nous essayerons de réaliser se base sur deux objectifs principaux : le premier consiste en la
synthése et résolution racémique du BINOL, et le second consiste en la synthése de dipeptides supportés
sur du BINOL chiral.

Objectif 01 : Synthése et résolution racémique du BINOL (Schéma 3):

Le départ dans cette résolution se fera a partir d’un couplage oxydatif du 2-Naphtol avec un métal comme
catalyseur, a savoir le CuCl,ou le FeCls, ce qui produirait un mélange racémique de (R) et (S)-BINOL.

La résolution sera tentée en utilisant deux voies : la premiere sera par simple chélation avec une molécule
chirale telle que le (+)-tartrate de diéthyle, avant d’initier le couplage oxydatif.

Dans un second temps, nous tenterons la séparation par réaction chimique, en convertissant le mélange
énantiomérique (R) + (S)-BINOL en diastéréomeéres, par réaction avec un acide aminé chiral protégé
(AA1Boc). Les deux diastéréoisomeres seront éventuellement séparés par chromatographie. Une
saponification des deux diastéréoisoméres permettra la production et I’identification du (R)-BINOL qui est
le composé majeur du deuxieme but.
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Schéma 3: Voie congue pour la résolution du BINOL.

Obijectif 02 : Synthese de dipeptide supporté sur du BINOL chiral (Schéma 3):

Aprés obtention du (R)-BINOL, nous passerons a la réalisation de la synthése du dipeptide en reposant sur
la réaction de protection et déprotection des acides aminés (AA1Boc) et (AA2Boc), toujours en milieu
basique (TEA) et en présence du HBTU comme réactif du couplage (Schéma 4).

A la fin, nous tenterons en quelgue sorte de cycliser la molécule en fixant une fonction acrylate qui sera
soumise a une lumiére de longueur d’onde spécifique A. Le but de cette tentative est de voir si I’on peut
piéger un médicament de petite taille a I’intérieur du cycle dipeptidique.
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Schéma 4 : Voie congue pour la synthése de dimeres supportés sur le BINOL.
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Chapitre 02 :

Résultats et discussion
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1. Introduction :
Comme mentionné dans le chapitre précédent, notre travail consiste en la synthése d’un nouveau matériau
peptidique pour application en hydrogel. Dans ce chapitre, nous allons discuter et décrire les différents
résultats obtenus durant notre essai d’acquérir notre objectif.

2. Synthese du BINOL :
Le BINOL est en général synthétisé a partir du 2-naphtol, par couplage oxydatif, en utilisant soit le cuivre
I, soit le fer III.

Comme la littérature ne semble pas favoriser un métal par rapport & un autre pour ce type de couplage, nous
avons opté d’utiliser le chlorure de Cuivre I, étant disponible dans notre laboratoire.

Protocole N°01 :

Le couplage oxydatif entre deux molécules de 2-naphtol semble étre simple et succinct : les deux molécules
de naphtol recoivent chacun un électron & partir du cuivre Il, produisant ainsi deux radicaux naphtyles, qui
se coupleront directement pour produire un bi-naphtyl ; ce dernier, par aromatisation, produira le BINOL,
comme schématisé en Figure 7.

2-naphtol

1,1-bi-2-naphtol.

Figure 7: mécanisme de la réaction du BINOL en utilisant le CuCI2.

Sur cette base, nous avons suivi le protocole décrit par Jacques Drouin [14], ce qui a entrainé la formation
d'un solide de couleur gris foncé.

Notre premier instinct pour vérifier si la réaction a marché ou non fut la CCM. Malheureusement, le Rf du
produit de réaction fut le méme que celui du 2-naphtol, produit de départ. De ce fait, nous avons décidé de
comparer le spectre RMN H* du produit de départ (Figure 9) avec celui de notre produit de synthése (Figure
8).

12
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Figure 8 : spectre proton RMN du produit obtenu par le protocole N°01.

N

Dans cette figure, nous voyons clairement que I’on a un total de 7 protons dans la partie aromatique [7-
7.84] ppm, pour 1 proton a 4.96ppm. Cela suggére fortement que 1’on a un rapport d’intégration de 7/1,
correspondant au 2-naphtol. De plus, le spectre semble identique a celui du 2-naphtol (Figure 9).
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Figure 9 : spectre RMN proton du 2-naphtol.
Sur cette base, nous avons conclu que la réaction n’a pas marché. Par ailleurs, nous avons comparé notre

spectre a celui de la littérature qui semblait Iégérement différent en termes de déplacements chimiques
(Figure 10).
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Figure 10 : spectre RMN du BINOL dans la littérature [15].

