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Liste des abréviations

acac : acétylacétonate

AQg2CO3: carbonate d'argent
Cbz : benzyloxycarbonyle
CCM : chromatographie sur couche mince

Cs,CO, - carbonate de césium

DCC : dicyclohexylcarbodiimide

DCM : dichlorométhane

DMA : N,N-diméthylacétamide

DMARP : 4-N,N-diméthylaminopyridine

DMF : N,N-diméthylformamide

DMSO : dimethylsulfoxyde

dppe : 1,2-bis(diphénylphosphino)éthane

dppf: 1,1’-ferrocénediyl-bis(diphénylphosphine)
DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle

dppm : 1,2-bis(diphénylphosphino)méthane
dppp : 1,2-bis(diphénylphosphino)propane

EOR : especes réactives de lI'oxygene

éq : équivalent

EtOAc : I’acétate d’éthyle

EtOH : éthanol

Fht : phtalimide

FRAP : Ferric reducing antioxidant power

GSH : glutathion réduit

HOBt : hydroxybenzotriazole

HOESY': Heteronuclear Overhauser effect spectroscopy

HRMS : Spectrométrie de Masse Haute Résolution



ICso0 : Concentration inhibitrice a 50%
JohnPhos : 2-(dicyclohexylphosphino)biphényle
MeOH : méthanol

Mmol : millimole

NAC : N-acétylcystéine

PE : éther de pétrole

PPhaz: triphenylphosphine

TFA: acide trifluoroacétique

Rdt : rendement

RMN : Résonance Magnétique nucléaire

SOCI;: chlorure de thionyle
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Introduction générale



Introduction

La vie a la surface de la terre s’est développée dans une atmosphere riche en oxygene (O2).
Cette molécule est une composante fondamentale du métabolisme cellulaire. Cependant, toute
situation entralnant une surconsommation d'oxygeéne peut conduire a la production de
radicaux libres. Ces radicaux libres sont des espéces chimiques instables, especes réactives de
I'oxygene (EOR), et possédant un ou plusieurs électrons non appariés sur la couche externe.
L'ion superoxyde, le radical hydroxyle, le peroxyde d’hydrogene, le dioxygéne singulet et les

oxydes d’azote constituent des espéces oxygénées réactives des plus abondantes(".

o« —

O, + e O, radical superoxyde
. . ©
0O, + H,O HO, + OH radical hydroperoxyle
HO, + e + H H,0, peroxyde d'hydrogéne
_ . ©
H,O, + e OH + OH radical hydroxyle

Ces especes sont impliquées, en trés faibles concentrations, dans des processus
physiologiques. Cependant, 1’exces de la production de ces EOR peut devenir nocif pour les
cellules, les lipides, les protéines et les acides nucléiques, donnant lieu au stress oxydatif qui
transforme les molécules biologiques en substances oxydées, nuisibles pour la santé. En effet,
le stress oxydant est une réponse a une agression extérieure ou interne. La présence des EOR
dans I’organisme est avant tout un comportement normal de I’organisme pour maintenir son
homéostasie. Par contre, I’exces de ces especes traduit une situation de détresse métabolique,
pathologique ou physiologique (exces d’énergie non utilisée, agression par des germes

pathogenes ou virus, fatigue physique, etc...).

Dans ce dernier cas, I’équilibre est rompu et les especes réactives attaquent indistinctement
les cellules et organes sains lorsque le systeme anti-oxydant devient défaillant ou insuffisant
pour neutraliser les EOR, lesquels induisent un phénomene inflammatoire de plus en plus
chronique®. Ce déséquilibre est a I’origine de diverses pathologies & savoir les maladies
neuro-dégénératives (Alzheimer, Parkinson), le diabéte, les cancers, les maladies

inflammatoires, etc(!.

Pour se protéger contre cet effet toxique de 1’oxygene, I’organisme a développé des systémes

de défense qui permettent de réguler la production des EOR, et qui sont composés


https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89lectron
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ion

principalement d’antioxydants. Parmi les antioxydants les plus connus, on peut citer les
polyphénols, alcaloides, phytates (présents dans 1’alimentation), les glutarédoxines,

thiorédoxines, polyamines, et le plus puissant, le tripeptide glutathion .

L’antioxydant le plus largement étudié¢ et utilisé de mani¢re pharmacologique reste la N-
acétylcystéine, un précurseur du glutathion. Ses propriétés antioxydantes et ses effets dans
certaines maladies ont été récemment détaillés dans une revue de la littérature > 4. La N-
acétylcystéine (NAC) est considérée comme un agent thérapeutique dans les maladies
caractérisées par un stress oxydant et par des dommages oxydatifs. En effet, elle posseéde une
activité antioxydante trés intéressante liée a sa capacité de restaurer les stocks intracellulaires
de cystéine et par la-méme le taux du glutathion réduit (GSH). La N-acétylcystéine est
absorbée lentement par 1’organisme et pénétre facilement dans les cellules, ou elle est dé-
acétylée, favorisant ainsi la production intracellulaire de la cystéine . Or, la cystéine est un
acide aminé majeur car par combinaison successive avec 1’acide glutamique, puis la glycine,
elle aboutit a la synthése de glutathion (GSH), principal antioxydant présent dans la cellule.
Dans le cas de réduction de GSH ou d’un stress oxydant augmenté, 1’apport de cystéine, via la
NAC, permet ainsi une augmentation de la production de glutathion (GSH) augmentant les

défenses antioxydantes cellulaires®.

Le glutathion a été signalé pour la premicre fois en 1888 par le chercheur frangais De-Rey-
Pailhade® qui ’a découvert dans des cellules de levure de boulanger, et a été nommé
"philothion" (philo- : amour, et -thion : sulfure en grec). En 1921, Hopkins® développe sa
structure moléculaire comme étant la glutamylcystéine (acide glutamique et cystéine), d’ou le
nom "glutathion" qui signifie acide glutamique 1li¢ a un composé portant un groupement
thiol. C’est un an plus tard” qu’il attribue les noms de "glutathion réduit" au glutathion qui
posséde la fonction -SH de la cystéine libre et de "glutathion oxydé" lorsque cette méme
fonction est oxydée sous forme disulfure -S-S-. En 1927, Hunter et Eagles ont isolé un produit
en utilisant la méme procédure employée par Hopkins et affirment que la composition du

glutathion est plus complexe et émettent la possibilité de I’existence d’un tripeptide®.

Apres avoir recu I’article de Hunter et Eagles de la part des éditeurs de Journal of British
Chemistry (JBC) avec la permission des auteurs, Hopkins a répondu que leur préparation de
glutathion était impure et a réaffirmé que le glutathion était un dipeptide’®. En 1929, aprés

avoir développé une nouvelle procédure de préparation du glutathion cristallin, Hopkins
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reconnu que Hunter et Eagles avaient raison de douter de la constitution chimique du produit
isolé!!?), et affirma alors que le glutathion était un tripeptide constitué de trois acides aminés a
savoir, 1’acide glutamique (Glu), la cystéine (Cys) et la glycine (Gly). De nombreuses
recherches suivront cette découverte et permettront de déterminer sa structure exacte : la L-
cystéine et la glycine sont liées par une liaison peptidique et la seconde liaison est formée
entre la fonction acide en position y de la chaine latérale de I’acide L-glutamique et la

fonction amino de la L-cystéine, d’ou son nom de N-(N-L- vy -glutamyl-L-cystéinyl)glycine.

Le glutathion (GSH) est un tripeptide naturel ubiquitaire, présent dans toutes les cellules du
corps a des concentrations de 1 a 10 mM et spécialement dans le foie ou on en trouve la
concentration la plus élevée (10 mM)D. 11 protege les cellules, les tissus et les organes contre
différentes pathologies. En effet, une faible concentration de glutathion dans les cellules est
associée a de nombreuses maladies dégénératives incluant la maladie d’Alzheimer, de
Parkinson et le SIDA, pour ne citer que les plus connues, mais aussi a la démence sénile et au

vieillissement en général!?),

Cette substance intervient a différents niveaux dans 1’organisme ou elle intervient dans de
nombreuses fonctions vitales en jouant des réles multiples comme agent antioxydant, agent de
détoxication, stimulant immunitaire et la modulation de processus cellulaires critiques tels que
la synthése de I'ADN. Son role d’assurer un bon fonctionnement de [’organisme est
indiscutable et c’est pour cela qu’il a fait I’objet de plusieurs études. En tant qu’agent
antioxydant, le glutathion protége la cellule contre le stress oxydant en réagissant directement
avec les radicaux libres pour former des molécules stables. L’équation suivante (1) est un
exemple qui montre la réaction du glutathion avec le radical hydroxyle, donnant un radical

thiol :
GSH + OH —> H,0 + GS° (1)

Par la suite, les radicaux thiols formés réagissent entre eux pour former une molécule de

disulfure de glutathion (GSSG) comme montre 1’équation (2) :

GS + GS° ——> GSSG (2)



Le résultat de ces réactions est la réduction des especes radicalaires réactives pour former des
produits qui peuvent facilement étre métabolisés par la cellule et éliminés de 1’organisme. La
fonction du glutathion dans la cellule n’est pas limitée a sa seule réaction avec les radicaux
libres mais aussi il joue un réle majeur dans la biotransformation et 1’excrétion des substances
toxiques. Ainsi, il constitue un bon ligand des métaux lourds tels que le mercure, le plomb et
le cadmium, connus pour leur toxicité sur les organismes vivants. Il assure leur transport, leur
stockage et leur métabolisme. Ces composés (X) sont électrophiles et se lient au GSH pour
former des hybrides moins nocifs et hydrosolubles (GS-X). L’¢limination de ces derniers se
fait grace a un processus de dégradation suite a plusieurs réactions enzymatiques pour donner
enfin I’acide mercapturique. Cet acide est stocké dans le rein pour étre ensuite éliminé par les

urines!' - 13 comme le montre 1’équation (3).

réactions enzymatiques .
GIu-CySl-GIy N-acétyl-Cys-X 3)

X * Glu-CysSH-Gly

X: toxines X (acide mercapturique)

Réactions enzymatiques

La demande en glutathion par ’organisme humain est constante car il est rapidement
consommé : cette demande s’accroit spécialement lorsque nous subissons des pressions
provenant des situations telles que la maladie, le stress, la fatigue ou des exercices physiques.
N’oublions pas que I’exercice physique modéré contribue a la relaxation et favorise la

restauration du taux de glutathion.

Dans un autre registre, il est bon de signaler que le taux du glutathion diminue avec 1’age, et
plusieurs études montrent que les maladies associées au vieillissement sont reliées a une
déficience en ce tripeptide. Par conséquent, il est nécessaire de maintenir ou de restaurer les

taux de glutathion par un apport externe.
Objectif de travail

L’objet de cette these vise la synthése de nouvelles molécules hybrides du glutathion
métaboliquement stables et susceptibles d’étre engagées dans la lutte contre le stress oxydatif.
La syntheése de ces molécules est basée sur le couplage de la cystéine, principal responsable
des propriétés thérapeutiques de GSH, avec des composantes bioactives telles que des phénols
et des fluoroalceénes. Cela permettra d'étudier l'influence des différents composés sur l'activité

antioxydante des molécules résultantes.



Glutathion
HO

NH,

portions
SH bioactives

-composés phénoliques
-composeés fluorés

Les progreés en chimie organique nous ouvrent de multiples voies afin de synthétiser et de
fonctionnaliser des systémes phénoliques puisqu’ils sont un véritable espoir pour la mise au
point de nouvelles molécules médicinales. La caractéristique la plus connue et significative
des phénols est leur capacité de piéger les espeéces oxygénées réactives selon deux
mécanismes. Le premier est basé sur le transfert d’un atome d’hydrogéne via la rupture
homolytique de la liaison O-H, alors que le deuxi¢me est basé sur le transfert d’un électron
au radical libre R*. L’anion R et le cation radical ArOH™ formés sont généralement des

entités stables!!¥,

Le développement de nouvelles méthodes d'incorporation du fluor dans une molécule joue un
role important dans la synthése organique puisqu’il permet de modifier ses propriétés
physiques, chimiques et biologiques, conduisant souvent a une amélioration de son profil

(1516 Ces

thérapeutique modulations interviennent notamment au niveau de deux
caractéristiques principales jouant un rdle prépondérant dans la conception de médicaments

notamment, la lipophilie et les propriétés acido-basiques.

