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Introduction générale

Durant ces derniéres années une recrudescence d'intérét est remarquée concernant les
effets thérapeutiques des antioxydants naturels inclus dans la lutte contre le stress oxydatif
impliqué dans le vieillissement et dans le déclenchement et la progression de plusieurs
maladies telles que le cancer, les accidents cardiovasculaires (AVC), et les maladies
inflammatoires...etc. De nombreuses recherches scientifiques faites sur les composeés
antioxydants notamment sur le glutathion qui agit contre les espéces réactives de 1’oxygene
(ERO) (molecules prooxydantes trés reactives causent des endommagements cellulaires

graves).

L’objectif de notre mémoire est la syntheése d’un fragment de glutathion, le choix n’a
pas été fait au hasard car il est un précurseur dans la synthése d’un glycopeptide qui présente
des activités thérapeutiques trés importantes.

La premiére partie de notre travail consiste a synthétiser un dipeptide a partir de deux

acides aminés : glycine et cystéine.

Dans la deuxiéme partie nous nous sommes intéressés a la synthése d’aminoacides
p y

glycosylé obtenus par la réaction entre un dipeptide et un sucre.

Page 1






Etude bibliographique

I.  Généralités : Radicaux libres, stress oxydatif et antioxydants

Tout le monde a entendu parler des antioxydants et de leurs cibles préférées. Ce sont eux

qui sont a I’origine des maladies chroniques, telles que le cancer, Parkinson, Alzheimer.

1-Définition d’un radical libre

Par définition, les radicaux libres sont des espéces qui possedent un ou plusieurs
électrons non appariés sur leur couche externe, cet état leur confére une instabilité énergétique
et cinétique ainsi qu’une grande réactivité. Ils apparaissent soit au cours de la rupture d’une
liaison covalente pendant laguelle chaque atome conserve son électron® (figure 1),soit au
cours d’une réaction redox avec perte ou gain d’¢électron a partir d’un composé non radical.
Un radical libre est le plus souvent instable, donc réactif et sa durée de vie est tres courte (de

I’ordre d’une micro a nano-seconde).

A-B—-A+'B

|Figure 1: Formation des radicaux IibresI

Tableau 1:Principaux radicaux libres et leurs structures chimiques

@n

Radicaux libres (nomenclature) Structure chimique
Radical hydroxyle HOe
Radical hydroperoxyde HOO'
Radical peroxyde ROO’
Radical alkoxyle RO
Peroxynitrite ONOO *

Page 2



Etude bibliographique

2- Le stress oxydatif

2.1-Définition

Le stress oxydant est communément défini comme un déséquilibre entre les systémes
oxydants et les capacités antioxydantes d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment
cellulaire®, il se produit dans la cellule quand la concentration des espéces réactives exceéde
les capacités antioxydantes de cette cellule®. Ainsi, le stress oxydant est la conséquence
d’une augmentation dans la génération des especes réactives et /ou d’une défaillance dans les

systémes antioxydants®®.

2.2 -un antioxydant

Les antioxydants sont des agents redox qui réagissent avec les oxydants et soit
stoppent, soit ralentissent les processus d’oxydation(5).

Un radical libre possede un e célibataire donc c’est un oxydant et parce qu’il est
fortement réactif il peut céder facilement des e. L’antioxydant peut capter celui la, il

neutralise le radical tout en transformant lui-méme au radical mois réactif donc peu stable.

2.3-Exemples des antioxydants
2.3.1--Les acides gras polyinsaturés(AGP1)*

Les acides gras entrent dans la composition des lipides. On distingue 3 classes d'acides
gras, qui se différencient par leur degré d'insaturation : les acides gras saturés (AGS), mono
insaturés (AGM) et polyinsaturés (AGPI).

Il existe deux familles d'acides gras polyinsaturés essentiels, nommeées n-3 (ou oméga-
3) etn-6 (ou oméga-6). Deux acides gras sont a l'origine de ces familles : I'acide a-linolénique
est le précurseur des oméga-3 et I'acide linoléique est le précurseur de la famille des oméga-6.
Ces deux acides gras sont indispensables car ils ne sont pas synthétisables par I'organisme.

Seule I'alimentation peut nous les fournir.

Les AGPI a longue chaine semblent également se comporter commedes agents
protecteurs vis-a-vis de différents cancers. Ils seraient considérés comme inhibiteurs de la

croissance tumorale™?,
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Etude bibliographique

Acide a-linolénique Acide linoleique

‘ Figure 2: Structures de deux acides gras polyinsaturé I

2.3.2-Les polyphénols®”

Les polyphénols sont des molécules organiques considérées comme quasi universelles
(ubiquistes) des végetaux ; ils sont issus du métabolisme secondaire. Ils prennent une

importance croissante, notamment grace a leurs nombreux effets bénéfiques sur la santé.

Ils sont caractérisés par la présence de plusieurs groupements phénoliques : 1 ou
plusieurs cycles aromatiques (benzéniques) porteurs de 1 ou plusieurs OH. Ils constituent les
principes actifs de nombreuses plantes médicinales. On les trouve, d’une maniere générale,
dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes: racines,

tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits®©?.

Propriétés des polyphénols

Les principales propriétés des polyphénols sont les suivantes: donneurs et accepteurs
de liaisons hydrogene (OH du phénol : acide); caractére antioxydant et pieégeage des radicaux
libres. Ils sont solubles dans les solvants polaires(selon leur structure), exemple: les

flavonoides®?.
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Etude bibliographique

Antioxydants phénoliques naturels

Une grande partie de ces molécules est présente dans 1’alimentation. Les plus connus
sont les acides phénoliques (benzoique ou cinnamique), les flavonoides, et les tanins. Les

stilbénes et le lignan sont moins connus®?.

Les flavonoides®

Le terme flavonoide rassemble de nombreux composés naturels répartis en plusieurs
familles dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanols, les
flavanones, les isoflavones et les anthocyanines. Ce sont des pigments naturels qui donnent

leurs couleurs aux plantes®®.

Les acides phénoligues

Les acides phénoliques sont divisés en deux catégories : les dérivés de 1’acide
benzoique comme 1’acide gallique ou vanillique et les dérivés de I’acide cinnamique comme
I’acide caféique, coumarique, sinapique et férulique. Ces derniers ont une bonne

activitéantioxydante®.

Le resvératrol®®

C’est un polyphénol naturel présent dans de nombreuses familles de plantes

supérieures.

Les tannins

Les tannins sont des polyphénols de structure complexe, avec une activité

antioxydante trés puissante due au piégeage de Oz°'gréce aux différents groupes phénoligues.

Les deux familles les plus importantes sont les gallotanins et les ellagitanins'®®).
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Etude bibliographique

Importance des polyphénols®®

Polyphénols

Utilisations

Flavonols

Lutte contre la sénescence cérébrale, propriétés neurosédatives,

antispasmodiques, antioxydants, anti-inflammatoires, diurétiques

Anthocyanes
io O on Utilisés dans les troubles de fragilité capillaire, antiseptiques
‘ urinaires, propriétés d améliorer la vision nocturne, diurétiques.
o]
HO
Tanins

Pouvoir astringent, propriétés vasculo-protectrices, propriétés

cicatrisantes, anti-diarrhéiques.

Acides phénoliques

Propriétés antipyrétiques, propriétés anti-inflammatoires

Coumarines

L
HO O O

Propriétés vasculo-protectrices, neurosédatives, diurétiques

uinones e .
Q Laxatifs stimulants

0 0
Stilbenes

OH
O Lutte contre le cancer de la prostate
HO. ‘ a
OH

Tableau 2 : Principaux polyphénols et leurs structures chimiques
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Etude bibliographique

Il. Le glutathion

NH, o

v H "
HO N ! o)
! "N
E  H
0 o} i OH
{HS ; _
glutamyl i cystéinyl 1 glycine

| Figure 3: structure de glutathion I

1-Définition

Le glutathion (y-glutamylcystéinylglycine) est le tripeptide composé de cystéine,
glutamate et glycine. Principal sulfhydryle de faible poids moléculaire de 1’organisme, il
présente deux caractéristiques structurales qui permettent sa participation a de nombreuses
fonctions cellulaires : sa liaison y-carboxyle entre les résidus glutamate et cystéine, qui le
protege de I’hydrolyse, et son groupement sulfhydryle (ou thiol), porté par son résidu

cystéine. 1l joue un rdle particuliérement important dans les défenses antioxydantes®.

Le groupe sulfhydryle de la cystéine est responsable des propriétés chimiques de la
molécule entiére de glutathion (L-glutamyl-L-cystéine glycine)®”. Comme systémique du
glutathion oral est négligeable chez les humains® et que rien ne prouve que le glutathion est
transporté dans les cellules>® celui-ci doit étre synthétisé au niveau intracellulaire. Méme
si Pafflux de la cystéine™®, du glutamate et de la glycine (composantes du glutathion) se
révele plus ou moins limitant dans de certaines circonstances, il semblerait que la cystéine

tend a étre I’agent limitant de la synthése du glutathion®.
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Etude bibliographique

2-Glutathion et santé

Le Glutathion est le principal agent responsable de la bonne santé du corps.
Antioxydant, stimulant du systeme immunitaire et détoxifiant. Cette molécule, produite
naturellement dans le corps, maintient ces trois fonctions protectrices vitales. Sans lui, les
cellules se désagrégeraient par oxydation incontrdlée, le corps présenterait peu de résistance
aux bactéries, virus et cancers, de plus, comme si ce n'était pas assez, le foie se désagrégerait

et mourrait d'une éventuelle accumulation de toxines.