Donc pour résumer, malgré les indications de I'intégration en RMN H suggérant la présence du produit de
départ (Figure 8 et 9), nous n’avons pas pu conclure si le produit s’est formé ou pas pour de diverses
raisons :

o Lasimilarité des spectres entre le 2-naphtol et le BINOL. Leur différence réside dans le rapport des
protons. Pour le 2-naphtol, le rapport est de 1H alcool pour 7H aromatiques, tandis que pour le
BINOL, il est de 1H alcool pour 6H aromatiques.

e Par une simple comparaison du spectre de RMN avec du BINOL dans la littérature [15], on
distingue une différence marquante malgré que les deux sont dissous dans le méme solvant deutérié
CDCl; (figures 8 et 10)

o Lerapport frontal Rrde CCM des deux composés est pratiquement le méme, ils se situent au méme
niveau.

Par conséquent, nous avons di nous baser sur le point de fusion pour une déduction décisive, sachant que
la température de fusion passe de 120°C pour le 2-naphtol & 205-211°C pour le BINOL.
Ainsi, le point de fusion mesuré s'est avéré étre de 130°C, ce qui confirme la présence unique du produit de

départ et donc I'échec de la réaction.

Sur cette base, nous avons pensé que peut-étre le temps de réaction n*était pas suffisant. Nous avons ainsi
pris la décision d'augmenter le temps de réaction de 5 heures & 18 heures. Malheureusement, une fois de
plus, cela n'a pas abouti au produit désiré.

Nous avons réalisé un total de 5 tests en utilisant le chlorure de cuivre I, mais sans succes.

La figure 11 suivante représente une comparaison des produits des 5 tests réalisés.
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Figure 11 : spectres RMN proton pour les différentes tentatives du protocole N°01.

La comparaison des cing spectres indique un échec de tous les essais. Il est intéressant aussi de remarquer
gue les résultats obtenus sont incohérents, dans les zones [4.5 — 5.5] et [7.00 — 8.00] ppm. Par contre, nous
avons noté la présence d’un pic intense vers 1.52 ppm dans le spectre (figure 09) du 2-naphtol, et qui est
présent dans les cing spectres des cing tests, alors qu'il ne devrait pas y étre. En ajoutant les points de fusion
inappropriés, nous pouvons confirmer que la réaction n'a pas réussi.

N.B : Un autre élément qui a confirmé cet échec est le fait que lorsqu'on a porté notre solide & ébullition
dans de I'eau bouillante. En faisant cela, le 2-naphtol s'est évaporé totalement, ne laissant rien derriére lui.
Si I’on avait du BINOL, ce dernier aurait été présent, vu son point de fusion éleve.

De ce fait, nous avons soupconné la qualité du 2-naphtol et apres avoir confirmé nos doutes avec la RMN,
nous avons décide d'utiliser un nouveau lot de 2-naphtol. Son spectre est le suivant (Figure 12) :
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Figure 12 : spectre RMN du deuxieme lot de 2-naphtol.

Contrairement au premier échantillon utilisé, celui-ci semble pur malgré la présence d’une légére
impureté qui n’a pas affecté notre synthése. Nous I’avons donc adopté pour tout le reste de notre travail.

Protocole N°02 :

Aprés ces echecs consecutifs a synthétiser le BINOL, et en méme temps que le changement du lot de 2-
naphtol, nous avons décidé d’utiliser le chlorure de fer Ill, en espérant que celui-ci nous donnerait de
meilleurs résultats. Nous avons donc opté pour un autre protocole décrit par Brian E. Love et Robert A.
Bills [16], qui recommande l'utilisation du chlorure de fer en présence dalumine en tant qu'agent de
couplage. Cependant, ce protocole n’a pas été testé vu I’indisponibilité de I’alumine.

Protocole N°03 :

Une variation du protocole 2 consiste a suivre le protocole décrit par Jacques DROUIN, qui recommande
I’utilisation du chlorure de fer (111) hexahydraté [14]. Dans cette référence, deux protocoles pour la synthese
du BINOL sont rapportés, le premier décrivant une réaction utilisant des solvants et le second suggérant
une réaction a sec. Dans notre cas, nous avons choisi le protocole a sec, ce qui a produit un solide de couleur
marron.