La notion de lipophilie est trés importante car elle contrdle de nombreux paramétres tels que
I’absorption, le passage des barricres biologiques et donc le transport dans les organes et les
cellules. Dans le cas des molécules aromatiques, la substitution d’un groupement par un
atome de fluore permet généralement d’augmenter la lipophilie de la molécule tout en
assurant un meilleur transport du principe actif dans ’organisme. En raison de son
¢lectronégativité, le fluor perturbe fortement 1’acido-basicité des groupements voisins. Ainsi,
I’acidité des fonctions acides voisines est fortement augmentée et la basicité des fonctions
basiques diminuée. Dans le cas des médicaments, cet effet peut se traduire par une meilleure
perméabilité et ainsi une meilleure biodisponibilité de la molécule!'”. Parmi les composés

fluorés, la fraction alcéne mono-fluoré est une partie importante qu’on trouve dans plusieurs
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produits pharmaceutiques tels que des agents antibactériens, antimicrobiens ou bien
régulateurs du diabéte"®. Compte tenu de ce qui précéde, les a-fluoroacrylates nous sont
apparus comme de trés bons candidats en tant que produits de départ pour la synthése de

quelques hybrides.

En nous basant sur ces données bibliographiques, des dérivés d'acide phénolique et des a-
fluoroacrylates ont été préparés. Les composés nouvellement synthétisés ont été évalués pour

leurs activités antioxydantes.

Plan de travail

Notre travail commence par une introduction générale présentant des données
bibliographiques sur le glutathion. La suite de la theése se subdivise en trois chapitres dont
chacun est subdivisé en deux parties : la premiére présente une mise au point bibliographique,

tandis que I’autre expose les différents résultats obtenus.

Le premier chapitre est consacré a une nouvelle méthodologie de synthése des a-
fluoroacrylates tri-substitués. Cette méthode est basée sur le couplage de Heck décarboxylant
entre les dérivés d’acides benzoiques et le 2-fluoroacrylate de méthyle. La méthode a été
étendue aux tri-fluoroalcénes tri-substitués compte tenu du fait que trés peu de réactions de
synthése a cet effet sont décrites dans la littérature. Ces compos€s vont nous servir comme

produits de départ pour la synthése de quelques-uns de nos fragments a base de glutathion.

CO,Me

| N X AN COzMe
/~ F b/ CFs
R R

Dans le deuxiéme chapitre, nous présentons la synthése des dérivés a base de fragments de
glutathion. Cette synthese a été réalisée a partir des couplages entre la cystéine et la glycine

avec les acides phénoliques et les fluoroalcenes synthétisés précédemment.
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Enfin, le troisiéme chapitre décrit briévement les tests biologiques effectués sur les fragments
nouvellement synthétisés. Nous terminerons la rédaction de ce manuscrit par une conclusion

générale suivie des perspectives qui s’ouvrent pour la poursuite de notre travail.



Chapitre 1

Synthese des fluoroalcenes



I. Introduction a la chimie du fluor et des fluoroalcénes

1) Le Fluor : Généralités

Le fluor a été découvert la premiére fois en 1886 par Henri Moissan, ce qui lui valut, 20 ans
plus tard, le prix Nobel de chimie!”). Sa premiére utilisation dans 1’industrie revient au projet
Manhattan pour le développement et la mise au point des armes nucléaires. Aujourd’hui, le
fluor est utilisé dans de nombreux domaines tels que la chimie organique®?, les sciences des
matériaux®?, la chimie médicinale!'® et les médicaments'®. L’atome du fluor est le premier
halogéne dans le tableau périodique, il possede des propriétés physico-chimiques
particuliéres. Le fluor se caractérise par 1’¢électronégativité la plus élevée de tous les éléments
ainsi qu’un faible rayon de Van der Waals de 1,47 A, de taille intermédiaire entre I’hydrogéne

et I’oxygene®?.

L’incorporation d’un atome de fluor dans une molécule lui confére des propriétés physiques et
biologiques particuliéres (température d’ébullition, lipophilie, miscibilité, solubilité). Ces
changements de propriétés sont utilisés beaucoup plus dans 1’industrie pharmaceutique

puisqu’ils jouent un réle important dans la conception des médicaments®?,

Le caractére lipophile de cet élément controle de nombreux paramétres tels que 1’absorption,
la traversée des barrieres biologiques et donc le transport des principes actifs dans les organes
et les cellules. Dans le cas des molécules aromatiques, la substitution d’un groupement par un
atome de fluor permet d’augmenter leur lipophilie et ainsi un meilleur transport du principe

actif dans 1’organisme®329,

En raison de 1’effet électro-attracteur des motifs fluorés, I’acidité des fonctions acides voisines
est fortement augmentée et la basicité des fonctions basiques diminuée. Dans le cas des
médicaments, cet effet peut se traduire par une meilleure perméabilité et par conséquent une

meilleure biodisponibilité de la molécule®32¥.

2) Le motif mono fluoroalcéne
Aujourd’hui, plus de 20% des médicaments®® du marché comportent au moins un atome de
fluor vu que son introduction permet souvent d’améliorer le profil thérapeutique de la
molécule. Dans le domaine de la chimie médicinale et d’aprés I’auteur Dutheuil. G®, le
motif mono-fluoroalcényl est considéré comme étant un bon mime de la liaison peptidique®.

Les longueurs et les angles de liaison des fluoroalcénes sont proches de ceux d'une liaison
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amide, ainsi d’un point de vue ¢électronique, la répartition des charges partielles est similaire
et le moment dipolaire est orienté dans la méme direction®”. De plus, les mono-oléfines sont
assez résistantes a la dégradation enzymatique contrairement a la liaison peptidique qui
s'hydrolyse facilement. Tout cela explique la mauvaise biodisponibilité des peptides lors d'une
administration par voie orale®®. Un autre avantage a utiliser des motifs mono-alcénes plutot
que peptidomimétiques est 1'isomérisation possible entre I'amide cisoide et sa forme transoide
qui, bien souvent, provoque un effet néfaste sur l'activité biologique du composé bioactif.
Avec une structure beaucoup plus rigide, les fluoroalcénes permettent d'éviter cette

isomérisation®>*¥ (schémal).

Trans Cis
H\ R H\ (0]
/N_< /N_<

Schéma 1: conformations d’un amide et configurations du mono-fluoroalcéne

3) Synthese de mono-fluoroalcénes

Les fluorooléfines sont synthétisées principalement suivant trois grands types de réaction : les
réactions d’oléfination, les réactions d’élimination et les réactions d’addition®”. Les exemples

suivants illustrent chacune de ces voies.
a) Réactions d’oléfination

La réaction de Wittig est I’une des premiéres réactions d’oléfination découvertes®”. En effet,
des 1969, I’équipe de Schlosser a réalisé¢ une oléfination de Wittig, non-diastéréosélective a
partir d’ylures de phosphore fluorés pour 1’obtention de mono-fluoroalcénes®® (schéma 2).

RI
TO|Uene, '70°C 5 exemples

> R™™ 16-65%
F  E/Z: 50/50 to 45/50

lPh3I;CH2F]I_ . R)L -

Schéma 2: premier exemple de synthése de mono-fluoroalcénes par la réaction de Wittig
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L’oléfination de Peterson a également été utilisée pour accéder aux mono-fluoroalcénes. Le
groupe d’Usuki a effectué, en 2003, la synthése de sulfones a-fluorées a,B-insaturées (schéma

3), avec des rendements allant de modestes a bons et une stéreoselectivité de bonne a

excellente®”).
1) n-BuLi
O
2 R2 17 exemples
F TBS )R1 RZ SO,Ph 30-64%
soph @ ———————> R1)\“” 2 E/Z: de 77/23 a4 95/5
2 THF £
-78°C puis t.a

TBS = Si(Me),t-Bu
Schéma 3: réaction de Peterson pour la synthése de mono-fluoroalcénes par le groupe

d’Usuki.

Les réactions d’oléfination sont la voie principale d’accés aux mono-fluoroalcénes, plus
précisément les réactions de Wittig, de Horner-Wadworth-Emmons et de Peterson a cause de

leur mise en ceuvre facile et simple®?.
b) Réactions d’élimination

Les réactions d’élimination, moins décrites dans la bibliographie, constituent une seconde
méthode de synthése des mono-fluoroalcenes. L’équipe d’Olah a effectué¢ la synthese de
sulfones et de cétones a-fluorées-a,B-insaturées par une séquence de substitution nucléophile
suivie d’une étape d’élimination de sulfone (schéma 4). La réaction donne des rendements de

moyens a bons, tout en étant stéréospécifique dans le cas des substituants R! aromatiques®?).

Cs,CO 2
R x  * RCHFSO,Ph e .~ R1%(R 11 exemples
CH4,CN, 70°C to 120°C 1 56-90%

X=Cl, Br
Schéma 4: synthese de fluorooléfines utilisant la réaction d’¢élimination de sulfone
¢) Réactions d’addition

Les réactions d’addition sont rarement utilisées pour accéder aux mono-fluoroalcénes. Ce sont
des méthodes coliteuses et/ou dangereuses qui, par cons€équent, sont moins favorisées par

rapport aux réactions d’oléfination et d’élimination.
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L’¢équipe de Hara a réalis¢, en 2004, la synthése d’iodoniums a-fluorées-a,p-insaturées par
réaction d’addition (schéma 5). La stéréosélectivité de cette réaction est excellente (>98/2

pour tous les exemples, en faveur du produit E) et les rendements sont bons®?.

(p-Tol)IF, R 5 I
HBF4.Et,O exemples

R———H > F)\/I(p_ToI)BF4 76-85%
CH,Cl, -78°C E/Z: 98/2

Schéma 5: réaction d’addition d’iodoniums sur des alcynes

Récemment, le groupe de Szpilman ont développé une voie trés efficace pour accéder aux
mono-fluoroalcénes a partir d'énones (schéma 6). La réaction est applicable sur une large

gamme d’énones aromatiques et les rendements vont de bons a excellents®?.

[\I/O] "

i 1)\©/ Q
R1)J\% R, ————> R1)H/A R, 29 exemples

63-90%
H DABCO/Pyr.9HF F °
MeCN, Ta
2) Et;N

Schéma 6: synthése 2-fluoroénones par le groupe de Szpilman

Apres cette courte bibliographie sur les méthodes de synthése des mono-fluoroalcénes, nous

abordons la synthese des a-fluoroacrylates.
4) Synthése des a-fluoroacrylates

En général, les a-fluoroacrylates sont synthétisés selon la méthode d’oléfination. Il existe
néanmoins quelques exemples de réaction d’élimination. Par contre aucune réaction
d’addition sur les alcynes n’a été décrite pour accéder a ces motifs>Y. En 2006, I’équipe de
Pannecoucke a obtenu de bons rendements d’a-fluoroacrylates avec un meilleur contrdle de la
sélectivité en recourant a la synthése de Wittig; cependant, les mélanges d’isomeres sont

difficilement séparables®®® (schéma 7).

CO,Et

14 exemples
CBr,FCOEt « ONRi ZMERPPR - Ry Hn 30-98%
E/Z: 65/35 a 85/15
R THF, t.a R

Schéma 7: synthése d’a-fluoroacrylates par réaction de Wittig
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La réaction de Horner-Wadsworth-Emmons a aussi ¢été utilisée afin d’accéder aux a-
fluoroacrylates®. Par exemple, le groupe de Sano et de Nagaoy a eu recours pour obtenir ces

composés avec de bons rendements et d’excellentes sélectivités®® (schéma 8).

1) n-BuLi
OY H CO,Et
2) R 6 exemples
(Et0),P(0),CHFCO,Et S 37-93%
THF, ta R E/Z: 88/12 a2 97/3

Schéma 8: synthése d’a-fluoroacrylates par réaction de Horner-Wadsworth-Emmons

L’oléfination de Peterson est une alternative pour la synthése des a-fluoroacrylates. Le groupe
de Welch a publié, en 1998, des travaux utilisant cette voie de synthése®®. Les rendements

sont de moyens a bons, et la sélectivité de la réaction dépend du substrat (schéma 9).