Chaque cellule du corps est responsable de générer son propre glutathion et doit donc
avoir a sa disposition le matériel brut nécessaire a sa fabrication.Le glutathion est toujours en
grande demande et est rapidement consommé lorsque nous subissons toutes sortes de
pressions : maladie, stress, fatigue et méme exercice. Les niveaux de glutathion diminuent
aussi lorsque nous vieillissons et plusieurs maladies généralement associées au vieillissement

sont reliées & une déficience en glutathion®®?.

2.1-Roéles du glutathion®?

Les trois principaux roles du glutathion dans le corps peuvent se résumer a ces trois lettres
AID (Antioxydant, stimulant Immunitaire et Détoxifiant) trois fonctions critiques dans

lesquelles le glutathion travaille activement.

a- Maitre antioxydant

Aucours des trente dernieres années, les chercheurs ont exploré la valeur des antioxydants
dans le maintien d’une bonne santé, de méme que dans le traitement et la prévention de
maladies impliquant le phénomene d'oxydation (radicaux libres). De la est née une toute
nouvelle ramification de la médecine : la biologie des radicaux libres. Les radicaux libres sont
impliqués dans des centaines de maladies, incluant les problémes cardiaques, le cancer, le

diabéte et le vieillissement lui-méme.

Bien connus et largement utilisés, des antioxydants comme la vitamine C, la vitamine E et
le sélénium neutralisent les radicaux libres. lls existent déja dans la nature, mais pas dans le
corps ou ils doivent étre assimilés grace a une alimentation equilibrée. 1l n'est pas surprenant

que le corps manufacture ses propres antioxydants. Le plus important de ceux-ci est le
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glutathion. Parce que tous les autres antioxydants dépendent de la présence du glutathion afin

de fonctionner de fagon appropriée, les scientifiques le surnomment « le maitre antioxydant ».

b- Nutriments du systéme immunitaire

Le systeme immunitaire reconnait et attaque les germes et autres envahisseurs, incluant les
cellules cancéreuses. Un corps bien approvisionné en glutathion combat ces agresseurs en
prévenant leur intrusion. Des taux de glutathion élevés permettent au corps de produire plus

de globules blancs, la ligne de défense la plus importante du systéme immunitaire.

Le glutathion joue un réle primordial dans le fonctionnement de ces cellules immunitaires.
G. Bounous, un expert en matiére de glutathion dit: « Le facteur déterminant dans I'activité
appropriée de nos lymphocytes (globules blancs) est la disponibilité du glutathion ». En
d'autres mots, la saine croissance et l'activité du systeme immunitaire dépendent de la

disponibilité du glutathion. Le glutathion est la « nourriture » du systeme immunitaire.

c- Détoxifiant naturel

Quand le corps est en bonne santé et recoit les nutriments qui lui sont nécessaires, il
travaille sans relache a éliminer les toxines et a se protéger lui-méme. Mais I'élévation du
niveau de pollution environnementale diminue ses réserves de glutathion de plus en plus
rapidement. Notre principal organe de désintoxication est le foie, le plus volumineux organe
du corps et aussi le réservoir de la plus grande concentration de glutathion dans le corps. Des
études montrent qu’un taux insuffisant de glutathion méne a une diminution de l'action du
foie, amenant de plus en plus de toxines a circuler dans le corps et provoquant des dommages

aux cellules et aux organes.

2.2- Le glutathion (GSH) et les autres antioxydants

Comment le GSH se compare-t-il aux autres antioxydants sur le marché ? lls ont tous
des avantages et des inconvénients. On ne doit jamais cesser de prendre des suppléments

réputés comme les vitamines C et E. Ces substances agissent en synergie.

La vitamine E ou I’a- tocophérol est un important antioxydant liposoluble présent dans
les huiles végétales (huile de tournesol, de soja, de mais...etc), les noix, les graines, le lait, et
les ceufs™. Il est capable de réagir avec plusieurs radicaux libres!”) et agit particuliérement en
inhibant la peroxydation lipidique®®.
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OH

H3C

HsC

$
3C

Figure 4 :Structure de la vitamine E, a- tocophérol-

La vitamine C ou l’acide ascorbique est un puissant antioxydant hydrosoluble ®)
présent dans les agrumes, les légumes...etc M.A coté de son role dans la régénération de
vitamine E, la vitamine C est capable de réduire d’autres biomolécules oxydées et d’agir

comme un piége direct de radicaux libres®.

OH

HO

HO OH

‘ Figure 5: Vitamine C ou l'acide ascorbique I

Le GSH est considéré comme le principal antioxydant cellulaire parce qu’il compléte

I’action d’un grand nombre d’autres antioxydants. Par exemple, les vitamines C et E ne
peuvent fonctionner adéquatement sans GSH. Lorsqu’elles captent un oxyradical, elles
doivent le remettre au systtme GSH afin de pouvoir retourner en chercher d’autres. C’est le
GSH, et non pas la vitamine, qui le neutralise.

Le sélénium est un autre antioxydant important. Les études scientifiques sur le

sélénium ont indiqué des similitudes cliniques avec le GSH. Il est en fait un composant
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intégral de I’'important enzyme peroxydasique GSH. Pour cette raison, le sélénium pourrait

étre considéré comme un amplificateur de GSH.

Il est important de se rappeler qu’aucun de ces importants et non moindres
antioxydants se trouvent naturellement dans les cellules. Ils doivent provenir d’aliments ou de
suppléments. D’un autre c6té, le GSH est un composant cellulaire vital et naturel. Il est

fabriqué dans les cellules a partir de précurseurs de GSH.

I11.  Glycation ©®?:

1- Définition :

La glycation est une réaction chimique appelée réaction de Maillard consistant a lier
de fagon covalente un glucide a une chaine peptidique, une protéine, un lipide ou d’autres
molécules. Cette réaction se déroule sans participation enzymatique et forme un produit

appelé base de Shiff.

2- Meécanismes de la réaction de Maillard

La réaction de Maillard fait encore I'objet d'études et n'a pas livré tous ses mysteres. On se
propose donc d'expliquer les mécanismes principaux et bien connus de la réaction: le
groupement carbonyle du sucre réagit avec le groupe amine de I'acide aminé, produisant des

glycosylamines N-substituées et de I'eau.
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3- Lacondensation de Maillard

L'atome de carbone C du groupement carbonyle du sucre étant électrophile, et l'atome
d'azote N de I'acide aminé au contraire nucléophile, ils vont avoir tendance a s’attirer. Pour
que N et C puissent se lier, 1'atome d’oxygene O du carbonyle transforme une de ses liaisons
avec le carbone en doublet non liant, car O est plus électronégatif (tendance a attirer les

électrons) que C : il devient alors chargé négativement car il est en excés d’électron.

Le N de I'acide aminé va alors transformer son doublet non liant pour se lier au carbone
qui ne peut rester avec seulement 3 électrons en couche externe. Le N est alors en défaut
d'électrons (il doit récupérer son doublet non liant) et est chargé positivement. Il va alors,
étant plus électronégatif que I'nydrogene, transformer une des liaisons avec ses hydrogenes en
doublet non liant, ’hydrogene libéré allant se lier a I’oxygeéne qui avait créé un doublet non
liant pour permettre a I’acide aminé de se condenser avec le sucre. Ce processus réversible est

appelé prototropie.

La molécule va alors se stabiliser, la fonction alcool située en début de chaine va alors
se détacher, le O transformant sa liaison avec le reste de la molécule en doublet non liant.
Cela va libérer une possibilité de liaisons pour le C, et il va utiliser I’électron libéré pour
former une deuxiéme liaison avec I’azote de I’acide aminé qui lui, pour pouvoir apporter un
électron va casser une liaison avec un de ses deux H. L’ion OH™ et I’ion hydrogéne vont alors
se lier, créant une molécule d’eau. La molécule restante est appelée base de Schiff mais est

encore instable®?.
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PREMIERE PARTIE : ACIDES AMINES ET PEPTIDES

1. Acides aminés ¢

Les acides aminés, comme leur nom 1’indique, sont des composes contenant a la fois
une fonction amine(basique) et fonction acide carboxylique(acide). On note plusieurs familles
d'aminoacides. Les a- aminoacides (les fonctions amines et acides carboxyliques sont portés
par le méme carbone), les B- amino acides (la fonction acide est en B de la fonction amine).

Ce sont les €léments constitutifs des peptides et des protéines.