A notre bonheur, les analyses spectroscopiques ainsi que le point de fusion ont tous confirmé I’obtention
du bon produit.

Résultat RMN :
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L'analyse du spectre indique que le produit obtenu est le 1,1'-bi-2-naphtol. En observant les pics du spectre,
nous constatons que pour 2H alcool, nous avons une présence de 13H aromatiques. En tenant compte de
I'intensité du signal du solvant (CDCI3) estimé a environ 1H, nous observons un total de 12H aromatiques
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Figure 13 : spectre RMN proton du BINOL pur protocole N°03.

Pour étre encore plus sdr que le produit soit bien le BINOL avec ses deux alcools libres et non pas un
complexe avec le fer, une analyse IR a été réalisée (Figure 14).
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Figure 14 : résultat IR du BINOL.

En effet, la bande OH est présente a 3390.640 cm™ et 3485.546 cm™.

De plus, le point de fusion a été mesuré, et a été trouvé egal a Tr = 211°C.
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Selon les données de la RMN, de I'IR et en particulier du point de fusion, nous pouvons enfin affirmer que
le produit obtenu correspond bien au BINOL recherché, mais malheureusement avec un rendement trés
faible de 11.66%, qui peut étre expliquée par la perte du produit durant la recristallisation en utilisant le
toluéne bouillant comme solvant, sachant que nous sommes partis de 4.299 de quantité a purifier a 0.9g de
produit pur.

Mécanisme 02 :
Le mécanisme impliqué dans cette synthése est le suivant :

Schéma 5 : mécanisme impliqué dans la synthese du BINOL avec le FeCI3.6H20.

FeCly 6H,0 .\ ( +FeCly(+11) 6H,0) 1—*._\@ H —s (+H")
e 0’ Q- Z “OH
CH H
‘ C OH

GG OH : = FeCl :=:
(+ HCl) OO oy «—— (FeCh) OH —

1,1-bi-2-naphtol.
Le mécanisme implique un couplage oxydatif ou le naphtol céde un électron au fer (111). Le radical du
naphtol prend la forme mésomere la plus stable et ¢’est celle ou la charge est portée sur le carbone 1, car le
proton peut étre expulsé pour donner un radical qui peut attaquer une autre molécule de 2-naphtol sur cette
position. L’addition se produit sur la méme position de la deuxieme molécule a cause de la stabilité du
radical et enfin le produit se forme par une derniere oxydation.

2-naphtol

3. Résolution racémique du BINOL :
Nous avons émis I'hypothése que la résolution racémique du BINOL pourrait étre réalisée en utilisant un
acide aminé, ou méme le tartrate d’éthyle. Cette hypothése est fondée sur les travaux antérieurs de Dongwei
Cai et al qui ont utilisé le chlorure de N-benzylcinchonidinium comme agent de résolution [17]. Comme,
notre laboratoire ne dispose pas de ce réactif, nous avons décidé d'explorer la résolution racémique en
utilisant le (+)-tartrate de diéthyle, un dérivé de I'acide tartrique disponible dans notre laboratoire.

BINOL synthétisé avec du (+)-tartrate de diéthyle:
Nous avons raisonné de la maniére suivante : la chélation de (+)-tartrate de diéthyle avec le 2-naphtol
suivie d’un couplage oxydant des deux radicaux naphtyles plus I’élimination du tartrate par recristallisation,
conduit & I’obtention d’un seul diastéréoisomére du BINOL.

Explication d’hypothese :

Etant donné que le (+)-tartrate de diéthyle est optiquement actif, nous postulons qu'en mélangeant les deux
molécules de 2-naphtol avec le tartrate, des interactions de liaison de type hydrogene se produiront, ce qui
orientera probablement les molécules de naphtol de maniere précise (Figure 15). Cela devrait conduire &
I'obtention d'un seul énantiomére du BINOL apres l'oxydation des deux radicaux naphtyles.
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Figure 15 : Modele de prédiction d’orientation d’un naphtol par rapport a I’autre.