1) LDA
O~ _H
CO,t-Bu
™S 2) 7?/ 11 exemples
)—Co,t-Bu P 37- 81%
THF, -90°C R E/Z: 95/5 a 0/100

Schéma 9: synthese d’a-fluoroacrylates par réaction de Peterson

Cependant, il n’existe que peu de méthodes d’oléfination donnant a la fois de bons
rendements et de bonnes sélectivités pour obtenir des a-fluoroacrylates®®. Le groupe
d’Augustine a ainsi pu réaliser une oléfination stéréospécifique lors de la syntheése des a-
fluoroacrylates de configuration Z via la formation d’un énolate de titane®” (schéma 10).

CO,Et

R ET:N, TiCl
O _H 3N, 4 9 exemples
\——COZEt + Y Z F 98 - 99%

R Cthlz‘ ta R

Schéma 10: synthése d’a-fluoroacrylates par le groupe d’ Augustine

Récemment, le groupe de Pannecoucke a développé une nouvelle méthode pour accéder aux
a-fluoroacrylates trisubstitués en utilisant la réaction de Heck sur I’a-fluoroacrylate de

méthyle®®. Cette derniére n’a jamais été utilisée avant pour aboutir a ces motifs. Ils ont
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publié, en 2016, des travaux utilisant cette voie de synthése avec de bons rendements et, dans
certains cas, quantitatifs. De méme, la réaction était stéréospécifique conduisant a I’isomére Z

de mono-fluoroalcénes (schémall).

Pd(TFA),
X ! COMe  Ag,CO, N COMe 50 exemples
I ——— > Rk 56 - 99%
= * F 1,4-dioxane Z F °
90°C

Schémall : la réaction de Heck pour la synthése d’a-fluoroacrylates trisubstitués

Une autre voie possible d’accés aux a-fluoroacrylates trisubstitués est la réaction de Heck
décarboxylante. En 2002, 1’équipe de Myers a publié des travaux dans des conditions
réactionnelles proches de celles utilisées pour la réaction de Heck sur les fluoroacrylates®.
L’objectif de cette partie consiste en 1’¢tude de la réaction de Heck décarboxylante pour
obtenir des a-fluoroacrylates trisubstitués dans la mesure ou les acides benzoiques sont moins

onéreux que les iodures d’aryle (schémal?2).

1
CO,Me
B CO,Me
: X COzH }\ [ ase] . 2I/ A A 2
R ' " 1[28()(3Iéaqt2]h S F

Schémal? : réaction de Heck décarboxylante sur les a-fluoroacrylates.

II.  Réaction de Heck décarboxylante vers les a-fluoroacrylates trisubstitués

Aujourd’hui, plusieurs équipes de recherche s’intéressent a I’étude des couplages croisés
décarboxylant /déshydrogénant. Le couplage de Heck décarboxylant porte sur une réaction

dans laquelle un acide aromatique est couplé a un dérivé d’acrylate.

1) Etape de la décarboxylation
La décarboxylation des dérivés d’acides aromatiques est 1’étape clef de toute réaction de
couplage décarboxylant. Les difficultés principales de cette réaction sont les conditions
drastiques de température nécessaires pour pouvoir effectuer I’extrusion de CO». Ensuite, bien
que la décarboxylation d'acides carboxyliques hautement activés, par exemple, les oxoacides,

les acides diphénylacétiques ou les acides benzoiques polyfluorés soit aisée en 1’absence de
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catalyseur, la libération de CO, a partir d’acides carboxyliques aromatiques simples est

difficile“?,

Les premiers travaux sur la décarboxylation des acides furanniques a trés hautes températures
et en présence de quantités steechiométriques de cuivre ont été publiés en 1930 par Shepard et

son équipe (schéma 13) “Y,

COOH . H
Cu
o S [ib +  CO,
200 -300 °C

Schéma 13 : décarboxylation de dérivés d’acides furaniques catalysée par le cuivre

Les réactions de décarboxylation catalysées par le cuivre en quantité steechiométrique ont été
décrites sur une large gamme d'acides benzoiques. Cependant, les inconvénients liés a cette
réaction restent toujours la nécessité d’une ortho-substitution des acides benzoiques par des
groupes attracteurs afin d’obtenir des rendements raisonnables. Il a fallu attendre jusqu’aux
années 2000 pour voir le premier couplage décarboxylant d’acides benzoiques utilisant un
systéme catalytique. Dans ce contexte, le cuivre n’est pas le seul métal de transition capable
de participer a la décarboxylation des acides benzoiques. En effet, d’autres métaux ont été
mentionnés dans plusieurs publications; il s’agit notamment de 1’argent, le palladium, le

rhodium, ou encore 1’or*?.

2) Couplage de Heck décarboxylant
En 2002, I’équipe de Myers met au point un nouveau couplage entre un dérivé d’acide
benzoique et un alcéne en présence de palladium pour accéder aux dérivés stilbéniques©?.
C’est alors qu’on parle de couplage de Heck décarboxylant. La réaction est réalisée en
présence de Pd(TFA): (2 % molaire) et de 3 équivalents d’AgoCO; dans un mélange
DMSO/DMF a 120°C (schéma 14). Cette réaction est seulement applicable aux acides
aromatiques ortho substitués et aux acides hétéro-aromatiques possédant 1’hétéroatome en o

de la fonction acide. La réaction est réalisée avec succes sur de nombreux alcénes.
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R R

PA(TFA),
COZH Agch?, A xR
| N /\R > 2|/
RRC J 7 DMF/DMSO (95/5) R &~ 42%-99%

80- 120°C

Schéma 14 : couplage de Heck décarboxylant par I’équipe de Myers.

En 2005, le méme groupe publie une étude mécanistique afin de mieux comprendre cette
réaction®. Basées sur des études de RMN et de diffraction des rayons-X sur la réaction de
couplage entre I’acide 2,4,5-triméthoxybenzoique et différents dérivés du styréne, les auteurs
ont pu déterminer le mécanisme réactionnel de ce processus (schéma 15). En présence d’une
quantité¢ équimolaire de Pd(TFA) et d’acide 2,4,5- triméthoxybenzoique dans le DMSO, le
carboxylate de palladium (1a) est formé par échange de ligands. A 80°C, il y a formation du
complexe (1b) par extrusion du CO;. Ensuite, il y a insertion de 1’alcéne aromatique pour
former un complexe aryle-palladium (II) (1¢). Le produit désiré est ensuite formé par
¢limination. Le palladium (0) généré par I’action de la base sur I’hydrure de palladium est

réoxyd¢ en palladium (II) par I’argent (I) pour fermer le cycle catalytique.

Rt
Ag L .
R
Agx\ | LPdx |
HX Pdl; \ N
\ / o I j1a
\ ) NN
f' x,pdl O R
. \
HPALoX ]\
\ s
/ 3
- XL,Pd § Y b
R A R /R_
| =
R S S ‘ Paxle
> -
~F 1c Ar ™~

Schéma 15 : Mécanisme de la réaction de couplage de Heck décarboxylant par I’équipe de

Myers
Dans tous les cas, un systeme catalytique au palladium est utilis¢é avec un large exces

d’AgxCO;. Cependant, comme nous ’avons signalé plus haut, la réaction est limitée aux

acides benzoiques ortho substitués ou aux acides hétéro-aromatiques possédant 1’hétéroatome
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en a de la fonction acide. En effet, le sel d’argent ne joue pas seulement le réle de base mais il

est aussi un acteur important dans 1’étape de décarboxylation.

III.  Etude de la réaction de Heck décarboxylante sur des a-fluoroacrylates

a) Mise au point de la réaction de Heck décarboxylante sur I’a-fluoroacrylate de
méthyle

Optimisation de la réaction

Les conditions appliquées par Myers ) ont servi de point de départ a 1’étude de la réaction de
Heck décarboxylante sur les a- fluoroacrylates. Tenant compte du fait qu'au moins un ortho-
substituant était nécessaire pour procéder a la réaction de décarboxylation “¥, I'acide 2-
méthoxybenzoique et le 2-fluoroacrylate de méthyle ont été choisis pour la phase modele
d’optimisation de la réaction (schéma 16). Bien que cette premicére réaction ait donné un

rendement faible de 23%, elle en a prouvé la faisabilité.

OMe OMe
CO-H [Pd] (20mole %)
©/ 2 . YCOZME Ag,CO3 (3 €q) \ CO,Me
_ R
F DMF/DMSO (95/5)% F
120 °C, 12h
1éq 1,5éq

23%
(2/(E) 97/3

Schémalb6 : réaction de Heck décarboxylante sur le 2-fluoroacrylate de méthyle

Afin d’améliorer le rendement en produit désiré, un criblage de solvant a été effectué. Le
remplacement du DMF par le DMA permet d’augmenter un peu le rendement de la réaction
(entrée 3, Tableau 1). Le recours au 1,4-dioxane en combinaison avec le DMSO donne un
excellent rendement de 80% (entrée 4, tableau 1). L’augmentation de la proportion en DMSO
conduit a la diminution du rendement (entrée 7, tableau 1). En effet, la réaction ne conduit pas
aux résultats escomptés et on observe la dégradation de 1’oléfine fluorée si le solvant est tres
polaire tel que le DMSO (entrée 5, tableau 1). D’autre part, seul le 1,4-dioxane conduit a une
baisse de rendement de réaction 55% (entrée 6, tableau 1). Finalement, le mélange

dioxane/DMSO (95/5) constitue le meilleur choix possible.
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OMe
Pd(TFA), (20 mole%) OMe

CO,H . YCOZMQ Ag,COs(3 6) xCO-Me
F T solvant F
120 °C, Xh
1éq 1,5 éq (Z)(E) 97/3
Entrée Solvant (95/5) Temps | Rdt (* = RMN)
1 DMF/DMSO 4h 23%%*
2 DMF/DMSO 4h 17%*
3 DMA/DMSO 4h 31%*
4 Dioxane/DMSO 12 h 80%
5 DMSO 4h 0%
6 Dioxane 4 h 55%%*
7 Dioxane/DMSO (90/10) | 12h 68%* 63%

Tableau 1 : Optimisation du solvant de la réaction

Par la suite, I’influence de la base a été étudiée. Ainsi, la substitution du carbonate d’argent
par un autre carbonate, moins coliteux, est inefficace (entrée 3, tableau 2). Une quantité
catalytique de carbonate d’argent en combinaison avec le carbonate de potassium ne donne
aucun produit (entrée 4, tableau 2). Enfin, la réaction a été réalisée en diminuant le nombre
d’équivalents de carbonate d’argent a 2, puis a 1 (entrées 1 et 2, tableau 2), mais la réaction
conduit a un faible rendement. Ceci montre I’importance de ’argent dans cette réaction. Cette

base (3 équivalents) (entrée 5, tableau 2) a été sélectionnée pour la suite de 1’étude.

OMe OMe

0,
©/C02H yCOZMe PA(TFA); (20mole %) ~-CO:Me
+
F F

Dioxane/DMSO (95/5)%

1éq 1,5¢€q 120°°C, 12h (2)I(E) 97/3
Entrée Base Rdt (* =RMN)
1 AgCO3 (2 ¢q) 26%*
2 AgCO3 (1 ¢q) 12%*
3 K2COs (3 éq) 0%
4 AgCO3(1¢q) 0%
K2CO3(2 éq)
5 Ag,COs3 (3 ¢q) 80%

Tableau 2 : optimisation de la base

La réaction donne des rendements similaires avec des catalyseurs au palladium (II) PdCl» et

PdBr; (entrées 4, 5, tableau 3). L’acétate de palladium permet d’obtenir un bon rendement de
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60% (entrée 3, tableau 3). En son absence, aucun produit ne se forme (entrée 7, tableau 3). Le

meilleur rendement a été obtenu en utilisant le trifluoroacétate de palladium 80% (entrée 1,

tableau 3). C’est ce réactif qui a été retenu pour la suite des travaux.

OMe OMe
[Pd] (20mole %)
©/002H . yCOZMe Ag,COj3 (3 éq) - CO02Me
F ’ F
dioxane/DMSO (95/5)%
1éq 1,5 éq 120°C, 12h 2)(E) 97/3
Entrée [Pd] Rdt (* = RMN)
1 PA(TFA), 80%
2 Pd(TFA),10% mole 7 %
3 Pd(OAc), 66%* 60%
4 PdCL) 50%*
5 PdBr, 50%*
6 Pd(acac ), 20%*
7 - 0%

Tableau 3 : optimisation de la source de palladium

Compte tenu de la volatilité de I’acrylate fluoré, il est possible qu’une importante quantité de
ce dernier soit en phase gazeuse lors de la réaction. Afin de tester cette hypothese, la taille du
réacteur a été réduite (tableau 4). L’utilisation d’un réacteur de 2 mL permet de porter le
rendement de la réaction a 85% (entrée 3 tableau 4). Par la suite, un réacteur de 4 mL de

capacité a été choisi pour des raisons expérimentales.