///Ijiif ;és COOH
NH
LLl?— 2 ‘71L NH,

o-amino acides [3-amino acides

| Figure 6: Structures des a et § aminoacides I

Lorsque plusieurs acides aminés se lient entre eux, ils forment des liaisons amides

entre la fonction amine d’un acide aminé et la fonction acide carboxylique d’un autre.

H — H H
R—C——COOH ~—>, _é_N_T
R

NH,

Liaisons amides

Figure 7 : Formation des liaisons amides
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Il existe vingt acides aminés essentiels couramment rencontrés dans les protéines. Ce
sont tous des acides a-aminés. On distingue deux séries d’acides aminés, L et D (Figure 8), la

série naturelle étant la série L.

COOH COOH
H2N+H H+NH2
R R

Acide aminé L Acide aminé D

| Figure 8: Isomeres optiques des acides amines I

Tous les acides aminés, a I’exception de la glycine, ont un atome de carbone
asymétrique®.Comme les acides aminés comportent a la fois une fonction acide (-COOH) et
une fonction basique (-NH.), en solution, ils ne se trouvent pas sous forme neutre, mais sous
une forme ionique dipolaire appelée zwitterion. Selon le pH de la solution a laquelle il se
trouve, un acide aminé peut étre sous forme cationique, de zwitterion globalement neutre ou

anionique (Figure 9) :

H H e H
R—C—COOH R—C—CO0 R—C—COO
@
NHS NH; NH,
Zwitterion
>
pH croissant

‘ Figure 9:Les formes ioniques des acides aminés I

Le pH correspondant a la forme zwitterion est appelé point isoélectrique pH; de

I’acide aminé. Dans le cas des acides aminés a chaine latérale R neutre, cette valeur est la
moyenne des pKj, des fonctions acide carboxylique et amine. Pour les acides aminés a

chaine latérale acide, le point isoélectrique est la moyenne des deux valeurs les plus faibles
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de pKa,. Pour ceux a chaine R basique, il s’agit de la moyenne des deux valeurs les plus
élevées®h,

1.1-Protection du carboxyle des aminoacides

A cause de la présence simultanée des fonctions acide et amine sur les aminoacides, il
est souvent nécessaire de protéger au préalable la fonction acide carboxylique lorsqu’on
souhaite effectuer des transformations ou des syntheses a partir du groupe amino.
Généralement, on trouve la protection des acides sous forme d'ester, mais il existe plusieurs

types d'esters et les plus utilisés sont:

e L 'ester tertiobutylique :

Dans la chimie des aminoacides et des peptides, on utilise souvent ['ester
tertiobutylique qui peut étre facilement éliminé avec l'acide trifluoroacétique (TFA) (schéma
1 et 2)®4%9),

Ve

® . X
H , isobutylene

Y

t-butanol

| Schéma 1: Conditions de protection de la fonction acide par tertiobutyli

La déprotection se fait selon le schéma suivant (schéma 2):

R NH, R NH,
TFA 50%

Y

COOtBu CH.Cl, COOH

Schéma 2: Conditions de déprotection de carboxyle des aminoacides I

e Ester méthylique

Une méthode plus douce et trés utilisée, consiste a traiter I’aminoacide avec le

chlorure d’acétyle en présence de I’alcool (schéma 3)©®).,
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O

)k ,MeOH RYNHZ

R NH, cl CHs

-
'

reflux 2h

| Schéma 3: Conditions de protection de I'hydroxyle d'aminoacide par le chlorure d'acéterI

L’hydrolyse de la fonction ester méthylique se fait selon le schéma suivant (schéma 4) :

Ve

R NH, LiOH 1,2 éq R NH;
THF, H,0
COOMe (2:1) COCH

| Schéma 4: Conditions de I'hydrolyse de la fonction ester méthylique des aminoacidesl

e Protection effectuée
Estérification de la glycine par le chlorure de thionyle:

Une des méthodes d’obtention des esters & partir des acides carboxyliques consiste a
traiter ces derniers avec le chlorure de thionyle (SOCI,) pour former un chlorure d’acyle
intermédiaire qui est ensuite traité avec un alcool. Si on utilise le chlorure d’acétyle, on peut
arriver a une racémisation du produit de réaction. Pour éviter ou réduire la racémisation, on

peut traiter le mélange d’acide et d’alcool par le chlorure de thionyle (schéma 5).

Vs

0]
0 g MeOH Q
e
\ ]
OH - | OMe
reflux 2h

Schéma 5: Protection de carboxyle de la glycine par le chlorure de thionyle
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Le mécanisme d’application dans ce cas est le suivant (Schéma 6) :

J _ (\\O//ST:EL

o) Qﬁ
S
NH,

‘Schéma 6: Mécanisme de la protection de I'hydroxyle de la glycine par le chlorure de thionyle

1.2. Protection de la fonction thiol de la cystéine :

e Bromure d’allyle
Sous I’action de bromure d’allyle sur la cystéine on peut protéger la fonction thiol

selon le schéma ci-dessous :

HS OH - s
K,COsq
NH, HCI

OH

NH,

Schéma 7: Protection de la fonction thiol de la cystéine par le bromure d'allyle

Pour effectuer une protection de la fonction thiol de la cystéine, on peut utiliser K,CO3

comme base pour arracher le H de thiol et donner le thiolate qui attaque le bromure d’allyle.
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e Bromure de benzyle

BnBr
HS OH NaOH/H,0 BnS OH

NH,

NH, HCI

‘ Schéma 8: Protection de la fonction thiol par le bromure de benzyle

Protection effectuée

e Chlorure de benzyle
Sous I’action du chlorure de benzyle sur la cystéine, on peut aussi protéger la fonction

thiol selon le schéma suivant:

BnCl _
HS OH NaOH/H,0 BnS OH

NH,

NH, HCI

Schéma 9: Protection de la fonction thiol par le chlorure de benzyle I

Le mécanisme de la protection par le chlorure de benzyle est le suivant :

Page

18



Travail Effectué

cl
] o (Je .
NaOH/H,0 /A\W//&\
HS OH S OH > OH
NH NH;
NH,, HCI 2

Schéma 10: Mécanisme de protection de thiol par le chlorure de benzyle

1.3-Protection de la fonction amine des aminoacides :

Il existe plusieurs groupements protecteurs dont chacun présente des atouts et des

inconvénients en fonction des conditions opératoires.

1.3.1-Protection par le t-butoxycarbonyle (Boc)
Ce groupe se préte bien a la protection du groupe amino comme le montre le schéma

suivant :

‘ Schéma 11: Protection de la fonction amine des aminoacides par le groupement Boc I

Page

19



Travail Effectué

Le mécanisme de la protection par le Boc est le suivant:

H
N %OH + CO;
Boc

P
R—NH, * t-Bu—O0 — R
N

‘ Schéma 12: Mécanisme de la protection par le Boc I

Le groupe Boc est stable vis-a-vis d’une hydrogénation catalytique, du sodium dans

S Cependant, son clivage s’effectue

I’ammoniac liquide, des bases et de I’hydrazine
facilement dans des conditions acides douces et a ce titre, I’acide trifluoroacétique convient

parfaitement.

Condition de déprotection de groupe Boc par les acides:

La déprotection de groupe Boc se fait selon le schéma suivant :

‘ Schéma 13: Condition de déprotection de groupe Boc I

> H30", TFA (acide trifluoroacétique)
> CH2C|2, HBr
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1.3.2-Protection par le 9-Fluorenylmeéthoxycarbonyle (Fmoc) :

Le 9-Fluorenylméthoxycarbonyle (Fmoc) est largement répandu dans la chimie des
peptides. Il est tres stable dans des conditions acides, mais son clivage s'effectue dans des
conditions basiques et douces en présence d'une base comme la pyridine ou la morpholine a

température ambiante®®39.

O ¢l O

0
R o " OH

i-Pr,NEt, DIOXANE/H,0 HN__
NH, Fmoc

Schéma 14:Protection de la fonction amine des aminoacides par le groupe Fmoc

La déprotection de groupe Fmoc se fait selon le schéma suivant :

4 )\ NR; ’ +CO, + HZNJ\COOH

| Schéma 15: Mécanisme de la déprotection de groupe Fmoc I

1.3.3-Protection par le benzyloxycarbonyle (Cbz)
Le processus de protection est réalis¢ par I’addition a 1’amine d’un équivalent de
chloroformiate de benzyle et d’une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium 2N, suivie d’un

reflux ©®,
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o o R
+ )‘k basg
A Taro _basg o~ N7 “cooH
H, COOH
. J
Y
Cbz

‘ Schéma 16: Protection de la fonction amine des acides aminés par CbzI

D’autre part, le groupe Cbz est relativement stable dans des conditions acides mais

facilement enlevé par hydrogénation catalytique.

La déprotection de groupe Chz se fait dans les conditions opératoires suivantes:
hydrogénolyse, HBr, CH3CO,H.