Sur cette base, nous avons dans un premier temps mélangé le 2-naphtol et le (+)-tartrate & sec, dans un
mortier que nous avons broyé pendant 15 min ; suite a cela, nous avons ajouté le chlorure de fer 111 et nous
avons continué le broyage de maniére vigoureuse en utilisant le pilon, pendant 1hr. Le produit isolé (voir
partie expérimentale) a été analysé par RMN H?, ainsi que par point de fusion.

Les deux parties montrées sur le spectre (Figure 16) représentent bien les deux protons alcools a 5.04ppm
et les 12 protons aromatiques entre 7.20 ppm a 8.06ppm, du BINOL. Cependant, nous observons a nouveau
la présence d'un signal intense a 1.52 ppm, qui est vraisemblablement di a une impureté gue nous n'avons
pas eu le temps d’investiguer.

5.04
2.16

4 - 888 288]
/magntek ANVARNYY.

S s J

1D-1H-"PowerScan”

Partie 02 : H

alcool.

L e — ——

- [514
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f1 (ppm)

.5 10 05 0.0

Figure 16 : résultat RMN proton du BINOL synthétisé en présence du tartrate.

La mesure du point de fusion a donné la valeur de Tf = 212°C. Avec la RMN, nous avons pu confirmer la
formation du BINOL de nouveau.
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Cependant, la question suivante qui restait était la suivant : est-ce que la réaction en présence du tartrate a
bien été stéréosélective, et avons-nous bien favorise un énantiomére, plutdt qu’un autre ?

Pour pouvoir répondre a cette question, nous avons dd faire appel a la mesure du pouvoir rotatoire.

Pouvoir rotatoire spécifique :
Comme une technique de Vérification d’énantiomérique nous avons opté pour la polarimétrie.

Le pouvoir rotatoire spécifique est une grandeur caractéristique d’une molécule chirale ce qui pourrait étre
le cas avec notre produit. Pour cela, nous avons décidé de mesurer son angle de déviation pour pouvoir
déterminer si le BINOL que nous avons obtenu est racémique ou chiral.

Le pouvoir rotatoire specifique est calculé par la loi de Biot :

Avec : o le pouvoir rotatoire de la solution en degreé (°).
d la longueur de la cellule en dm.
C la concentration de la solution en g/cm?, parfois en g/ 100cm?

Le pouvoir rotatoire du BINOL rapporté dans la littérature est de [a]*’p= - 34.7° (¢ 0.5 g/ 100cm?, THF) et
[a]?% = - 35.5° (¢ 1.03 g/ 100cm?, THF) [18]. Il s’agit donc dans notre cas de mesurer le pouvoir rotatoire
dans les mémes conditions, et de le comparer avec celui de la littérature.

Pouvoir rotatoire spécifique du BINOL simple :
Par principe, nous avons dans un premier temps mesuré le pouvoir rotatoire du BINOL synthétisé en
absence du tartrate.

Les résultats de cette mesure sont présentés dans le tableau suivant :

Concentration x10-2g/ cm?, d (cellule). a (°). [a]

1 1.00 dm -0.4 -40°

Tableau 1 : résultat du pouvoir rotatoire spécifique du BINOL simple.

D’apres la littérature et ces résultats, nous pouvons dire que nous avons un seul énantiomere pur *° S-
BINOL *’, ce qui a été surprenant pour nous, car on s’attendait a un pouvoir rotatoire nul ou presque. Ici,
on trouve que la valeur est plus élevée que celle de la littérature. Sur cette base, nous avons refait les
mesures, en utilisant le méme lot, ainsi qu’un autre lot de synthése. Dans les deux cas, nous avons obtenu
la méme valeur.

Pouvoir rotatoire spécifique du BINOL synthétisé en présence du (+)-tartrate de diéthyle :

Nous avons tenté de mesurer le pouvoir rotatoire du BINOL synthétisé en présence du (+)-tartrate de
diéthyle, en utilisant les mémes conditions que pour I'évaluation précédente du BINOL simple.
Malheureusement, aucun résultat n'a pu étre obtenu, probablement en raison de la présence persistante de
traces de fer, ce qui a empéché toute mesure significative.

D’autres méthodes de détermination d’un excés énantiomérique existent, comme par exemple I’ utilisation
de sels d’europium, I’alcool de Pirkle, ou encore I’acide de Mosher. Toutes ces méthodes sont basées sur
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la conversion des énantiomeres en « diasteréomeres », et I’utilisation de la RMN pour déterminer le
dédoublement des signaux, chacun correspondant a un diastéréoisomeére pur.