OMe Pd(TFA), (20 mole%) OMe

©/C02H \(/COZMG AgzC04(3 €q) (j/ycone
. -
F Dioxane/DMSO (95/5)% F
120°C, 12h
16q 15 éq (2/(E) 97/3

Entrée Vial Rdt isolé
1 4 mL 80%
2 10 mL 50%
3 2 mL 85%

Tableau 4 : optimisation de la taille du réacteur

L’importance de la steechiométrie des réactifs a également ¢été étudiée (tableau 5). Un rapport
1/1 en acide benzoique et fluoroacrylate diminue le rendement a 66% (entrée 3, tableau 5). Un
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léger exces de ’acrylate fluoré (R-F = 2 équivalents) ou de 1’acide benzoique (R-COOH = 1,5
équivalents) provoque une chute de rendement (entrées 2 et 4, tableau 5). Une stoechiométrie
de 1/1,5 entre I’acide benzoique et le fluoroacrylate a finalement été retenue pour la suite de
cette étude.

OMe PA(TFA), (20 mole%) OMe

COH CO,Me Ag2CO5(3 €q) CO,Me
1 2 120°C, 12h 3a
néq n1éq (Z)/(E) 97/3
Entrée R-COOH R-F Rdt (* = RMN)
1 1 ¢q 1,5 éq 80%
2 1 éq 2 ¢q 60%* 54%
3 1 éq 1 éq 70% * 66%
4 1,5 ¢éq 1 éq 52%* 48%

Tableau 5 : optimisation de la steechiométrie des réactifs

Afin de modifier la sphere catalytique du palladium et pour améliorer les résultats précédents
quelques ligands ont été étudiés (tableau 6). L'utilisation de ligands a base d'azote
(phénanthroline) ou trialkylphosphine (PCy3), 1,2-bis(dicyclohexylphosphino)éthane (dcpe),

P (t-Bu)s conduit a un mauvais rendement RMN (<40%) en produit final 3a.

OMe Pd(TFA), (20 mole%) OMe
©/COZH \/COZMe Agﬁ?&gg )éq) ij/\/ooznne
: F Dioxane/DMSO (95/5)% F
) ) 120°C, 12h 3a
1éq 1,5 éq (2)/(E) 97/3
Entrée Ligand Rdt RMN
1 Phen 0%
2 PCy.HBF; 40%
3 dcpe 10%
4 P(t-Bu);HBF. 26%
5 dppm 1%
6 JohnPhos 80%

Tableau 6: influence du ligand sur la réaction

Certains ligands tels que la triphénylphosphine, couramment utilisée, conduisent a un mélange

de produits 3a avec le 3-phényl-2-fluoroacrylate de méthyle A (schéma 17, équation 1)
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(entrées 1-4, tableau 7). Le produit secondaire A provient de la réaction de 2-fluoroacrylate de
méthyle avec le phényle du ligand. Par contre la tris (O-méthoxyphényl)phosphine conduit a
un rendement RMN quantitatif de 3a (entrée 5, tableau 7).

D’apres la littérature, il apparait que nos conditions expérimentales sont proches de celles
utilisées dans la réaction d'oléfination oxydative catalysée par le palladium des
triarylphosphines avec des alcénes, en passant par le clivage de la liaison C-P. En effet, ce
type de réaction a déja été citée par plusieurs auteurs dés les années soixante™ et, plus
récemment, la triarylphosphine a ¢été utilisée dans diverses réactions catalytiques comme
source de groupement aryle“®. Ainsi, le produit secondaire provient de I'activation du C-H du
fragment aryle du ligand phosphine, suivie d'un clivage de liaison phosphore-carbone pour
donner un intermédiaire réactif aryl-palladium. Pour confirmer cette hypothése, la tris-(O-
méthoxyphényl)phosphine seule est mise en réaction avec le fluoroacrylate 2, sans aucune
utilisation d'acide carboxylique 1. Le produit correspondant 3a est donc obtenu avec un bon

rendement (schéma 17, équation 2).

L’utilisation du ligand s'est avérée préjudiciable a la réaction et I’optimisation a été poursuite

sans ajout de ligand.

OMe oM.
COH ycone © PA(TFA), (20 mole%) ¢
Eql . s + S AgrCO5(3 €q) - COaMe - CO,Me
SRS FooT

1 2 Dioxane/DMSO (95/5)%

02mmol  0.03mmol  0.08mmol e 3 A
PA(TFA), (20 mole%) OMe
, , CO,Me AgCO,(3 €q) - COMe
Eq2 (O-méthoxyphényle);P . y
Dioxane/DMSO (95/5)% F
) 120°C, 12h 3a

leq 1,5¢éq

Schéma 17: effet de I’addition de ligand sur la réaction de Heck
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Entrée Ligand Rdt (3a) (*=RMN) | Rdt (A)
1 PPh, 60%* 50% 60%
2 dppe 90%* 70% 25%%*
3 dppp 90%* 64% 25%%*
4 dppf 27 %* 2%*
5% (O-methoxyphenyl);P >100%* /

(®): le produit 3a est formé par la réaction de Heck décarboxylante ainsi que par la réaction de 2-fluoroacrylate de
méthyle avec le phényle du ligand phosphine (I’éq2). Le taux de conversion est impossible de déterminer car le produit

provient de deux réactions.

Tableau 7: influence du ligand sur la réaction

Enfin, des réactions ont été réalisées a différentes températures (tableau §). L’augmentation

ou la diminution de température produisent une diminution de rendements. La suite de 1’étude

et son 1illustration ont été réalisées a 120 °C.

oM
OMe Pd(TFA), (20 mole%) €
CO,H yCOZMe Ag,CO5(3 éq) - COzMe
* F F

Dioxane/DMSO (95/5)%

1 2 T°C, 12h 3a
1éq 1,5éq (2)/E) 97/3
Entrée | Température Rdt (* = RMN)
1 120°C 80%
2 130°c 78%* T1%
3 100°C 30%%*

Tableau 8: étude de I’influence de la température

Il est a noter que la réaction ne nécessite pas de travailler en conditions anhydres, sous

atmosphere inerte et en présence de tamis moléculaire, ce qui simplifie sa mise en ceuvre. Il

est également important de souligner qu’en absence de palladium, la réaction n’a pas lieu. Les

conditions expérimentales optimisées (schéma 18) ont été par la suite testées sur divers acides

benzoiques.
OMe PA(TFA), (20 mole%) OMe
i _COH \(cozlvle Ag2C04(3 €q) @NCOzMe
+
F Dioxane/DMSO (95/5)% F
1 ) 120°C, 12h sa
1éq 15éq 2)/E) 97/3

Schémal8: conditions optimisées de la réaction de Heck décarboxylante

23



b) Exemples illustratifs de la réaction

A partir des conditions optimales (schéma 16), une illustration étendue de la réaction a pu étre

réalisée. Les rendements en fluoroacrylates tri-substitués vont de bons

a excellents (schéma

17). A noter que certains acides benzoiques ne réagissent pas. Afin d’améliorer le rendement

avec certains acides benzoiques, il a été nécessaire de réduire le temps de réaction a 6h tandis

que la température est maintenue a 140°C. Cela a permis d'obtenir les produits 3h, 3i et 3p

avec un meilleur rendement de 45%, 62% et 55% respectivement. Un point trés intéressant a

signaler est la chimiosélectivité de la réaction, puisqu’il est possible de ne faire réagir que la

fonction acide en présence d’autres halogenes.

~COOH Pd(TFA), 20 rpol% L COMe
R\/ > \H:/COZMe Ag,COs (3 q) m
i R
149 sk 00 ton @1E) 955
Entrée Rdt (RMN) | T (°C) Entrée Rdt (RMN) | T (°C)
OMe (100%) 82% OEt (87%) 76%
©/\(002Me ©/\(C02Me
F F
3a 3d
OMe (100%) 98% OBn (67%) 65%
@COZMe ©/\/C02Me
F
OMe F
3b 3e
OMe 0 0 Me 0 0
COMe (90%) 86% /@[\(C%Me (90%) 89%
F Me Mg
MeO
3c 3f
OMe 0 Me 0
Meo\fj/\/cozwIe (6%) /©/\(002Me (0%)
F
F Me
F (83%) 82% F (46% ) 45% | 6ha
C(\(COdVle CO2Me 140°C
FF BrF
3g 3h
Cl (65%) 62% 6h a Cl (55%) 40%
@(\(COZME 140°C /C(Ycone
cf cl cf
3i 3j
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(33%) 27% (7%) 140°C

Cl
~CO,Me E
F ©/\(002Me
NO, F

3k
F o (13%) 140°C F (16%) Tha
A olvVle
Y

(29%) 28%

F «_CO,Me 140°C
F FF
NO,
SN COzMe
F

(62%) 60% (50%) 48%

(24%) 15%
Jij/\(cozlvle
/@/\(COQMe

(60%) 55% | 6ha (38%) 35%

/©/\(002Me
/@/\(002'\/'6 1400C @\(COZMG

Tableau 9: Illustration de la réaction de Heck décarboxylante avec différents acides

benzoiques

¢) Etude de la sélectivité de la réaction et du mécanisme
a) Sélectivité de la réaction

Concernant la stéréosélectivité, le stéréoisomere (Z) était toujours le majoritaire (> 95%) dans
toutes les réactions présentées précédemment. Les deux produits Z et E étaient facilement
détectables par RMN °F avec une constante de couplage caractéristique allant de 31 a 40 Hz

pour le Z et de 15 a 20 Hz pour le E.

Il est possible de comprendre la stéreoselectivité de la réaction (schéma 19), a partir des
mécanismes proposés précédemment dans la bibliographie. En effet, apres la cis addition du
complexe palladié sur I’alceéne, il y a possibilité de rotation libre autour de la liaison carbone-
carbone, pour avoir le palladium et un des hydrogénes en position syn, afin d’effectuer la f-H
¢limination. Cette étape est suffisamment rapide pour que le conformere I se forme
majoritairement, ce dernier étant moins encombré que le conformere II; Iester et ’aryle étant

en relation frans, expliquent la stéréospécificité de la réaction.
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1 1 2
H>:?‘ OMe A CoMe [Pd] 1 Pd] H
N Insertion H%WC . /@ CO,Me >>

Wwir o o—— QaMe
Cis addition Ar [Pd] AT
Ar-[Pd] Encombrement
B-H élimination stérique
Syn élimination
H> O Ar O
S NS
Ar)\)J\OMe H‘J\)J\OMe
F F
2) (E)

Schéma 19: mécanisme proposé de la stéréochimie pour la réaction de Heck

décarboxylante sur I’a-fluoroacrylate de méthyle

d) Mécanisme de la réaction

De nombreux systémes catalytiques ont ¢été décrits pour réaliser la réaction de
décarboxylation/oléfination. Dans notre systéme (Pd (TFA), / Ag2CO3), nous supposons que
le méme mécanisme devrait étre mis en ceuvre comme indiqué précédemment par Myers %)
et plus tard confirmé par Fu et son équipe. En 2010, ces derniers ont publié les résultats de
calculs théoriques sur la réaction de Heck décarboxylante“”). L’étape de décarboxylation est
identifiée comme I’étape limitante de la réaction ou le palladium (II) permet I’extrusion du

CO; pour former un intermédiaire Pd"-aryle. Grace a de nombreuses analyses, les auteurs

montrent que de nombreux parameétres influent sur cette étape de décarboxylation.

Premiérement, la nature du palladium: les halogénures de palladium PdCl; et PdBr. montrent
une moins bonne efficacit¢ que Pd(TFA)> car I’échange de ligands chlorures et bromures sur
le palladium (II) avec le carboxylate est thermodynamiquement défavorable. Deuxiémement,
le DMSO est un trés bon ligand qui montre un bon équilibre entre 1’étape d’échange avec le

carboxyle et I’étape de décarboxylation?).
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Schéma 20: mécanisme proposé pour la réaction de Heck décarboxylante sur I’a-

fluoroacrylate de méthyle

e) post-fonctionnalisation

Pour montrer 1'utilit¢ de nos fluoroacrylates, certains produits ont ét¢ engagés dans des

réactions de post-fonctionnalisation (schéma 21). Premicrement, I'hydrolyse des 2-

fluoroacrylates 3a et 3g avec du KOH dans du MeOH/H20 a donné des acides 2-

fluoroacryliques 4a et 4g avec des rendements excellents de 90% et de 80% respectivement.