\]

o R /P
R : Ph—CH3+Hf*)J\ J\

H

ey

Schéma 17: Déprotection de groupe Cbz I

1.3.4 Protection effectuée:

Protection par I’anhydride phtalique et I’anhydride acétique

Dans notre laboratoire, les aminoacides sont protégés par 1’anhydride phtalique en
solution dans I’acide acétique glacial, et par I’anhydride acétique dans les mémes conditions
opératoires (schéma 18). Il présente une bonne stabilité dans les conditions opératoires

utilisées dans ce travail, mais il est facile a éliminé avec les nucléophiles.
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R 0O
OH AcOH gIaC|aI )\H/OH
HoN * Treflux2h
O
O

Schéma 18: Conditions de protection de la fonction amine par I'anhydride phtalique et I'acide acétique

Le mécanisme de la protection est le suivant:

Q

o/ . -H,0
o @ AcOH glacial Q I\lli T~ 0 N

afhiv OR OH
> < d reflux 2h (8
HO R

Schéma 19: Mécanisme de protection de I'amine par I'anhydride phtalique

Le clivage du groupement phtalimido est souvent réalisé en utilisant 1’hydrazine “1)

o g R
NH,-NH OH
N OH 22 . H,N
DCM/MeOH
O O
o)

Schéma 20: La déprotection de la fonction amine par I'hydrazine

Mécanisme de la déprotection du groupement phtalimido :

Sous I’action de I’hydrazine (NH2NHz2) le phtalimide est éliminé en libérant I’amine

selon le mécanisme ci-dessous (schéma 21) :
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o]
1) (0]
¢ i i
—Rr  NHoNH, N—NH; N—NH;
— 3}
8~q R
© o (o l
o) o Q
H NH el
I+ RNH, <-— | -~ © NH;
NH
NH
TS ©o N
o) N<R
™ TH ,L

Schéma 21: Mécanisme de la déprotection de groupe phtalimido I

4. Les peptides

4.1 Détermination de la structure d’un peptide42

Les peptides s’écrivent selon la convention en partant de 1’acide aminé N-terminal
(celui qui comporte une fonction amine libre) et en terminant avec I’acide aminé C-terminal
(celui qui comporte une fonction acide carboxylique libre).

Afin de déterminer la structure d’un peptide, il faut effectuer un séquengage pour
déterminer 1’ordre des acides aminés. Ceci est réalisé par la méthode dite la dégradation
d’Edman. Le peptide est traité avec le phénylthioisocyanate (Ph-N=C=S) qui réagit avec la
fonction amine de I’acide aminé N-terminal du peptide. Par la suite, une hydrolyse acide

décroche cet acide aminé du reste du peptide sous forme d’une phénylthiohydantoine :

‘ Schéma 22: Structure de peptide selon la dégradation d'Edman I
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La phénylthiohydantoine est identifiée et le peptide raccourci d’un acide aminé est
soumis a une nouvelle dégradation d’Edman. Ainsi, pas a pas, on peut reconstituer la

séquence d’un peptide(43).

4.2 .Synthese peptidigue

La synthése d’un dipeptide se fait par condensation de deux acides aminés avec

perted’une molécule d’eau (Schéma 23).

a- Création de la liaison peptidique

o Ra o,

Liaison peptidique

Schéma 23: Formation de la liaison peptidique I

La liaison amide formée s’appelle liaison peptidique. Cette liaison C-N présente un fort
caractere de double liaison de par la délocalisation du doublet de 1’azote, ce qui rigidifie la
structure (Schéma 23). La liaison peptidique est dite cis si I’hydrogéne porté par 1’azote est du
méme coté que 1’oxygeéne du carbonyle et trans si I’hydrogeéne est en opposition avec

I’oxygene.

E)J\T/LL& ?ZL)J\T/H

H -
Trans Cis

| Figure 10: La stéréochimie de la liaison peptidiquel
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Lors de la synthése d’un peptide donné, il faut arriver a faire réagir uniqguement les
groupes NH, et COOH désires sans affecter les autres. Pour cela, il faut effectuer une

protection des groupes fonctionnels ne devant pas réagir.

b- Nécessité d’activer extrémité C-terminale

En mettant deux acides aminés ensemble sans activation, I’amine de 1’un peut se protoner
en présence de 1’acide de I’autre, mettant un terme a la condensation (Schéma 24). Ainsi, pour
coupler deux fragments peptidiques entre eux, il faut activer I’extrémité C-terminale de ’un et
permettre ainsi a I’extrémité N-terminale du deuxiéme de faire une attaque nucléophile
(Schéma 24)“3).

Reaction acido-basique:

P]_HN + OP2 -_—— PlHNw)k OP2
— +
OH HoN O\ HsN
R, o) Ry 0

Reéaction de couplage peptidique:

R,

O R,
. oP
/‘\[(OPZ PlHNw)‘\N)ﬁ( 2, HX
N H
R, 0

PHN

‘ Schéma 24: L'activation de I'extrémité C-terminale

c- Méthodes de couplage :

Historiquement, I’extrémité C terminale était activée par formation d’un chlorure d’acyle
ou d’un anhydride mixte. L’utilisation de dérivés de type carbodiimide comme agents de
couplage a permis de diversifier les techniques d’obtention de peptides. Les carbodiimides
sont des activateurs d’acides carboxyliques plus doux que les activateurs utilisés

classiquement en chimie organique (chlorure d’acyle, par exemple) et ont permis de diminuer
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le taux d’épimérisation. Par ailleurs, les agents de couplage qui donnent des urées finales

hydrosolubles, comme I’EDCI (Figure 11), rendent les purifications plus simples®”.

N— .Hcl

Ol e

Dicyclohexylcarbodiimide, DCC 1-(3-diméthylaminopropyl)-3-
éthylcarbodiimide, EDCI ou EDC

| Figure 11: Agents de couplage peptidique I

Il existe néanmoins des problémes liés a 'utilisation de tels agents : des réactions
secondaires peuvent avoir lieu. Par exemple, la formation de N-acétylurées peut entrainer la
chute des rendements, ou encore le passage par la forme anhydride peut provoquer une
épimérisation des peptides synthétisés (Schéma 25) 4.

H O
R'—N- 'CI: —-N-R' Perte en rendement (N-acétyl-urée)
O)\Rl
R T b
I R’
IR " N
|
)J\O(‘c p—=_ M " fNRe R, + O=C
Ry Il Ry o—C Ry N |
N " H NH
R i iy
(@]
Rl)J\C?
o "
o) o) O )J\ I}IH
)J\)J\EM;)J\R2+R N-R2 + o=C
- 1 1
Ry o R, Ry H H NH
R'
Risque d'épimérisation

Schéma 25: Couplage peptidique et le risque d'épimérisationl
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Le fait de rajouter dans le milieu réactionnel des dérivés de type benzotriazole ©® et
azabenzotriazole ©? tels que HOBt ou HOALt (Schéma 26), minimise les réactions secondaires
et augmente ainsi I’efficacité du couplage peptidique. L’utilisation des couples DCC/HOBt ou

EDCI/HOBE s’est largement répandue en synthese peptidique(45’46).

N
N N
/N | = ’N
; )
OH OH

1-hydroxybenzotriazole: HOBt 1-hydroxyazabenzotriazole: HOAt

Couplage avec HOBt:

R R N
! N>R ' N” “N-OH
o) I
N* 'N-O o NH
O N NH  HoBt R2'NH; |
”HEB_> | —— — _R,+ O=C +
)k ¢ Hy Ry o—cC R” N '
R Il Il H NH
1 N N |
I | R
R' R

| Schéma 26: L'avantage de I'utilisation de HOBt ou HOAt dans un couplage peptidique I

d- Stratégies de synthése

Pour synthétiser un peptide, deux stratégies peuvent étre envisagées : une élongation « pas
a pas » ou un couplage de fragments. L’¢élongation pas a pas consiste a condenser chaque
acide aminé successivement sur la chaine peptidique de DI’extrémité C terminale vers
I’extrémité N terminale. L’utilisation d’acides aminés dont les atomes d’azote sont protégés
par des groupements uréthanes (Boc ou Fmoc) permet alors de diminuer le taux
d’épimérisation.

Le couplage de fragments consiste a synthétiser deux fragments séparément, puis a les
coupler I’un avec ’autre. Toutefois, avec cette stratégie, le risque d’épimérisation augmente
car il ne peut pas y avoir d’uréthane sur la premicre liaison peptidique en partant de I’acide
activé terminal, ce qui facilite la formation de 1’oxazolone. Il faut donc utiliser les conditions

de couplage potentiellement les moins racémisantes.
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Stratéqgies de protection/ déprotection

Quelle que soit la stratégie de synthése retenue, une extrémité de chaque fragment
peptidique doit rester protégée lors du couplage. Par ailleurs, ce dernier ne doit pas étre
affecté par la présence de fonctions sur les chaines latérales des acides aminés. Ces fonctions
sont donc protégées par des groupes dits permanents et libérés enfin de synthese.