La figure 17 suivante représente un exemple d’application, ou les auteurs ont converti un mélange de deux
énantiomeres d’un di-amino-alcool protégé en esters de Mosher correspondants [19]. Ils ont ensuite utilisé
la RMN pour mesurer les hauteurs des signaux dédoublés, ce qui leur a produit le rapport des

diastéréoisomeres, donc énantiomeres par deduction, le signal le plus intense correspondant au
majoritaire.

diastéréoisomere
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Figure 17 : spectre RMN de la détermination de I’excés énantiomérique [19].
Malheureusement, aucune de ces méthodes n’était applicable dans notre laboratoire, et nous sommes restés

sans fin vis-a-vis de ce probleme.

4. Synthese d’un dipeptide sur le BINOL chiral :
A ce stade de notre étude, notre objectif était de synthétiser un dimére peptidique supporté sur le BINOL,

ce qui impliquait essentiellement une réaction d'estérification.

Les réactions d’estérifications aux conditions neutres peuvent étre réalisées de différentes maniéres, dont:

¢ Reéaction de Mitsunobu.
o En utilisant les agents de couplage.
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Dans notre cas, nous avons utilisé un agent de couplage, plus précisement le HBTU :

N\

b

N i
LN o,

. _N-CH.
PR j
HyGs 7

Figure 18 : Structure du HBTU.

Mise a part le HBTU, il existe d’autres agents de couplage qui sont les suivants : BOP, COMU, DEPBT,
HATU, HCTU, PyAOP, PyBOP, PyOxim, TSTU.

Vu sa disponibilité au laboratoire, nous I’avons donc adopté pour notre synthése.

Synthése du premier couplage d’un acide aminé (Boc-lle-OH):

O CH4

ﬁfmxfiwaHH
o 0 o BEE R
E: DMF / HBTU Boc—MNH
OH | nx HDJKI/\/CHl

—

oo TV ¢ N ¥
0 1/AH/ 3
Boc—NH

Schéma 6 : schéma représentant la réaction du couplage du Boc-1le-OH avec le BINOL.

Les équivalents utilisés pour cette synthése sont les suivants :

e 3 équivalents d’acide aminé pour 1 équivalent de BINOL.
e 3.3 équivalents de HBTU et 6 équivalents de triéthylamine pour 3 équivalents d’acide aminé.

Nous avons opté pour un exces de réactifs pour justement garantir le rendement et le fait que les protons
désirés soient arraches.

Mécanisme de couplage par HBTU :

Le couplage d'un acide aminé sur le BINOL par le HBTU se déroule en plusieurs étapes. Tout d'abord,
I'acide aminé est activé par le HBTU, qui réagit avec son groupe carboxylique. Ensuite, un intermédiaire
du BINOL qui est déja déprotoné par la triéthylamine se forme. Enfin, une liaison peptidique se forme entre
le BINOL et I'acide aminé, les reliant ensemble.
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NB : le meme meécanisme se produit avec le deuxiéme OH du BINOL.

Schéma 7 : Mécanisme de couplage par le HBTU.

Continuons avec la discussion des résultats obtenus de ce premier couplage.

Cette réaction a conduit a I’obtention d’un solide marron avec un point de fusion T = 148°C.

Résultat RMN :
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Figure 19 : résultats RMN du BINOL couplé avec le Boc-1le-OH.

Comme I’on peut le voir sur le spectre, les 04 parties montrent bien que la réaction a bien marché et que le
couplage avec I’isoleucine a réussi.
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La partie 01 qui se trouve a 10.20 ppm représente les deux protons des deux azotes des acides aminés,
suivie de la partie 02 de 7.31 ppm & 8.23 ppm qui représente les protons aromatiques du BINOL, continuant
avec la partie 03 a 2.86 ppm et 2.97 ppm qui représente les protons des tertiobutyles du Boc plus la partie
04 des protons des isobutyles des acides aminés. En mettant a I’écart ces 04 parties, on constate qu’il y a la
présence de certains pics qui ne sont pas identifiés et qui montrent que le produit n’est pas pur, chose que
nous avons confirmé par la chromatographie sur couche mince CCM.98908

Note :

La représentation du BINOL couplé avec le Boc-1le-OH en 3D suivante peut montrer qu’effectivement la
résolution peut étre réalisée grace a un acide aminé :