Ces acides carboxyliques pourraient servir comme produits de départ pour d’autres couplages.

Ensuite, la réduction du groupe nitro de 3p conduit a 1'amine libre correspondant 7p avec un

rendement de 70%. Enfin, le composé¢ 30 a été soumis a un couplage croisé de Suzuki

donnant le produit de couplage 50 avec un rendement de 42% ainsi que l'acide correspondant

60 avec un rendement de 17%, ce dernier résultant de 1'hydrolyse in situ de So au cours de la

réaction.

a) hydrolyse
OMe
N CO,Me

£
3a
.
@\/YCOZMe
o F
39

KOH/H,0

MeOH
reflux, 18h

OMe
N CO,H

F

4a 90%
F
~COH

F
F

4g 80%
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b) réduction de groupement Nitro

NO, NH,
- CO2Me 3 éq Fe, 1éq CaCl, . COMe
F F
MeO EtOH/H,0 MeO
60°C, 6h
3p 7p 70%

NO,

«_CO:Me

(1
Pd(PPhs), (0.1éq) O 50 42%

@/Ycone OMe K20, 3w req) Me© NO,

c) couplage croisé

_ =

(HO).,B Toluéne/ EtOH
reflux 30h

:1”2 5éq
q 60 17%

Schéma 21: réactions de post-fonctionnalisation des fluoroacrylates synthétisés
f) Conclusion et perspectives

Une voie efficace pour la synthése des a-fluoroacrylates tri-substitués a été présentée en
recourant a la réaction de Heck décarboxylante catalysée par le palladium. 18 produits a-
fluoroacrylates tri-substitués ont été synthétisés avec succes et les rendements vont de bons a
quantitatifs (45% - 98%). La réaction est limit¢ aux acides benzoiques ortho, ortho-ortho’ et
ortho-para substitués. Certains fluoroacrylates tri-substitués ont été fonctionnalisés par
hydrolyse, réduction de groupement nitro et par un couplage crois¢ de Suzuki. Les produits

désirés ont été obtenus avec de trés bons rendements.

Cette méthodologie a été étendue aux a-trifluorométhylacrylates trisubstitués vu que trés peu
de travaux ont été décrits a ce sujet dans la littérature. Cette réaction pourrait étre considérée

comme une nouvelle maniere intéressante d'accéder aux 3-aryl-2- trifluoro-méthylacrylates.

IV. Extension de la réaction de Heck décarboxylante sur I’a-
trifluorométhylacrylate de méthyle

a. Optimisation de la réaction

Comme il a été décrit précédemment, on trouve trés peu des méthodes de synthése dans la
littérature sur les tri-fluorométhylalcénes trisubstitués. De plus, la réaction de Heck appliquée
a la syntheése de ces composés est inexistante a ce jour. L’objectif de cette partie consiste en
I’é¢tude du couplage de Heck décarboxylant sur les trifluorométhylacrylates de méthyle. Pour

tester cette réaction, l'acide 2-méthoxybenzoique et le 2-trifluorométhylacrylate de méthyle
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ont été soumis aux conditions réactionnelles déja optimisées (schéma 22) et le produit de
couplage a été obtenu avec un rendement de 74%. Ce résultat satisfaisant et encourageant a

servi de point de départ pour la suite du travail.

OMe OMe
Pd(TFA), (20 mole%)
CO,H \(COZME AgyCO5(3 éq) X COMe

+ oF CF,

8 Dioxane/DMSO 95/5
120 °C, 12h
’ (E)/(Z) 60/40
1a 1éq 8 1,5¢éq 9a (75%) 74%

Schéma 22: réaction de Heck décarboxylante sur 1’a-trifluorométhylacrylate de méthyle

Dans un premier temps, la steechiométrie des réactifs a été ¢tudiée (tableau 10) et différents
rapports en acides benzoiques et I’acrylate trifluoré ont été testés; les rendements restent

similaires. La suite de 1’étude et ses illustrations ont été réalisées avec une steechiométrie de

1/1,5 (entrée 1, tableau 10).

OMe OMe
Pd(TFA), (20 mole%)
CO,H CO,Me Ag,COs(3 éq) X CO2Me
3 Dioxane/PMSO 95/5
1a 8 120°C, 12h (E)(Z) 60/40
X équiv Y équiv 9a
Entrée R-F (Y éq) R-COOH (X éq) Rdt (* = RMN)
1 1,5 1 75%* 74%
2 1 1 67%* 67%
3 1 1,5 63%
4 2 1 75%

Tableau 10: optimisation de la steechiométrie des réactifs

Par la suite, deux essais ont été effectués en changeant le solvant de réaction (tableau 11):
I’utilisation du 1,4-dioxane seul fait chuter le rendement a 7%. De plus, la réaction ne conduit
a aucun produit dans un solvant trés polaire comme le DMSO. Par conséquent, le mélange

dioxane/DMSO (95/5) a été conservé pour la suite de I’optimisation.

OMe OMe
Pd(TFA), (20 mole%)
CO,H CO,Me Ag,CO3(3 éq) o C02Me
. \C(F ¢F,
8 (solvant)
1a 8 120°C, 12h (E)(Z) 60/40

1 équiv 1,5 équiv



Entrée Solvant Rdt (* = RMN)
1 Dioxane/DMSO 75%* 74%
2 Dioxane 7% *
3 DMSO 0%

Tableau 11 : évaluation de solvants de réaction

L’influence de la source de palladium sur la réaction a également été étudiée (tableau 12).
Ainsi, la substitution de trifluoroacétate de palladium par I’acétate de palladium n’a pas été
satisfaisante. La diminution en charge de palladium a été donc envisagée. Des rendements
similaires ont été obtenus que ce soit avec 10 % molaire ou 20 % molaire de palladium. La

charge catalytique en palladium (10 mol%) a été retenue pour la suite de 1’étude.

OMe [Pd] OMe
COH CO,Me Ag;CO4(3 éq) N C0Me
. —
CFs Dioxane/DMSO 95/5
120 °C, 12h
1a o (E)/(Z) 60/40
1 équiv 1,5 équiv 9a
Entrée [Pd] Rdt (* = RMN)
1 Pd(OAc),20% 28%*
2 PA(TFA), 10% 73%* 70%
3 PA(TFA), 5% 17%%*

Tableau 12: influence de la source de palladium sur la réaction

Dans le but d’améliorer le rendement, un seul test a été fait en ajoutant un ligand. Un faible
rendement de 25% a été obtenu. De nouveau la réaction de Heck décarboxylante a montré que

I’ajout de ligand n’était pas nécessaire.

OMe Pd(TFA), (10%) OMe
johnPhos (20% )

CO-H YCOZMe Ag2CO4(3 éq) “-CO:Me

' CF CF;

3 Dioxane/DMSO 95/5
1207C, 120 E)/(Z) 60/40
1a_ 8 E)2)
1 équiv 1,5 équiv 5% 9a

L’influence de la base a été ensuite étudiée (tableau 13). Le carbonate d’argent est
incontournable pour le succés de cette réaction (entrée 2, tableau 13). La réduction de la

steechiométrie en carbonate d’argent a donc été examinée: avec 1,5 ou 2 équivalents
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d’Ag>COs, les rendements sont bons et similaires (entrées 1 et 3, tableau 13). L’utilisation

d’un seul équivalent de base provoque une diminution du rendement qui reste néanmoins bon

(entrée 4, tableau 13). Un et demi équivalents de carbonate d’argent ont été utilisés pour la

suite de 1’étude.

OMe PA(TFA), (10 mole%) OMe
©/C02H YCOZMG (base) @NCOZMG
CFs Dioxane/DMSO 95/5 o
120 °C, 12h
1a 8 (E)/(2) 60/40
1équiv 1,5 équiv 9a
Entrée Ag,CO, (éq) Rdt (* =RMN)
1 2 73%* 69%
2 Cs,CO, (2¢q) 0%
3 1,5 73%* 70%
4 1 65% * 60%
5 0,5 44%* 40%

Tableau 13: optimisation de la base

D’aprés les résultats obtenus nous supposons que le mécanisme n’est pas le méme que celui

de la synthése d’a-fluoroacrylate de méthyle. Certaines études ont montré 1’importance de la

concentration sur le couple décarboxylant. En variant ce paramétre, il a été constaté que

I’augmentation ou la diminution de la concentration conduisait a une diminution du

rendement (entrées 1 et 3, tableau 14). La concentration en acide 1a de 0,2 mol/L a été

conservée pour la suite de I’optimisation et 1’illustration.

OMe OMe
COH CoMe ' hg,Cls (1560) ©/\( coalte
* ) CFs
CF3 Dioxane/DMSO 95/5
120 °C, 12h
's o (E)/(Z) 60/40
1équiv 1,5 équiv 9a
Entrée Concentration en acide 1a Rdt(* = RMN)
1 0,4 mol/L. 55%* 52%
2 0,2 mol/L 73%* 70%
3 0,1 mol/L 30%

Tableau 14: influence de la concentration sur la réaction
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Enfin, un dernier essai a été fait en diminuant la température a 100°C, mais la réaction n’a
donné qu’un rendement de 26 %. Il est a noter que la réaction n’est pas aussi stéréospécifique
qu’elle I’¢tait dans le cas du 2-fluoroacrylate de méthyle. Pour tenter d’améliorer cette
stéréosélectivité, un acrylate plus encombré sur la fonction ester a été utilisé (schéma 23). La
réaction sur ’o-trifluorométhylacrylate de tert-butyle 10 n’a pas produit de changement
significatif dans le rapport de stéréo-isomeres obtenus. Par la suite, le 2-

trifluorométhylacrylate de méthyle a été conservé dans les cas traités.

OMe PA(TFA)2 (10 mole%) OMe cots
CO,H ycozt-Bu Ag2CO4(1,5 éq) Ny 2R
: CF CFs
3 Dioxane/DMSO 95/5
120°C, 12h (E)/(Z) 70/30
1a 10
1équiv 1,5 équiv 60%* 58%

Schéma 23: la réaction de Heck décarboxylante sur I’a-trifluorométhylacrylate de tert-butyle

Les conditions expérimentales optimisées (schéma 24) ont été par la suite appliquées sur

divers acides benzoiques.

OMe OMe
Pd(TFA), (10 mole%
COzH yCOMe /(Ang)(z)s( (1,5¢éq) ) (j/Y coalte
[ * . CFs,
CF3 Dioxane/DMSO 95/5
120 °C, 12h
1a 8 (E)/(Z) 60/40
1équiv 1,5 équiv 9a

Schéma 24: conditions optimisées de la réaction de Heck décarboxylante sur I’a-

trifluorométhylacrylate de méthyle.

b. Exemples illustratifs
Afin d’illustrer cette réaction, différents substrats ont été mis en réaction dans les conditions

optimales (Tableau 15). Sur I’ensemble de cas traités, nos observations sont les suivantes :

- les rendements de réaction ne sont bons qu’avec des acides carboxyliques riches en
¢électrons. Ainsi, les acides 1b et 1¢ ont donné de trés bons et excellents rendements en
9b et 9c de 99% et 84%, respectivement (Tableau 15).

- les stéréoisomeres formés a partir de I’acide 9b, étaient faciles a séparer, ce qui a
permis d'attribuer a chaque stéréoisomére sa configuration par des expériences

HOESY (voir I’annexe page 115).
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Le passage a un acide carboxylique pauvre en électrons 1n et 1p portant un groupe

nitro en position ortho ne donne qu'un faible rendement en produits 9n et 9p.

Enfin, comme pour le 2-fluoroacrylate de méthyle, I’acide 2,3-méthoxybenzoique n’a

pas réagi, alors que les acides di-halogénés n’ont donné qu’un faible rendement RMN

inférieur a 27%.