Les groupements protecteurs aux extrémités du squelette peptidique, au contraire,
doivent étre facilement clivés pour accéder aux amines ou acides carboxyliques terminaux.
On parlera donc de groupes temporaires. La Figure 12 présente des groupements permanents

ou temporaires utilisés en synthése peptidique et leurs conditions de clivage 749,

0.0
S =
Py e >§i, Q‘}—' \EW

o ©

Fmoc (pipéridine) Boc (TFA) OtBu (TFA) OBn (Pd®) OAllyl (Pd?)}

Figure 12: Groupements utilisés en synthése peptidique avec leurs conditions de clivage

Les extrémités C et N terminales doivent étre libérées indépendamment 1'une de
I’autre. Les stratégies de protection utilisent donc des groupements protecteurs dits
orthogonaux : la déprotection d’une fonction ne porte pas atteinte a la stabilité d’une autre.
Le Tableau 3 regroupe les groupements protecteurs couramment utilisés en synthese
peptidique et leur sensibilité a diverses conditions de déprotection. Ainsi, les groupes Boc et

OtBu ne sont pas orthogonaux car ils sont tous les deux clivables en milieu acide®?.
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Tableau 3: Les groupements protecteurs couramment utilisés en synthése peptidique et
leurs conditions de déprotection :

Extrémités | Groupement | Pipéridine H,, Pd/C TFA
Fmoc D ? -
N-terminale
Boc - - D
OtBu - - D
C-terminale
OBn - D -

D : Déprotection
? : Selon les cas
- . pas de réaction

Les stratégies les plus souvent employées dans la protection recourent aux couples tels
que Fmoc/OtBu et Boc/OBn, les fonctions des chaines latérales étant alors protégées en
conséquence. Par exemple, dans le cas d’une élongation pas a pas de C vers N en stratégie
Fmoc /OtBu, les chaines latérales doivent étre protégées par des groupements stables en
milieu basique. Il est a noter que le groupement Fmoc est décrit comme peu sensible aux

conditions d’hydrogénolyse utilisées pour cliver un ester benzylique®?.

Couplage effectué:

Concernant mon travail, j’ai synthétisé un dipeptide entre deux aminoacides : I’un a
une fonction acide protégée et la fonction amine est libre, et le deuxieme aminoacide a les
deux fonctions amine et thiol protégées et la fonction acide libre. J’ai fait ce couplage en
présence de DCC comme agent activant. J’ai fait réagir les deux aminoacides dans le
dichlorométhane (DCM) comme solvant, puis j’ai ajouté la triéthylamine (TEA) pour
neutraliser le chlorhydrate. Ensuite j’ai ajouté une solution de DCC dans le DCM sous une
trés forte agitation pendant 16jours et a la fin, la dicyclohexylurée (DCU)formée est éliminée

par filtration (schéma 27 et 28).
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0] TEA
+ DCC DCM
OAS OH OMe ™ Agitation Agitation Qﬁ‘/ OMe

NFt NH; CI°

Schéma 27: Conditions de couplage gly-cys

o ]
Cl HNEt
TEA 3
OMe OMe

) ©
NH; Cl NH,

Schéma 28: Elimination de chlorhydrate par la TEA

Le mécanisme de couplage est le suivant:

@hﬁ*\y—.
I
z

DC

N-phtalimido-S-benzyl-L-cystéine

O

R: Cyclohexyl

DCU

Schéma 29: Mécanisme de couplage gly-cys I
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LA DEUXIEME PARTIE: LES SUCRES

1) Structures cyclique des oses (hémiacétalique)

Les sucres a chaine ouverte (forme aldéhydique ou cétonique) n’existent qu’en solution ou
ils constituent des formes de transition, en équilibre avec des formes cycliques. Ces formes
cycliques sont les formes habituelles des glucides. Un hémiacétal résulte de I’addition d’une

molécule d’un alcool sur une fonction aldéhyde ou une cétone (schéma 30).

Schéma 30 : réaction de formation d’un hémiacétal

Si, comme dans le cas des oses, un groupe carbonyle et un groupe hydroxyle sont
présentés sur la méme molécule, la formation d’un hémiacétal conduit alors a une structure
cyclique. La fermeture du cycle se produit lors de 1’attaque d’un -OH secondaire (assimilé a
un anion nucléophile) sur le carbone C=0 déficient en électron. Cette attaque peut avoir lieu
de chacun des cotés du CHO planaire de sorte que le groupe OH crée en C1 puisse étre
orienté dans 2 directions.

Par exemple, le glucose de structure linéaire n’existe qu’a 1’état de trace. Il se présente
préférentiellement sous forme cyclique suite a une hémiacétalisation entre la fonction alcool
secondaire située sur le carbone 5 et la fonction aldéhydique. La cyclisation introduit un
nouveau carbone asymétrique en position 1. Le carbone est dit anomérique. 1l y a donc deux
stéréoisomeres de cette forme cyclique, différents uniquement par la configuration de ce

carbone. On les désigne par o et § et on les appelle formes anomeéres.

2) Configuration anomérique o ou f :

Le glucose peut adopter deux formes qui sont des épimeéres (diastéréoisoméres différents
uniquement par la configuration d'un seul centre). La différence de configuration se situe au
niveau du carbone 1,le carbone anomérique (figure 13). Les épimeéres, différents de par la
configuration du carbone anomérique, sont également appelés anomeéres. Selon la

nomenclature Cahn-Ingold-Prelog (convention R/S), la forme o est de configuration SRSSR
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et la forme B de configuration RRSSR (figure 13). Cela implique que dans la conformation
chaise la plus stable, le groupement hydroxyle de 1'anomére a est en position axiale tandis que

celui de I'anomére B est en position équatoriale (figure 13).

H—7 OH HO——F— H

H:——— OH H—— OH [
HO t H HO———H
H——— OH H 1 OH
H 1 (@) H O
CH,OH CH,OH
‘CH.OH CH>OH
c,, 1 () — ()
H/ \H H/! \OH
Jl/ H \ /' H N
NOH H OH H
HO N OH HO i
H OH H OH
Forme hémiacétalique « Forme hémiacetalique 3
ou a-(D)-glucopyranose ou [3-(D)-glucopyranose

Figure 13: Représentation des anoméres a et p du D- glucose selon les projections de
Fisher et d’Haworth.

Le choix de la conformation anomérique (a ou B) du glycoside doit permettre d'obtenir
une absorption maximale du composeé par I'organisme. Des études effectuées sur les rats ont
permis de démontrer que les glycosides dont la section sucre est sous forme B sont plus

facilement assimilés que ceux en forme a.

a) Effet anomérique

Les sucres subissent un effet dont il est essentiel de tenir compte lors de I'élaboration
d'une stratégie de synthése. Cet effet se produit a cause de la présence de doublets d'électrons
libres sur I'oxygéne du cycle pyranne et sur le groupement lié a la section sucre en position 1.
Ces groupements préféerent adopter la position axiale plutdét que la position équatoriale en
forme chaise; la position équatoriale étant habituellement la plus stable en raison de
I'encombrement stérique moins important.

Dans les deux cas (formes a et B), un des doublets d'électrons libres de I'oxygene a la
position anomérique est placé de fagon antipériplanaire au lien C-O du cycle pyranne.
Cependant, a cause de la présence d'électrons libres sur le groupement substituant en position

1, la position axiale est favorisée. Cela s'explique parce qu'une autre stabilisation est possible
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en position axiale. A cause de son environnement chimique de celui des autres carbones du

sucre, le carbone anomérique possede une réactivité différente de celle autre carbone.

b) Protections sélectives du glucose

La synthese avec des sucres nécessite certaines précautions afin d'obtenir une bonne
sélectivité. En effet, puisque les sucres contiennent cing ou six fonctions alcools, celles-ci
doivent étre partiellement protégées afin d'éviter la formation de plusieurs produits pendant la
réaction. Le glucose, par exemple, doit étre protégé aux positions 2, 3, 4 et 6 afin de former le
lien glycosidique a la position anomérique uniquement (position 1). Pour ce faire, toutes les
fonctions hydroxyles doivent étre protégées pour ensuite régénérer I'alcool en position 1.

Aussi, il faut utiliser des groupements protecteurs labiles afin de régénérer les fonctions
alcools de la section sucre aprés la formation du lien glycosidique tout en conservant ce lien
intact.

Les groupements protecteurs doivent permettre de libérer I'alcool en position 1 afin

d’effectuer le couplage. Ceci est possible avec les acétates (-C=0-CHj3) et les benzoyles (-
C=0-Bz). Ceux-ci sont relativement labiles et plusieurs méthodes de déprotection sélective de
la position anomérique sont connues. Les groupements benzyle (-CH,-Bz) peuvent aussi étre
utilisés. Ceux-ci ont une réactivité différente de celle des acétates et des benzoyles alors une
stratégie différente est utilisée afin de régénérer I'alcool en position anomérique.
Les groupements acétates sont facilement générés par différentes méthodes avec des
rendements élevés. La plupart des réactions impliquent [l'utilisation d'anhydride
acétique(Ac,0) ou d'acétate de sodium (AcONa). Il est possible d'activer cette réaction en
utilisant la chaleur conventionnelle.