~

Figure 20 : représentation 2D et 3D du S-BINOL.
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CONCLUSION GENERALE

Il a été précédemment mentionné dans l'objectif de notre travail que notre deuxiéme objectif consiste a
synthétiser un dimére peptidique, voire un trimére, ancré sur la molécule de BINOL, puis une tentative de
cyclisation de I'ensemble de la molécule afin de déterminer la possibilité de piéger un médicament a
I'intérieur du cycle peptidique. Cependant, en raison du temps trés limité dont nous disposions, nous n‘avons
pas pu approfondir davantage nos essais et nous nous sommes arrétés a la synthése d'un seul acide aminé
(Boc-lle-OH) sur le BINOL.

Ce travail préliminaire a pu dégager un certain nombre de probléemes techniques qu’il faudra résoudre par
la suite. Cela reste dans les perspectives du laboratoire.

Par ailleurs, il a permis de mettre en évidence certaines questions chimiques intéressantes, tels que pourquoi
le BINOL obtenu de maniére purement achirale a quand méme été chiral ?

Finalement, ce travail, quoique modeste, nous a permis de beaucoup apprendre au niveau de la paillasse,
au niveau du raisonnement scientifique, et comment conduire un sujet de recherche.
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Chapitre 03 :

Partie Expérimentale.
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Généralités :

La chromatographie sur couche mince (CCM) a été réalisée sur plaques en aluminium de gel de
silice 60F254 (Merck) (40-63 um) avec un révélateur sous lampe UV.

Les produits et réactifs suivants ont été commercialisés et achetés de la société Sigma-Aldrich : B-
naphtol, (+)-diéthyle tartrate, triéthyle amine TEA, acétate d’éthyle, dichlorométhane, éthanol,
méthanol, heptane, HBTU.

L’analyse RMN a été réalisée sur appareil Magritek SpinSolve 60 Carbon avec une référence
interne 10% de H,0 dans D,O a 4.74ppm ; les spectres ont été mesurés en utilisant le CDCI; comme
solvant (sauf indication spécifique) et les déplacements chimiques sont donnés en ppm.

Le pouvoir rotatoire a été mesuré par le polarimétre LABTRON LPMR-AL0, utilisant une lampe a
sodium standard & 589nm.

Les températures de fusion ont été mesurées par le banc Kofler HEIZBANK de type WME avec
une échelle allant de 50°C & 260°C.

L’analyse IR a été réalisée sur spectrométre Cary 640 FTIR avec le logiciel Agilent Resolution Pro.
L’évaporation des solvants a été faite avec le rotavap Heidolph avec une pompe de la méme marque
de 7.0mbar.
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I1.  Protocole et mode opératoire :
1. Synthése de BINOL (1,1'-Bis(2-naphthol)) :

BINOL (Z.1"-Bis(2-naphthol)).

Formule brute : CxH140..

Masse molaire : 286.32 g/mol.

Point de fusion T¢ : 211°C.

[a]*®ss0 pouvoIr rotatoire spécifique : -40°.

Rapport frontal Rs : Ry = 0.40 (Heptane/EtOACc (70% / 30%)).

IH RMN 60 MHz (CDCls) : § 5.16 ppm (s, 2H), 7.14-8.15 ppm (m, nH (n=14)).

Pour pouvoir synthétiser le BINOL nous avons passé par 3 tests dont deux qui étaient un total échec. Les
trois sont décrits plus détaillés par la suite :

a) Protocole N°01 :
Synthese du BINOL en utilisant le CuCl,.2H,O comme oxydant :

Au début, deux solutions ont été préparées :

Solution 01: dans un erlenmeyer de 50mL, est introduit 1.97g de CuCl..2H,0 (1.15x102 mol) avec 4.9mL
d’eau distillé.

Solution 02: dans un autre erlenmeyer de 250mL muni d’un barreau magnétique, 0.5g de 2-naphtol
(3.47x10°% mol) est introduit avec 41.6mL d’eau distillée sous agitation et chauffage.

Lorsque I’ébullition commence a s’effectuer, la solution 1 du CuCl..2H,0 est ajoutée petit & petit, un
précipité commence a apparaitre et la réaction est laissée sous agitation et chauffage jusqu’a 5h-6h, voir
méme 18h. Le précipité est recupéré par une filtration sous-vide, ensuite il a été lavé avec de I’acétate
d’éthyle et le solvant est éliminé par une évaporation au rotavapor [14].