PA(TFA), (10 mole%)

Ny 0 COMe Ag,CO3 (1,5 60) Ny oM
| y — CFs
S CFy Dioxane/DMSO 95/5 INF
R 120 °C, 12h
1a 8 9
1équiv 1,5 equiv
Entrée Rdt (RMN) Entrée Rdt (RMN)
OMe (73%) 72% OMe (99%) 56/43 %
~COMe - COzMe
CFs (E)/(Z) : 60/40 CF, pure 9b(E): 56%
OMe
9a ob pure 9b(Z): 43%
QMe 98%) 849 QFt 80%) 74
- COMe (O8%) 84% \/COzMe (80%) 74%
\ga ®/(2): 6040 | [ I (E)(Z) : 60/40
MeO
9¢ 9d
QBn YCOZMG (56%) 54% Ve \/COZMG (87%) 80%
CFs (E)/(Z) : 60/40 Ve 1o CF3 (E)(Z) : 43/57
9e of
/ig,\/cozm (40%) 24% NO, «_COye (37%) 24%
N CF, (EY(Z) : 12/88 oo CF, (EY(Z) : 37/63
9n 9p
F Cl
©i\(cozlvle o, @K\(COZMe 2000
7
. CF,4 ( 0) g CF, ( 0)
9g 9i

Tableau 15: Illustration de la réaction de Heck décarboxylante sur le 2-
trifluorométhylacrylate de méthyle.

c. Ktude de la sélectivité de la réaction

Concernant la stéréosélectivité, toutes les réactions présentées précédemment ont

systématiquement conduit au deux stéréoisomeres (Z) et (E).
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Schéma 25: mécanisme proposé de la réaction de Heck sur l'a-trifluorométhylacrylates de
méthyle

d. Conclusion et perspectives

En conclusion, nous avons étendu la réaction de Heck décarboxylante a la synthése de 2-
trifluorométhylacrylates trisubstitués de grande valeur. Vu que trés peu de réactions ont été
mentionnées dans la littérature pour 1’obtention de ces composés, la réaction d'oléfination
décarboxylante est une alternative intéressante. Les produits de couplage ont été obtenus avec
des rendements excellents a modérés. Malheureusement la réaction ne fonctionne qu'avec des
acides carboxyliques riches en électrons. La mise au point de nouvelles réactions catalytiques
efficaces a I’égard des trifluorométhyl-alcenes est en cours actuellement dans I’Unité de

recherche COBRA de ’université de Rouen.
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Partie expérimentale

1) Généralités

Le 2-fluoroacrylate de méthyle 2, 2-tri-fluorométhylacrylate de méthyle 8, les solvants
anhydres et les autres réactifs utilisés ont été achetés chez Sigma—Aldrich. Les réactions de
couplage ont été réalisées dans un tube scellé. L’évolution des réactions a été suivie par
chromatographie sur couche mince (CCM) sur gel de silice Merck 60F, 0,2 mm. Les
purifications sont effectuées sur colonne par chromatographie flash sur gel de silice. Le
support utilisé est le gel de silice 60F (40—60 pum); les solvants utilisés: 1’éther de pétrole et
I’acétate d’éthyle.

Les températures de fusion des solides obtenus ont été déterminées a 1’aide d’un banc Kofler.
Les spectres RMN 'H, 3C et 'F ont été réalisés avec un spectrométre BRUCKER AM 300
avec CDCl;, CD30D, ou le DMSO comme solvant. Les déplacements chimiques (8) sont
exprimés en ppm relativement au signal résiduel du solvant utilis¢ comme référence interne
(CDCls: 6 7,26 ppm; (CD3)20: 8 2,05 ppm). Les constantes de couplage (J) sont indiquées en
Hertz (Hz). Dans les spectres RMN !°C, les signaux correspondants aux groupements CH,
CH: et CH3 ont été déterminés par le DEPT-135. La multiplicité des signaux est exprimée par

les abréviations suivantes: s (singulet), d (doublet), t (triplet), q (quadruplet) et m (multiplet).

Les spectres d’absorption infra-rouge ont ¢té réalisés avec un spectrophotometre PERKIN
ELMER 100 FTIR. Toutes les valeurs de fréquence (v) sont exprimées en cm™. Seules les
bandes significatives sont décrites. Les analyses HRMS ont été effectuées avec un
spectrometre de masse JEOL Accu Tof 4G couplé au GC HP Agilent 7890 en mode ionisation

electrospray (ESI), ionisation chimique (CI) ou ionisation électronique (EI).

2) Protocoles expérimentaux

Mode opératoire général de synthése de composé 3 par une réaction de Heck

décarboxylante

Le 2-fluoroacrylate de méthyle (2; 31 mg, 0,30 mmol), I’acide 2-méthoxybenzoique (1a; 30
mg, 0,20 mmol), Pd(TFA): (14 mg, 0,04 mmol), Ag2CO3; (162 mg, 0,60 mmol) dans un
mélange du DMSO (0,05 mL) et de 1,4-dioxane (0,95 mL) ont été chauffé a 120 °C durant 12

h (pour les composés 3h, 3i, 3p: 140 °C durant 6 h). Le mélange réactionnel est ensuite filtré
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sur célite, lavé avec ’acétate d’éthyle (50 mL), et le solvant est chassé sous pression réduite.
Le produit brut est purifi¢é par chromatographie sur colonne de silice, avec un mélange de

(PE/EtOAc, 9/1) pour donner le produit désiré.

Mode opératoire général de synthése de composé 9 par une réaction de Heck

décarboxylante

Le méme protocole décrit précédemment a été utilisé pour la synthése des analogues du tri-

fluorométhyle 9 a I’exception du Pd(TFA): (10 mol%) et de Ag>COs (1,5 éq).

Mode opératoire général pour la réaction d’hydrolyse

A une solution d’acrylate du méthyle 3g (47 mg, 0,21 mmol) dans le méthanol (1,5 mL) est
ajouté du KOH (18 mg, 0,32 mmol) et de I’eau (0,3 mL). Le mélange est porté a reflux
pendant 18 h. Apres refroidissement a température ambiante, le mélange est acidifi¢ a pH = 1
avec du HCI (3 N, = 1,0 mL) et filtré sous vide. Apres extraction avec 1’acétate d’éthyle (3 x 5
mL), les phases organiques ont été¢ séchées sur MgSOy, filtrées est évaporées sous pression
réduite. Le solide obtenu est purifié sur un tampon du gel de silice (5-6 cm, solvant: EtOAc)

pour obtenir le produit désiré.

Mode opératoire général pour la réaction de couplage croisé de Suzuki

Un mélange de 2-fluoro-3-(4-bromo, 2-nitrophényl)acrylate de méthyle (30; 40,0 mg, 0,13
mmol), I’acide p-méthoxyphénylboronique (98,8 mg, 0,65 mmol), Pd(PPh3)4 (14,5 mg, 0,013
mmol), carbonate de césium (42,4 mg, 0,13 mmol), une solution aqueuse du carbonate de
potassium (2 M, 0,13 mmol) et 1’éthanol (1 mL) dans le toluéne (15 mL) est porté a reflux
sous atmosphere d’argon pendant 30 h. Apres refroidissement, le mélange réactionnel est
dilu¢ avec (20 mL) d’un mélange (1:1) d’eau et d’acétate d’éthyle. Apres extraction de la
phase aqueuse avec 1’acétate d’éthyle (2 x 30 mL), les phases organiques ont été séchées sur
MgSOs, filtrées est évaporées sous pression réduite. Le produit brut est purifié par

chromatographie sur colonne de silice, avec (EtOAc) pour donner le produit désiré.

Mode opératoire général pour la réduction de la fonction nitro
A une solution de nitroaréne 3p (30 mg, 0,12 mmol) dans un mélange d’éthanol (1 mL) et
d’eau (0,1 mL) est additionné du fer (20 mg, 0,36 mmol) et CaCl> (16 mg, 0,14 mmol). La

solution est chauffée a 60 °C sous agitation pendant 6 h et I’évolution de la réaction est
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controlée par CCM. A la fin de la réaction, le mélange est filtré sur célite et lavé avec
I’acétate d’éthyle (2 x 10 mL). Les phases organiques sont lavées avec ’eau (3 x 10 mL),
séchées sur NaSOs et évaporées sous pression réduite. Le produit brut est purifié par
chromatographie sur colonne de silice, avec un mélange (PE/EtOAc, 70:30) pour donner le

produit désiré.

3) Donnés spectrales des composés obtenus

a) Synthese des fluoroalcénes tri-substitués par la réaction de Heck décarboxylante

(Z)-2-Fluoroacrylate-3-(2,6-diméthoxyphényl) de méthyle 3b

OMe solide jaune
CO,Me C1oH3FOy
N Mm: 240,22 g/mol
F Rdt: 98% (Z)/(E) 97/3
OMe Pf: 81-83°C.

IR: 2947, 1723, 1586, 1253, 969 cm’.

1F RMN (282 MHz, CDCl3): § =-116,69 (d, J = 36,7 Hz).

'H RMN (300 MHz, CDCls): & = 3,85 (s, 6H), 3,88 (s, 3H), 6,57 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 7,05 (d,
Jur = 36,0 Hz, 1H), 7,30 (t, J= 9,0 Hz, 1H).

13C RMN (75 MHz, CDCls): § = 52,5 (d, J = 0,8 Hz, CHs), 55,8 (s, 2*CH3), 103,6 (s, 2*CH),
108,5 (d, J = 2,3 Hz, Cq), 110,5 (d, J = 9,8 Hz, CH), 130,7 (s,CH), 146,6 (d, J = 264,0 Hz,
Cq), 158,3 (d, J= 0,7 Hz, 2*Cq), 161,9 (d, J= 35,3 Hz, Cq).

HRMS (CI-TOF) : calculée CiH14FO4 m/z 241,0876 [M+H], trouvée 241,0869.

19F RMN (282 MHz, CDCl3): I’isomére (E): 8 =-117,28 (d, J = 19,7 Hz).

(Z2)- 2-Fluoroacrylate -3-(2,4-diméthoxyphényl) de méthyle 3¢

OMe solide jaune

AN COzMe C12H13FO4
Mm: 240,22 g/mol
MeO F Rdt: 86 % (Z)/(E) 99/1

Pf: 109-111°C.

IR: 2954, 1720, 1604, 1273, 1027, 979 cm™.
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19F RMN (282 MHz, CDCls): § =-130,00 (d, J = 36,7 Hz).

'H RMN (300 MHz, CDCL): & = 3,848 (s, 3H), 3,852 (s, 3H), 3,87 (s, 3H), 6,44 (d, J = 2,8
Hz, 1H), 6,53 (d, J= 8,5 Hz, 1H), 7,36 (d, Juw.r= 36,7 Hz, 1H), 7,86 (d, J= 8,5 Hz, 1H).

13C RMN (75 MHz, CDCls): & = 52,4 (s, CHs), 55,4 (s, CH3), 55,6 (s, CH3), 98,1 (s, CH),
105,2 (s, CH), 111,4 (d, J = 3,0 Hz, CH), 113,0 (d, J = 5,3 Hz, Cq), 132,1 (d, J = 15,0 Hz,
CH), 145.,5 (d, J = 260,3 Hz, Cq), 158,9 (d, J = 2,3 Hz, Cq), 162,3 (d, J = 3,0 Hz, Cq), 162,3
(d, J= 34,5 Hz, Cq).

HRMS (EI-TOF): calculée C12H3FO4 m/z 240,0798 [M+], trouvée 240,0800.

19F RMN (282 MHz, CDCl3): I’isomére (E): 8 =-120,04 (d, J = 22,6 Hz).

(Z2)- 2-Fluoroacrylate -3-(2-éthoxyphényl) de méthyle 3d

OEt solide jaune
CO,Me CoH5FO;
N Mm: 224,22 g/mol
F Rdt: 76 % (Z)/(E) 97/3
Pf: 73 -75 °C.

IR: 2955, 1715, 1593, 1289, 975, 761 cm’.

IF RMN (282 MHz, CDCLs): & = -127,46 (d, J = 36,7 Hz).

'H RMN (300 MHz, CDCL3): & = 1,46 (t, J = 6,0 Hz, 3H), 3,90 (s, 3H), 4,09 (g, J = 6,0 Hz,
2H), 6,89 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,98 (dd, J= 9,0, 6,0 Hz, 1H), 7,32 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 7,45 (d,
Jur = 36,0 Hz, 1H), 7,89 (d, J = 6,0 Hz, 1H).

13C RMN (75 MHz, CDCL3): & = 14,7 (s, CH3), 52,6 (s, CH3), 64,1 (s, CHa), 111,6 (d, J = 0,7
Hz, CH), 111,7 (d, J = 3,0 Hz, CH), 120,0 (d, J = 4,5 Hz, Cq), 120,6 (s, CH), 130,9 (s,CH),
131,1 (d, J= 2,3 Hz, CH), 146,7 (d, J = 264,0 Hz, Cq), 156,8 (d, /= 1,5 Hz, Cq), 162,1 (d, J
= 34,3 Hz, Cq).