Aussi, il est possible d'activer la réaction a l'aide de catalyseurs comme par exemple
I'acide perchlorique. Les benzoyles sont générés par le chlorure de benzoyle et les benzyles

par I'alcool benzylique en présence d'un activant.

c) Déprotection du carbone anomérique

La régénération du groupement hydroxyle du carbone anomérique est essentielle puisque
la réaction de glycosylation doit s'effectuer a cet endroit uniqguement. Cette déprotection peut
étre effectuée de facon sélective puisque le groupement hydroxyle du carbone anomeérique est
dans un environnement chimique différent des autres groupements hydroxyles du sucre.

Plusieurs réactions sont connues pour la régénération de la fonction hydroxyle du carbone

anomérique lors de l'utilisation de groupements protecteurs acétate et benzoyle. Ces deux
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groupements peuvent étre déprotégés dans les mémes conditions. La déprotection de la
position anomérique peut se faire entre autres grace aux acides de Lewis.

Par contre, ceux-ci ne permettent pas de déprotéger sélectivement la position 1 mais
s'attaquent a celle-ci en premier avant de déprotéger les autres. L'obtention du produit voulu
est possible uniquement avec des rendements moyens. La déprotection sélective est possible
grace aux dérivés d'étain tels le méthoxide de tributylétain (BusSnOMe) ou I'oxyde de bis-
tributylétain (BusSnOMe), des composés hautement toxiques et difficiles a neutraliser.

Une autre approche de déprotection sélective a la position 1 consiste a introduire un
brome en position 1 et, ensuite hydrolyser le dérivé bromé avec le carbonate d'argent afin de
régénérer l'alcool. Cette approche permet d'obtenir des rendements élevés.

La régénération de l'alcool du carbone anomérique en utilisant les groupements
protecteurs benzyles est plus complexe que lors de l'utilisation des acétates ou des benzoyles.
La plupart des chercheurs utilisent comme sucre de départ le 1-méthylglucose. lls protégent
les fonctions alcools (2, 3, 4 et 6) avec des benzyles pour ensuite retirer le groupement
méthyle sous certaines conditions telles que I'utilisation de tribromure de bore combiné a
I'éther couronne ou I'utilisation de I'nydrogénation catalytique.

d) Protection des alcools du glucose ©¥

1. Protection par les groupements acétates; formation du 1,2, 3, 4,6-penta-
O-acétyl-glucopyranose

Le schéma suivant représente la réaction générale de protection du glucose par les

groupements acétates :

OH OAc
O o)
HO > AcO
HO AcO
OH OH OAC OAc
D-glucose

Schéma 31: Réaction générale de protection des alcools de D-glucose par les groupements acétates
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1.1.Acétylation avec I'anhydride acétique / acide acétique

Le schéma suivant représente I’acétylation des sucres avec 1I’anhydride acétique dans
I’acide acétique :

OH OAc
0 Ac,0 / AcOH 0
HO = AcO
HO AcO
OH
OH OAC OAC

D-glucose

Schéma 32: Protection de D-glucose par I'anhydride acétique dans I'acide acétique

1.2 Acétylation avec I'acétate de sodium / anhydride acétique

Le schéma suivant représente 1’acétylation des sucres avec l'acétate de sodium dans
I’anhydride acétique :

OH OAc

D-glucose

Schéma 33: Acétylation de D-glucode avec I'acétate de sodium dans I'anhydride acétique
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1.3. Protection par les groupements benzoyles; formation du 1, 2, 3, 4, 6-penta-
0-benzoyl-glucopyranose

Le schéma ci-dessous représente la réaction générale de protection du glucose par les

groupements benzoyles.

OH OBz
e} BzCl o
HO - BzO
HO BzO
OH OH OBz OBz
D-glucose

Schéma 34: Protection de D-glucose par les groupements benzoyles I

4. Protection effectué :

La synthése commence par une série de protections et déprotections afin d’obtenir le
glucose déprotégé seulement dans la position anomérique. Le schéma suivant montre la

protection effectuée :

OH OAc
0 Ac,0 N o)
HO I, j ACXLO
HO
OH OH OAC OAc
D-glucose

| Schéma 35: Protection des alcools de D-glucose par I'iodine dans I'anhydride acétique

2. Déprotection de la position anomérique du glucose protégé :formation du 1-
hydroxy-2,3»4,6-tétra-0-acétylghicopyranose ou du I-hydroxy-2,3,4,6-tétra-

O-benzoylglucopyranose.
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Il existe plusieurs méthodes de déprotection de la fonction anomérique de glucose :

OR
o
RO
RO
OR OR
D-glucose

OR

RO
RO

Schéma 36: Réaction générale de la déprotection de la fonction anomérique du glucose protégé

2.1. Déprotection de la position anomérique avec le BF;Et,0

Cette déprotection se fait selon le schéma 37 :

OR OR
O BF;Et,O O
RO - RO
RO RO
OR OR OR OH
D-glucose

Schéma 37: La déprotection de la position anomérique par BF3ET20I

2.2. Déprotection de la position anomérique par la bromation avec HBr/HOAC suivie de

I'hydrolyse avec Ag,CO3;

Cette déprotection se fait selon le schéma 38:

OR
O HBI/HOAC
RO l
RO A92C03
OR OR
D-glucose

OR

RO
RO

OR OH

| Schéma 38: Déprotection de la position anomérique I
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La réaction est conduite en prenant les précautions nécessaires afin d'obtenir unmilieu
réactionnel anhydre.

2.3.Déprotection de la position anomérique avec le Bus3SnOMe

Cette déprotection se fait selon le schéma 39:

OR OR
o) BU-S o)
usSnOMe
RO ~ RO
RO RO
OR OR OR OH
D-glucose

‘ Schéma 39: Déprotection de la position anomérique par Bu3SnOMj

2.4. Déprotection effectuee :

Hydrolyse :

Dans notre cas la déprotection a été faite selon le schéma suivant (schéma 40), suivie par

une tosylation comme le montre dans le schéma 41.:

AcC @)
NH
o HZN//\\’/ 2
AcO > AcO
AcO THF AcO
AcC OAc

AcC
O
OAc OH

O
O

Schéma 40: Hydrolyse de la position anomérique de glucose par I'éthylenediamine
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OAc OAc
© TsCl N e!
AcO Pyridine =~ AcO
AcO AcO
OAc OH OAcC OTs

| Schéma 41: Tosylation de la position anomérique de glucose I
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Analyses effectuées :
L’analyse des ou du produit purifié se fait par spectroscopie infrarouge. Lorsque le

produit est cristallin, la mesure du point de fusion permet d’estimer qualitativement sa pureté.

> Infrarouge :

Les spectres dans I’infrarouge ont été obtenus au Centre de mesures du laboratoire
LASNABIO sur un appareil Perkin Elmer L16003000 Spectrum two avec les conditions ci-
contre: nombre de balayage 10, résolution de 4 cm™ et avec un temps d’analyse de 0.25 min.
Les échantillons étaient traités sous forme pastilles de KBr. Les principales fréquences

d’absorption sont données en nombre d’onde (4000-400) cm™.

» Température de fusion :
Tous les points de fusion ont été déterminés grace a un fusionomeétre digital de la série
IA 9000 d’Electrothermal en utilisant des tubes capillaires (Laboratoire COSNA).

»Caractérisation qualitative par chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des
phénomenes d'adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui
progresse le long d'une phase stationnaire, fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille
semi-rigide de matiere plastique ou d'aluminium. Aprés que I'échantillon ait été déposé sur la
phase stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et de celle
du solvant. Lorsque la plaque sur laquelle on a déposé I'échantillon est placée dans la cuve,
I'¢luant monte a travers la phase stationnaire, essentiellement par capillarité. En outre, chaque
composant de I'échantillon se déplace a sa propre vitesse derriere le front du solvant. Cette
vitesse dépend d'une part, des forces électrostatiques retenant le composant sur la plaque
stationnaire et, d'autre part, de sa solubilité dans la phase mobile. Les composés se déplacent

donc alternativement de la phase stationnaire a la phase mobile.

Rf La distance parcourue par le composé¢ (mesureé au centre de la tache)

La distance parcourue par le front du solvant

Dans notre travail, les réactions sont suivies par plagues CCM sur gel de silice. Les

plaques de CCM sont révelées sous lampe UV d’une langueur d’onde de 250 nm.
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Le traitement d’une réaction
Lorsqu’une réaction est terminée, 1’opération suivante consiste a récupérer le produit a
partir de son milieu réactionnel. Apreés hydrolyse, on effectue, a 1’aide d’une ampoule a

décanter :

exemple, a la fin de la réaction en milieu organique, des sels peuvent étre éliminés en ajoutant
de I’eau dans I’ampoule a décanter. Aprés décantation, la phase aqueuse (avec les sels) est

éliminée.

ou basiques pour atteindre un pH neutre selon les conditions réactionnelles. Généralement, le
produit est récupéré a la fin de ces opérations, en solution organique. Celle-ci est séchée pour

¢liminer de traces d’eau et le desséchant est ¢liminé par filtration.