Le produit a été purifié par une recristallisation en utilisant le toluéne bouillant comme solvant.

b) Protocole N°03 :

Dans un mortier, 4g de 2-naphtol est broyé avec 15.20g de chlorure de fer (111) hexahydraté (FeCls.6H20)
et est déposé dans un bécher de 9cm de fagon a réaliser la CCM. Le bécher est ensuite mis dans un bain de
sable & 50-70°C pendant 2h-2h30, le produit est ensuite trituré 4 fois avec 25mL d’eau bouillante et filtré
sous vide. [14]. Le produit est ensuite purifié par recristallisation dans du toluéne, filtré et séché dans I’ étuve
a60°C.

2. Résolution racémique du BINOL :
Nous avons envisagé de faire une résolution racémique pour le BINOL en utilisant le diéthyl (+) tartrate et
en suivant le méme protocole précédent sauf que le 2-naphtol est broyé d’abord avec le diéthyl tartrate suivi
par I’ajout de chlorure de fer (111) hexahydraté.
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Il s’avere que nous avons suivi la méme technique et les mémes conditions de purification pour cette 2°m
synthése (la recristallisation) en utilisant le toluene comme solvant, ainsi le (+)-tartrate de diéthyle peut étre
éliminé.

3. Pouvoir rotatoire spécifique :
Dans une fiole jaugée de 25mL, on introduit 250.0mg de BINOL pur, qu’on dissout dans du THF. La
température de la piece est notée & 16° et la longueur d’onde est de 589nm.

Les résultats de cette mesure sont présentés dans le tableau suivant :

Concentration g/cm3. d (cellule). a (°). [a]

0.01 1.00 dm -0.4 -40°.

4. Synthése de dipeptide sur le BINOL chiral :
[1,1’-binaphtalene]-2,2’-diyl (2S,2S”)-bis(2-((tert-butoxycarbonyl) amino)-3-methylpentanoate

O  CHy
. _CH,

D)l\l/\/
OG NH-Boc

O CHs

OO ” )kl/-\/cm

NH-Boc
BINOL couplé avec le Boc-lle-OH.

Formule brute : C42Hs2N20s.

Masse molaire : 712.88 g/mol.

Point de fusion T (°C) : 148

Rapport frontal Ry : Ry = 0.2 (EtOAc/éther de pétrole (70% / 30%)).

'H RMN 60 MHz (CDCls) :  7.31-8.23 ppm (m, nH (n=9H)), 10.20ppm (s,2H), 2.79-3.02 ppm (m, nH).
1) Lasynthése du produit :

Deux solutions ont été préparées séparément et en méme temps :

Dans un 1% ballon muni d’un barreau magnétique, 1.76g du Boc-Ile-OH (7.60x102 mol) est dissous dans
35mL de DMF en présence de tamis moléculaire 4A activé. La solution est agitée pendant 30 min.

Dans le 2™ ballon muni d’un 2™ barreau magnétique, 0.5g de BINOL (1.74x10° mol) est dissous dans
15mL de DMF en présence de tamis moléculaire 4A activé. Le mélange est agité pendant 30 min.

Aprés que le temps désiré est passé la température est baissée a 0°C et 0.96mL de triéthylamine est ajouté
au 1¢" ballon a I’aide d’une seringue de 1.00mL. En gardant I’agitation, le deuxiéme mélange est ajouté au
1*"ballon et encore une fois la température est baissée a 0°C pour ajouter 0.48mL de triéthylamine a I’aide
d’une seringue de 0.5mL. Le mélange est ensuite agité & température ambiante pendant deux heures [20].
Le mélange réactionnel est ensuite traité en ajoutant 20mL d’eau distillée ; on obtient une émulsion et pour
separer clairement les deux phases, une petite quantité de sel solide (NaCl) est ajoutée. La phase aqueuse
est extraite 3 fois avec 25mL d’acétate d’éthyle. Les phases organiques sont combinées, rassemblées, lavées
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pour une derniere fois avec une solution semi-saturée en NaCl et séchée sur MgSO. puis évaporée au
rotavap pour obtenir le produit brut. Une mini chromatographie est réalisée en utilisant le gel de silice et un
verre fritté pour obtenir le produit presque pur.
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