HRMS (EI-TOF): calculée C12H3FOs m/z 224,0850 [M+], trouvée 224,0856.

19F RMN (282 MHz, CDC]l3): I’isomére (E): 6 =-118.3 (d, J = 22.6 Hz).
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(Z)- 2-Fluoroacrylate -3-(2-benzyloxyphényl) de méthyle 3e

OBn liquide jaune

AN COZMe C17H15FO3
Mm: 286,29 g/mol
F Rdt: 65 % (Z)/(E) 98/2

IR: 2953, 1727, 1598, 1291, 1092, 973 cm’.

19F RMN (282 MHz, CDCls): § =-127,00 (d, J = 36,7 Hz).

'H RMN (300 MHz, CDCl3): & = 3,90 (s, 3H), 5,20 (s, 2H), 6,95 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 7,01 (t,
J=6,0 Hz, 1H), 7,35 (m, 6H), 7,51 (d, Ju.r = 36,0 Hz, 1H), 7,91 (dd, J = 9,0, 1,0 Hz, 1H).

13C RMN (75 MHz, CDCL): & = 52,5 (s, CHs), 69,4 (s, CHa), 110,5 (d, J = 3,0 Hz, CH),
111,3 (s, CH), 119,4 (d, J = 5,3 Hz, Cq), 120,1 (s, CH), 126,1 (s, 2*CH), 127 (s, CH), 127,6
(s, 2*CH), 130,0 (d, J = 2,3 Hz, CH), 130,1 (d, J = 14,3Hz, CH), 135,6 (s, Cq), 145,8 (d, J =
264,0 Hz, Cq), 155,5 (d, J=2,3 Hz, Cq), 161,0 (d, J= 34,5 Hz, Cq).

HRMS (EI-TOF): calculée C17H,sFOs m/z 286,1005 [M+], trouvée 286,0994.

19F RMN (282 MHz, CDCl3): I’isomére (E): 8 =-117,9 (d, J = 22,5 Hz).

(Z2)- 2-Fluoroacrylate -3-(2,4,6-triméthylphényl) de méthyle 3f

Me liquide jaune
“-CO2Me C13H5FO;
Mm: 222,25 g/mol
F Rdt: 89 %
Me Me

IR: 2954, 1733, 1668, 1268, 1098, 974 cm".

19F RMN (282 MHz, CDCl3): 6 =-121,83 (d, J = 36,7 Hz).

TH RMN (300 MHz, CDCl3): & = 2,59 (s, 6H), 2,65 (s, 3H), 4,27 (s, 3H), 7,41 (d, Jur = 36,0
Hz, 1H), 7,62 (s, 2H).

13C RMN (75 MHz, CDCl3):8 = 20,5 (d, J = 3,0 Hz, 2*CH3), 21,1 (s, CH3), 52,8 (s, CH3),
117,1 (d, J= 10,5 Hz, CH), 126,4 (s, Cq), 128,5 (s, 2*CH), 136,7 (d, J = 0,8 Hz, 2*Cq), 138,5
(s, Cq), 146,5 (d, J=261,8 Hz, Cq), 162,6 (d, J= 35,3 Hz, Cq).

HRMS (CI-TOF): calculée Ci3H6FO2 m/z 223,1134 [M+H]", trouvée 223,1135.
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(Z)- 2-Fluoroacrylate -3-(2,6-difluorophényl) de méthyle 3g

F

liquide jaune
COM
A 2ve C10H7F;50,

. F Mm: 216,15 g/mol

Rdt: 82 % (2)/(E) 95/5

IR: 2959, 1737, 1587, 1274, 1110, 975 cm™.

1YF RMN (282 MHz, CDCl3): & = -107,69 (dt, J = 31,0, 8,5 Hz, 2F), -114,67 (dt, J = 33,8,
28,2 Hz, 1F).

'TH RMN (300 MHz, CDCI3): 6 = 3,92 (s, 3H), 6,9 - 7,0 (m, 2H), 6,96 (d, Jr-r= 33,0 Hz, 1H),
7,34 (m, 1H).

13C RMN (75 MHz, CDCl3): & = 52,9 (s, CH3), 105,3 (dt, J = 9,0, 1,5 Hz, CH), 108,5 (m,
Cq), 111,5 (m, 2*CH), 131,1 (t, J=9,8 Hz, CH), 148,3 (d, J=271,5 Hz, Cq), 160,4 (ddd, J =
252,0, 6,7, 1,5 Hz, 2* Cq), 160,9 (d, J = 35,3 Hz, Cq).

HRMS (CI-TOF): calculée C10HsF30,Na m/z 239,0296 [M+Na]", trouvée 239,0303

'F RMN (282 MHz, CDCl3): I’isomére (E):  =-110,0 (m, 2F), -112,3 (dt, J = 16,9, 5,6 Hz,
1F).

(Z)- 2-Fluoroacrylate -3-(2-bromo, 6-fluorophényl) de méthyle 3h

F liquide jaune
AN Cone C10H7BFF202
Mm: 277,06 g/mol
Br F Rdt: 45 % (Z)/(E) 96/4

IR: 2956, 1737, 1673, 1438, 1287, 973 cm’.

15F RMN (282 MHz, CDCL): & = -104,70 (ddd, J = 39,5, 11,3, 5,6 Hz, 1F), -116,17 (dd, J =
39,5, 33,8 Hz, 1F).

H RMN (300 MHz, CDCl3): & = 3,93 (s, 3H), 6,95 (d, Jur= 33,0 Hz, 1H), 7,11 (t, J = 9,0
Hz, 1H), 7,24 (m, 1H), 7,43 (d, J= 9,0 Hz, 1H).

13C RMN (75 MHz, CDCls): & = 51,9 (s, CH3), 110,1 (dd, J= 9,0, 1,5 Hz,CH), 114,1 (d, J =
22,5 Hz, CH), 119,1 (dd, J = 18,7, 1,5 Hz, Cq), 123,3 (dd, J= 3,7, 1,5 Hz, Cq), 1273 (d, J =
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3,8 Hz, CH), 130,2 (d, J = 9,0 Hz, CH), 147.0 (dd, J = 270,7, 2,3Hz, Cq), 159,2 (dd, J =
254,3, 1,5 Hz, Cq), 160,3 (d, J = 35,3 Hz, Cq).
HRMS (EI-TOF): calculée C1oH7*'BrF>02 m/z 277,9577 [M+], trouvée 277,9572.

19F RMN (282 MHz, CDCls): Iisomére (E): & = -107,5 (m, 1F), -114,5 (dd, J = 16,9, 2,8 Hz,
1F).

(Z2)- 2-Fluoroacrylate -3-(2,6-dichlorophényl) de méthyle 3i

Cl

solide jaune
AN COZMe C10H7C12F02
F Mm: 249,06 g/mol
Cl Rdt: 40 %
Pf: 44 - 46°C

IR: 2962, 1732, 1679, 1284, 1092, 972 cm’.

1F RMN (282 MHz, CDCl3): § =-115,34 (d, J = 33,8 Hz).

'H RMN (300 MHz, CDCls): & = 3,93 (s, 3H), 7,02 (d, Ji.r = 33,0 Hz, 1H), 7,35 (m, 2H),
7,38 (m, 1H).

13C RMN (75 MHz, CDCl3): § = 51,9 (s, CH3), 111,8 (d, J = 9,8 Hz, CH), 127,0 (s, 2*CH),
127,8 (s,Cq), 129,2 (s, CH), 133,9 (d, J = 1,5 Hz, 2*Cq), 147,0 (d, J = 268,5 Hz, Cq), 159,8
(d, J= 34,5 Hz, Cq).

HRMS (CI-TOF): calculée C1oHsCLFO, m/z 248,9885 [M+H]", trouvée 248,9892.

(Z)- 2-Fluoroacrylate -3-(2,4,6-trichlorophényl) de méthyle 3j

Cl

solide jaune
N Cone C]0H6C13F02
E Mm: 283,51 g/mol
Cl Cl Rdt: 40 %

Pf: 99-101°C

IR: 2963, 1736, 1683, 1286, 1099, 971 cm’.
19F RMN (282 MHz, CDCls): § =-114,15 (d, J = 31,0 Hz).
H RMN (300 MHz, CDCLs): & = 3,93 (s, 3H), 6,95 (d, Jir= 31,0 Hz, 1H), 7,39 (s, 2H).
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13C RMN (75 MHz, CDCl3): § = 51,9 (s, CH3), 110,9 (d, J = 9,0 Hz, CH), 126,5 (d, J = 0,8
Hz, Cq), 127,1 (s, 2*CH), 134,40 (d, J = 0,8 Hz, 2*Cq), 134,42 (s, Cq), 147.3 (d, J = 270,0
Hz, Cq), 1595 (d, J= 34,5 Hz, Cq).

HRMS (CI-TOF): calculée C1oH7°ClsFO, m/z 282,9496 [M+H], trouvée 282,9502.

(Z)- 2-Fluoroacrylate-3-(2-chloro-5-nitrophényl) de méthyle 3k

¢ solide jaune
X C02Me C,0H,CIFNO,
F Mm: 259,61 g/mol
Rdt: 27 % (Z)/(E) 99/1
NO, Pf: 79-81 °C

IR: 2968, 1740, 1605, 1263, 1097, 971 cm™.

F RMN (282 MHz, CDCl3): 6 =-120,3 (dd, J= 31,0, 1,4 Hz).

'TH RMN (300 MHz, CDCls): 8 = 3,95 (s, 3H), 7,35 (d, Ju.r = 30,0 Hz, 1H), 7,63 (d, /= 9,0
Hz, 1H), 8,17 (dd, J= 3,0, 9,0 Hz, 1H), 8,76 (d, /= 1,2 Hz, 1H).

13C RMN (75 MHz, CDCl3): § = 53,2 (s, CH3), 111,3 (d, J= 3,0 Hz, CH), 1249 (d, /= 1,5
Hz, CH), 126,0 (d, J = 14,3 Hz, CH), 130,5 (d, J = 3,8 Hz, Cq), 130,8 (s, CH), 140,6 (d, J =
2,3 Hz, Cq), 146,7 (s, Cq), 149,1 (d, J=273,8 Hz, Cq), 160,7 (d, J = 34,5, Cq).

HRMS (CI-TOF): calculée C10H7CIFNOsNa m/z 281,9945 [M+Na]", trouvée 281,9951.

19F RMN (282 MHz, CDCls): I’isomére (E): 8 = -113,3 (d, J = 16,9 Hz).

(Z2)- 2-Fluoroacrylate -3-(2-nitrophényl) de méthyle 31

NO, solide jaune

~N COMe ClngFNO4
Mm: 225,17 g/mol
Rdt: 37 % (Z)/(E) 99/1
Pf: 91-93 °C

IR: 2919, 1731, 1669, 1282, 1096, 969 cm’'.
1F RMN (282 MHz, CDCl3): & =-124,40 (d, J= 31,0 Hz).
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'TH RMN (300 MHz, CDCl3): & = 3,93 (s, 3H), 7,42 (d, Ju.r = 30,0 Hz, 1H), 7,54 (t, J = 9,0
Hz, 1H), 7,68 (t,J=9,0 Hz, 1H), 7,84 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 8,08 (d, /= 9,0 Hz, 1H).

13C RMN (75 MHz, CDCl3): & = 53,0 (s, CH3), 112,8 (d, J = 3,8 Hz, CH), 125,0 (s, CH),
125,6 (d, J = 2,3 Hz, Cq), 130,0 (s, CH), 131,8 (d, J= 9,0 Hz, CH), 133,4 (s, CH), 148,0 (d,
J=267,7 Hz, Cq), 148,1 (s, Cq), 161,0 (d, /= 35,3 Hz, Cq).

HRMS (CI-TOF): calculée C10HoFNO4 m/z 226,0515 [M+H]", trouvée 226,0510.