Enfin, le produit est concentré en évaporant le solvant organique a 1’aide d’un évaporateur
rotatif. Le principe est le suivant : le produit en solution est placé dans un ballon que 1’on
adapte a I’évaporateur. Le tout est mis sous pression réduite afin de faciliter la distillation du

solvant. Le produit est concentré et récupéré dans le ballon d’évaporation.

La purification

Différentes méthodes de purification peuvent étre employées et doivent étre adaptées
en fonction des propriétés physico-chimiques du produit. Lorsque le produit est liquide, on
utilise la distillation. C’est une technique qui consiste a chauffer un liquide pour qu’il passe a
I’état gazeux (point d’ébullition) et de le condenser dans un autre récipient par abaissement de
la température. Concrétement, les vapeurs montent dans la colonne de distillation (le
thermometre indique le point d’ébullition) et se condensent en passant par le réfrigérant.
Ainsi, deux liquides ayant des points d’ébullition différents seront séparés. Il suffit de changer
de ballon collecteur au changement de température. Pour des liquides ayant un point

d’ébullition élevé, celui-ci est abaissé en opérant a pression réduite.
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Pour les composés cristallins, on utilise la recristallisation. Cela consiste a éliminer des
impuretés insolubles dans une solution organique chauffée du produit. Ensuite, cette solution
est refroidie lentement pour induire la cristallisation. Les cristaux sont filtrés et séchés.

Purification de solvants :
-L’anhydride acétique (Ac,0)
- L’anhydride phtalique

-Le dichlorométhane (DCM)
-Le méthanol (MeOH)

> Distillation de I’anhydride acétique :

Dans un montage de distillation on introduit 150 ml de Ac,O dans le ballon et on distille.

» Recristallisation de ’anhydride phtalique:

Dans un ballon contenant I’ Ac,0 distillé, on ajoute 100 g d’anhydride phtalique et on
porte le mélange a reflux jusqu’a la dissolution compléte du solide. Ensuite on filtre le
mélange a chaud. Aprés on laisse le filtrat a repos pendant 30 min (jusqu’a la cristallisation).
Puis, on filtre le solide cristallisé avec 1’éther diéthylique (Et,O) et on laisse le produit sécher

alair.

» Purification du dichlorométhane :

Dans un ballon de 2I, on introduit 1800 ml de CH,Cl, avec quelques spatules de
pentoxyde de phosphore (P,Os) et quelques pierres ponce ; on place le ballon sur un chauffe
ballon, et on porte le mélange a reflux pendant 2h. Aprés, on place le montage de distillation
dans les mémes conditions opératoire et on distille. Aprés la distillation, on conserve le

distillat dans une bouteille contenant un fond de P,0Os.

> Distillation du méthanol :

Dans un ballon de 500 ml, on verse 0,3g de I,, 1,49 de Mg et 30 ml de MeOH (99%) avec

quelques morceaux de pierre ponce. On porte le mélange a reflux jusqu’a disparition de la

couleur marron brun (environ 20 min). On refroidit légérement et on ajoute a ce mélange les
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270 ml de MeOH restant, et le tout est distillé a nouveau dans des conditions anhydres pour

recueillir le distillat sur un tamis moléculaire.

1. Estérification de la glycine :
Schéma réactionnel_:

OH SOCl,, MeOH OMe

\

NH, NH, HCI
Glycine

a/Distillation du chlorure de thionyle:

Le chlorure de thionyle est préalablement distillé a pression atmosphérique sous
courant d’azote en protégeant le montage de I’humidité atmosphérique.
b/Dans un bicol de 250 ml surmonté d’une ampoule a additionner et contenant 7,3 ml (1.5 éq)
de chlorure de thionyle, on introduit 59 (1éq) de glycine dans 40 ml de méthanol sous
agitation a 0°C. Ensuite, on ajoute le SOCI; goutte a goutte (pendant 20 min). La réaction se
déroule sous courant d’azote et sous un reflux dans des conditions anhydres. Le reflux est
maintenu 2h, suivi de I’évaporation de I’excés de solvant (MeOH). Aprés 1’évaporation on a
laissé le produit sécher.

e Résultats : Chlorhydrate de I’ester méthylique de la glycine.

@)
OMe
NH, HCI
Masse molaire (g/mol) | Rendement (%) Pf (°C) Aspect
125.5 99.86 166 Solide beige
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Rf = 0.25 (L’éluant : butanol; acide acétique; eau) [70: 18 : 12]. La migration des produits
est suivie par la lampe UV et les taches qui ne sont pas nettes sont visualisées avec une

solution de ninhydrine dans I’acétone (5%) et séchees.

2. Benzylation de la cystéine :

Schéma réactionnel :

Q O
BnCl
HS OH > S OH
NaOH /H,0 NH,
NH, HCI .
Chlorhydrete de la cysteine S-benzyl-L-cystéine

Dans un bicol de 250 ml muni d’une agitation magnétique forte, a froid, on introduit
5g (0.032 mol) de chlorhydrate de cystéine avec 25 ml d’une solution aqueuse de 9,9g de
NaOH dans 50 ml d’eau.4,3 ml de BnCl sont ajoutés goutte a goutte (on remarque que la
solution se colore en jaune) ; on laisse 1’agitation jusqu’a 1’éclaircissement de la solution et,

apres environ lh d’agitation, la solution devient claire. A ce moment, on lance un reflux de

1h.

On ajoute du HCI concentré au mélange jusqu’a pH=2, suivi d’un reflux jusqu’a
dissolution de la masse (environ 3h30min). Ensuite, on arréte le reflux et on laisse reposer le
mélange réactionnel pour procéder a une filtration sous vide. Le solide est lavé avec 1’eau
glacée et on le laisse sécher a ’air libre.

e Résultats :

O

S/\HKOH
NH,

S-benzyl-L-cystéine
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Masse molaire (g/mol) | Rendement (%) Pf (°C) Aspect+
211,28 89,6 185 Solide beige
Spectre IR :

Bandes C=0 O-H C=C am C-N
v max(KBr) cm™ 1713,7 3025,4 1500-1600 1188.9
Résultat CCM :
Rf=0.5 (L’éluant : butanol ; acide acétique ; eau) [70 : 18: 12]
3. Protection de la fonction amine de S-benzyle-L-cystéine :
Schéma réactionnel
0O
. O I
0
s OH o S OH
AcOH glacial
NH, Il NFt
S-benzyl-L-cystéine N-phtalimido-S-benzyl-L-cystéine
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Dans un bicol de 250 ml, on introduit 4g (0.019 mol) de S-benzyl-L-cystéine dans 70
ml d’acide acétique ; ensuite on ajoute 2,89 (1éq) d’anhydride phtalique et on porte le
mélange a reflux pendant 2h (le solide passe en solution).

Apreés le reflux, on évapore le solvant et, pour éliminer 1’exces de I’ AcOH glacial, on effectue

un reflux de 30 min (produit+éther) suivi d’une filtration sous vide.

e Résultats :
o
S OH
NFt
N-phtalimido-S-benzyl-L-cystéine
Masse molaire (g/mol) Rendement (%) Pf (°C) Aspect
341,28 38,7 106 Beige

11 = 5 .
4000 3500 3000 2500 500450
cm-1

Nom Description
Analyst 88 Echantillon 088 Par Analyst Date lundi, avril 13 2015
™
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Bandes C=0 xcide O-Hacige C=0 pnt C=C am C-N

v max(KBr) cm™ 1719.0 2919.3 1776.0 1495.1-1455.2 1273.9

Résultat CCM :

Rf=0.56 (L’¢éluant : butanol; acide acétique; eau) [70: 18: 12]

3. Couplage de N-phtalimido-S-benzyl-L-cystéine avec le chlorhydrate de I’ester
méthylique de la glycine :

Schéma réactionnel :

0]
TEA
H‘\OMle O/\ Agitation 20j S\/'\H/N OM{
0

Dans un bicol de 250 ml, on introduit 2g (0.0059 mol) de N-phtalimido-S-benzyl-L-
cystéine avec 0.074g (0.0059 mol) de chlorhydrate d’ester méthylique de la glycine dans 39
ml de DCM a 0°C, et on ajoute 3.39 ml de triéthylamine (TEA) goutte a goutte sous une forte
agitation.

Une solution de dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (1.22¢g/0.0059 mol) dans 10 ml de
DCM est additionnée goutte a goutte avec une forte agitation. Le mélange est agité de 0°C
jusqu’a température ambiante pendant 20 jours. A la fin, la DCU formée est éliminée par
filtration et le solvant est évaporé.

e Résultats : 2-(3-(S-benzyl)-2-(N-phtalimido) propanamido) acétate de méthyle

©\/ NFt ., O
o)

Masse molaire (g/mol) Rendement (%) Pf (°C) Aspect

398 42 .6 165 Solide blanc
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804

75q

70+

65

%T

60

551

3477.86cm-1

2739.29¢c}-1

504
45- 2936.{pem-1

43+
4000

3500 3000

Nom
— Analyst 128 Echantillon

Description

2977.92dn-1  2677.8Dcr

128 Par Analyst Date lundi,

1708.38cnjt1

15%7.1

1625.89cm-1

2491.99cm-1

1474.96¢n}-1

n-1
2500
cm-1

avril 27 2015

1500

461.81cm-1

1en1

1172.08cm-1|
364 15cm-1
1072.05fm-1

1036.26cm-1
1397.57cm-1

1000 500450

Bandes

N-H

C=0 (amide)

v max(KBr) cm™

3477.86

1625.8

Résultat CCM :

Rf=0.63 (L’éluant : butanol; acide acétique; eau) [70: 18: 12]

5. La déprotection de :2-(3-(S-benzyl)-2-(N-phtalimido) propanamido) acétate de

méthyle
Schéma réactionnel :

GVJYA

NH,NH, @v

DCM/MeOH

OMe

JY
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Dans un bicol de 50 ml, on introduit 1g (0.0025mol) de (S)-méthyl-2-(3-(benzylthio)-
2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl) propanamido) acétate dissous dans un mélange de DCM et de
méthanol [1:1] (5ml). Apres on ajoute sous agitation 0.24ml (0.005mol) d’hydrate
d’hydrazine a température ambiante.

Apres 20 h a la méme température, un solide se forme, qui est ensuite éliminé par
filtration et le mélange est évaporé sous pression réduite. Le solide résiduel est dissous dans
I’eau distillée (2.4 ml), puis la solution est alcalinisée a pH=11. On extrait ensuite avec le

DCM, on seche et évapore le solvant.

e Résultats : ((S)-méthyl 2-(3-(benzylthio)-2-aminopropanamido) acétate

NH, 0
H
S NJJ\
OMe
)

Masse molaire (g/mol) | Rendement (%) Pf (°C) Aspect
235,18 17 206 Solide blanc

Bandes N-H C=0 (amide)
v max(KBr) cm™ 3326,71 1625.8
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Résultat CCM :

Rf=0.88 (L’¢éluant : butanol; acide acétique; eau) [70: 18: 12]

6. Protection du glucose :

Schéma réactionnel :

OH OAc
° Ac,0/ I, 0
> AcO
HSO AcO
OH OH OAc  OAc
D-glucose

Dans un bicol de 250 ml, on introduit une solution 1,/Ac,O (0.13g/50ml) (0.5.10° mol)
et on place le bicol dans un bain d’eau a 18°C. Puis, on ajoute a la solution le D-glucose (10g
par portion) (0.056 mol) et sous agitation. L’agitation est restée toute une nuit. Aprés la
dissolution du sucre, le mélange est refroidi a T ambiante. Ensuite, on ajoute 100 ml de I’eau
froide, puis une solution aqueuse a 10% de thiosulfate de sodium sous agitation ; le mélange
devient jaune-clair, et on ajoute le bicarbonate de sodium jusqu’a cessation du dégagement de
CO.. Le résidu est solubilisé dans le DCM (75 ml) et on extrait la phase aqueuse. Par la suite,
on lave la phase organique avec 1’eau (3 fois successivement), et on seche le milieu organique
avec le sulfate de calcium. A la fin, on filtre et on évapore sous vide.La recristallisation du
glucose protégé est faite dans 1’éthanol et le solide obtenu est séché a I’air.

e Résultats :

OAcC
@)
AcO
AcO
OAC OAc
1,2,3,4,6-penta-acétyl-D-glucoperanose
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Masse molaire (g/mol) | Rendement (%) Pf (°C) Aspect
390.35 41.5 100 Solide blanc
Résultats IR _:

Bandes C=0 acétyle
v max(KBr) cm™ 1741.83

Résultat CCM :

Rf=0.5 (L’¢luant : cyclohexane-acétate d’éthyle) [1 :1]

7. Hydrolyse du sucre protégé:

Schéma réactionnel :

OAC OAC
NH
2 o
> AcO
AcO AcOH/ THF AcO

0 H,N
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Dans un ballon de 100 ml, on introduit 0,4 ml d’éthylénediamine dans 60 ml de THF,
puis on ajoute 0,4 ml de ’acide acétique glacial goutte a goutte. On remarque la formation
d’un précipité, et on ajoute ensuite 2g (0.0051 mol) du glucose protégé ; on laisse le mélange
agiter a T ambiante pendant 24h. Aprés on ajoute 10 ml de 1’eau au mélange, puis on extrait
avec le DCM (3 fois) ; on lave successivement les extraits organiques réunis avec une solution
de 2N de I’HCI, une solution aqueuse saturée de bicarbonate de sodium et une solution
aqueuse saturée de NaCl. La phase organique est séchée (CaSO,) puis le solvant est évapore.

A la fin de la réaction on obtient un gel qui cristallise dans 1’éther de pétrole.

e Résultats : Hydroxy, tétra-O-acétyl-D-glucopyranose

OAcC

@)

Masse molaire (g/mol) | Rendement (%) Aspect

348,38 79,8 Produit pateux

20+ . ) 1
4000 3500 500450

Nom
nalyst 114 Echantillon 114 Par Analyst Da

Page 53



Partie expérimentale

Bandes O-H C=0

v max(KBr) cm™ 3465,7 1731,9

Résultat CCM :

Rf=0.35 (L’éluant : cyclohexane; acétate d’éthyle) [1 :1]

8. Tosylation du sucre protégé :

Schéma réactionnel :

OAc OAc

o) TsCl

\j

AcO Pyridine AcO
AcO y

Recristallisation de TsCl:

20g de TsCl sont dissout dans 50ml de chloroforme puis on ajoute 250ml de I’éther de

pétrole. On filtre les impuretés précipitées et on laisse le filtrat cristallisé.

Dans un ballon de 50ml, on introduit 1.2 g (1 éq) de hydroxy,tetra-O-acétyl-D-
glucopyranose dans 5ml du pyridine, puis on ajoute le chlorure de tosyle 1.94 g (3 éq) et on
laisse le mélange agiter a 0°C pendant 1h, ensuite on laisse la solution sous agitation a
température ambiante pendant 2h. On dilue le mélange avec le DCM (50ml) puis on lave le
deux fois par I’eau distillé, une solution de 2N de HCI, une solution saturé de bicarbonate de
sodium et avec une solution saturé de NaCl. La phase organique est séchée puis évaporé sous
pression réduite.

On fait la recristallisation avec I’éther de pétrole.
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e Résultats:2, 3, 4, 6, tétra-O-acétyl, 1-O-tosyl-D-glucopyranose

OAC
o
AcO
AcO
OAC OTs
Masse molaire (g/mol) Aspect
502.52 Solide blanc (que des traces)

Résultat CCM :

Rf = 0.9 (cyclohexane, acétate d’éthyle) [1 :1]

Page 55






Conclusion et perspectives

Le glutathion est un tripeptide constitué de trois acides aminés : cystéine, glycine et

acide glutamique, ce composé est un antioxydant naturel qui se trouve dans toutes les cellules

humaines.

Dans ce travail nous avons remplacé 1’acide glutamique du glutathion par le glucose.

Les fragments ci-dessous ont été obtenus selon un schéma synthétique accessible avec des

réactifs disponibles au laboratoire.

Notre objectif était la synthése d’un dérivé glucidique d’un fragment de glutathion,

une fois ce dérivé est obtenu on peut envisager en guise de perspective de lui griffer plusieurs

substrats (amino-acides;

sucres....), afin d’aboutir a des molécules dont 1’activité

thérapeutique sera modulé dans un sens que nous espérons positif.

HO
HO

OH

SH
o]

o
H
N

OH OH

Iz

o

Composé G: Glycopeptide
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Résumé :

De nombreuses recherches scientifiques faites sur les composés antioxydants
notamment sur le glutathion qui agit contre les espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO)
(molécules prooxydantes trées réactives causent des endommagements cellulaires graves).

Le glutathion est un tripeptide constitué de trois acides aminés : cystéine, glycine et
acide glutamique, ce composé est un antioxydant naturel qui se trouve dans toutes les cellules
humaines

L’objectif de notre mémoire est la synthése d’un fragment de glutathion, le choix n’a
pas ¢été fait au hasard car il est un précurseur dans la synthése d’un glycopeptide qui présente
des activites thérapeutiques trés importantes.

La premiere partie de notre travail consiste a synthétiser un dipeptide a partir de deux
acides aminés : glycine et cystéine.

Dans la deuxieme partie nous nous sommes intéressés a la syntheése d’aminoacides
glycosylé obtenus par la réaction entre un dipeptide et un sucre.

Abstract :

Many scientific research done on antioxidant compounds including glutathione that
acts against reactive oxygen species (ROS) (highly reactive molecules prooxidant cause
severe cell damage).

Glutathione is a tripeptide consisting of three amino acids: cysteine, glycine and
glutamic acid, this compound is a natural antioxidant that is found in all human cells.

The objective of our memory is the synthesis of a fragment of glutathione, the choice was not
made at random because it is a precursor in the synthesis of a glycopeptide which has very
important therapeutic activities.

The first part of our job is to synthesize a dipeptide from two amino acids: cysteine and
glycine.

In the second part we are interested in the synthesis of glycosylated amino acids obtained by
the reaction between a dipeptide and a suger
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