(Z)-2-Fluoroacrylate -3-(2,4-dinitrophényl) de méthyle 3m

NO, S
solide jaune
mCOZMe C10H7FN206
F Mm: 270,17 g/mol
O2N Rdt: 37 % (Z2)/(E) 81/19

Pf: 83-85 °C
IR: 2955, 1733, 1664, 1598, 1241, 1065, 972 cm™.
F RMN (282 MHz, CDCl3): 8 =-119,30 (d, J= 31,0 Hz).
'TH RMN (300 MHz, CDCls): & = 3,96 (s, 3H), 7,45 (d, Ju-r= 30,0 Hz, 1H), 8,05 (d, J = 9,0,
1H), 8,51 (dd, J=9,0, 2,4 Hz, 1H), 8,92 (d, J = 2,4 Hz, 1H).
13C RMN (75 MHz, CDCls): & = 53,4 (s, CH3), 110,7 (d, J = 3,7 Hz, CH), 1170 (s, Cq),
120,5 (s, CH), 127,4 (s, CH), 131,6 (d, J = 3,0 Hz, Cq), 133,2 (d, J = 9,7 Hz, CH), 147,7 (s,
Cq), 149,6 (d, J=274,5 Hz, Cq), 160,2 (d, J = 33,3 Hz, Cq).
HRMS (EI-TOF): calculéeC10H7FN2O6 m/z 270,0288 [M+], trouvée 270,0286.

L’isomere (E):

F RMN (282 MHz, CDCl3): 6 =-114,7 (d, J= 22,6 Hz).

'TH RMN (300 MHz, CDCl3): 8 = 3,71 (s, 3H), 7,21 (d, Ju.r= 18,0 Hz, 1H), 7,64 (d, J= 9,0
Hz, 1H), 9,01 (d, /= 3,0 Hz, 1H).

13C RMN (75 MHz, CDCl3): 8§ = 52,8 (s, CH3), 120,2 (s, CH), 127,1 (s, CH), 133,5 (d, J= 3,0
Hz, CH), 147,7 (d, J=267,0 Hz, Cq), 148,1 (s, Cq).
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(Z)- 2-Fluoroacrylate -3-(4-chloro, 2-nitrophényl) de méthyle 3n

NO, L
solide jaune
XN C02Me C,oH,CIFNO,
E Mm: 259,61 g/mol
Cl Rdt: 60 % (Z)/(E) 94/6

Pf: 81-83 °C

IR: 2961, 1740, 1675, 1259, 1208, 1103, 968 cm’.

1F RMN (282 MHz, CDCl3): & =-123,00 (d, J= 31,0 Hz).

'H RMN (300 MHz, CDCls): § = 3,93 (s, 3H), 7,36 (d, Jizr = 30,0 Hz, 1H), 7,65 (dd, J=9,0,
3,0 Hz, 1H), 7,80 (d, /= 9,0 Hz, 1H), 8,07 (d, J = 3,0 Hz, 1H).

13C RMN (75 MHz, CDCL): 8 = 52,1 (s, CHz), 110,6 (d, J = 4,5 Hz, CH), 123,0 (d, J = 3,0
Hz, Cq), 124,2 (s, CH), 131,8 (d, J = 9,8 Hz, CH), 1325 (s, CH), 134,9 (d, J = 1,5 Hz, Cq),
147,3 (s, Cq), 147,3 (d, J = 269,3 Hz, Cq), 1597 (d, J = 35,3 Hz, Cq).

HRMS (CI-TOF): calculée C1oHs? > CIFNO4 m/z 260,0126 [M+H], trouvée 260,0124.

L’isomere (E):

19F RMN (282 MHz, CDCl3): 6 =-116,9 (d, J = 16,9 Hz).

TH RMN (300 MHz, CDCls): 6 3,71 (s, 3H).

13C RMN (75 MHz, CDCl3): & = 51,6 (s, CH3), 123,9 (s, CH), 130,9 (s, CH), 132,2 (s, CH),
132,7 (s, CH).

(Z2)- 2-Fluoroacrylate -3-(4-bromo, 2-nitrophényl) de méthyle 30

NO2 solide jaune

N COMe C,oH,BrFNO,
E Mm: 304,06 g/mol
Br Rdt: 48 % (Z)/(E) 90/10
Pf: 91-93 °C

IR: 2957, 1738, 1667, 1242, 1210, 968 cm.

1F RMN (282 MHz, CDCLy): & =-122,7 (d, J = 33,8 Hz).

'H RMN (300 MHz, CDCls): & = 3,92 (s, 3H), 7,33 (d, Jur = 33,0 Hz, 1H), 7,71 (d, J = 9,0
Hz, 1H), 7,80 (dd, J = 9,0, 3,0 Hz, 1H), 8,20 (d, J = 3,0 Hz, 1H).
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13C RMN (75 MHz, CDCl3): 8 = 53,1 (s, CH3), 111,7 (d, J = 4,5 Hz, CH), 123,5 (d, J = 1,5
Hz, Cq), 124,5 (d, J = 1,5 Hz, Cq), 128,1 (s, CH), 133,0 (d, J = 9,8 Hz, CH), 136,5 (s, CH),
148,3 (s, Cq), 148,3 (d, J = 270,0 Hz, Cq), 160,7 (d, J = 35,3 Hz, Cq).

HRMS (EI-TOF): calculée C10H7"?BrFNO4 m/z 302,9542 [M+], trouvée 302,9540.

L’isomére (E):

F RMN (282 MHz, CDCl3): § =-116,8 (d, J= 16,9 Hz).

'TH RMN (300 MHz, CDCls): & = 3,71 (s, 3H), 7,16 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 8,37 (d, J = 3,0 Hz,
1H).

3C RMN (75 MHz, CDCls): 8 = 52,6 (s, CHs), 117,8 (d, J = 29,3 Hz, CH), 127,7 (s, CH),
132,0 (s, CH), 136,6 (s, CH).

(Z2)- 2-Fluoroacrylate -3-(4-méthoxy, 2-nitrophényl) de méthyle 3p :

NO: solide jaune

N COMe C1oH10FNO5
£ Mm: 255,19 g/mol
MeO Rdt: 45 %
Pf: 111-113 °C

IR: 2957, 1722, 1613, 1249, 1067, 963 cm'.

1F RMN (282 MHz, CDCl3):8 = -125,92 (d, J = 31,0 Hz).

TH RMN (300 MHz, CDCl3): 6 = 3,91 (s, 6H), 7,19 (dd, J = 9,0, 3,0 Hz, 1H), 7,34 (d, Jur =
33,0 Hz, 1H), 7,54 (d, /= 2,8 Hz, 1H), 7,82 (d, /= 9,0 Hz, 1H).

13C RMN (75 MHz, CDCl3): § = 52,9 (s, CH3), 56,0 (s, CH3), 109,9 (s, CH), 112,3 (d, J= 3,7
Hz, CH), 117,6 (d, J = 3,7 Hz, Cq), 119,0 (s, CH), 132,9 (d, J = 10,5 Hz, CH), 147,3 (d, J =
265,5 Hz, Cq), 149,2 (s, Cq), 160,4 (d, J=2,3 Hz, Cq), 161,2 (d, J= 34,5 Hz, Cq).

HRMS (EI-TOF): calculée C11H10FNOs m/z 255,0543 [M+], trouvée 255,0528.

(Z2)- 2-Fluoroacrylate -3-(5-méthoxy, 2-nitrophényl) de méthyle 3q

NO2 solide beige
N C0Me C,H,oFNOs
F Mm: 255,19 g/mol
Rdt: 35 % (Z)/(E) 95/5
OMe Pf: 107-109 °C
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IR: 2968, 1730, 1671, 1230, 1032, 962 cm’.

IF RMN (282 MHz, CDCLy): & =-125,22 (d, J= 31,0 Hz).

'H RMN (300 MHz, CDCls): & = 3,91 (s, 3H), 3,93 (s, 3H), 7,00 (dd, J = 9,0, 3,0 Hz, 1H),
7,21 (d,J=3,0 Hz, 1H), 7,53 (d, Jur = 30,0 Hz, 1H), 8,17 (d, J=9,0 Hz, 1H).

13C RMN (75 MHz, CDCL): & = 53,0 (s, CHz), 56,0 (s, CHz), 113,9 (d, J = 3,7 Hz, CH),
114,9 (s, CH), 116,5 (d, J = 9,0 Hz, CH), 127,7 (s, CH), 128,3 (d, J = 2,3 Hz, Cq), 140,9 (s,
Cq), 147,7 (d, J=266,3 Hz, Cq), 161,0 (d, J= 35,3 Hz, Cq), 1632 (s, Cq).

HRMS (CI-TOF): C;1H10FNOsNa m/z 278,0441 [M+Na]", trouvée 278,0443.

19F RMN (282 MHz, CDCl): Iisomére (E): 8 =-119,0 (d, J = 16,9 Hz).

b) Synthése des acides fluoroacryliques

Acide (Z)-2-fluoro-3-(2-méthoxyphényl)acrylique 4a

solide blanc

™ o C1oHoFOs;
A 2 Mm: 196,17 g/mol
. Rdt: 90% (z) 100%

Pf: 183-185 °C

1F RMN (282 MHz, DMSO): = 1254 (d, J =372 Hz).

IH RMN (300 MHz, DMSO): 5= 3,86 (s, 3 H), 7,03(t, /= 7,8 Hz, 1 H), 7,11 (d, J= 8,3 Hz, |
H), 7,26 (d, J = 37,2 Hz, 1H), 7,42 (td, J = 8,3, 1,6 Hz, 1 H), 7,76 (dd, J = 7.8, 1,6 Hz, 1 H),
13,62 (s, 1 H).

Acide (Z)-2-fluoro-3-(2,6-difluorophényl)acrylique 4g

F solide blanc

-COH CoHsF;0,
Mm: 202,13 g/mol
. F Rdt: 80% (z) 100%

Pf: 113-115°C

IR: 2923, 2510, 1710, 1466, 1278, 1000 cm .
19F RMN (282 MHz, CD30D): § = -110,5 (m, 2 F), —115,3 (m, 1F).

46



'TH RMN (300 MHz, CD3;0D): 6 = 6,94 (d, J = 33,0 Hz, 1 H), 7,05 (dd, /= 9,0, 6,0 Hz, 2 H),
7,46 (m, 1H).

13C RMN (75 MHz, CD30D): 6 = 105,3 (d, J = 9,8 Hz, CH),109,7 (t, /= 19,5 Hz, Cq), 112,6
(m, 2 x CH), 132,6 (t,J = 10,5 Hz, CH), 150,6 (d, J=271,5 Hz, Cq), 161,7 (dd, J=251,3, 6,7
Hz, 2 x Cq), 163,0 (m, Cq).

HRMS (ESI-TOF): calculée CoH4F302m/z 201,0163 [M — H]; trouvée 201,0159.

¢) La réaction du couplage croisé de Suzuki

(Z)- 2-Fluoroacrylate -3-(4-(p-méthoxyphényl), 2-nitrophényl) de méthyle So:

solide marron

C17H4FNOs
Mm: 331,08 g/mol
Rdt: 42% (z) 100%

Pf: 78-80 °C

IR: 2961, 2840, 1735, 1438, 1299, 1023 cm ..

F RMN (282 MHz, CDCl3): 6 =-124,1 (d, J= 33,8 Hz).

'TH RMN (300 MHz, CDCl3): 6 = 3,88 (s, 3 H), 3,93 (s, 3 H), 7,02 (d, J = 9,0 Hz,2 H), 7,42
(d, J=33,0 Hz, 1 H), 7,58 (d, J=9,0 Hz, 2 H), 7,84 (dd, /= 9,0, 3,0 Hz, 1 H), 7,91 (d, /= 6,0
Hz, 1 H), 8,23 (d, /= 3,0 Hz, 1H).

13C RMN (75 MHz, CDCls): & = 53,0 (s, CH3), 55,5 (s, CH3), 112,4 (d, J = 3,8 Hz, CH),
114,7 (s, 2 x CH), 122,6 (s, CH), 123,2 (d, J= 3,0 Hz, Cq), 128,2 (s, 2 x CH), 130,1 (s, Cq),
130,8 (s, CH), 132,2 (d, J = 10,5 Hz, CH), 143,0 (s, Cq), 148,0 (d, J = 267,8 Hz, Cq), 148,7
(s, Cq), 160,5 (s, Cq), 161,1 (d, J= 34,5 Hz, Cq).

HRMS (ESI-TOF): calculée Ci7H1sFNOsNa m/z 354,0754 [M + Na]*; trouvée 354,0760.

Acide (Z)-2-fluoro-3-(4-(p-méthoxyphényl), 2-nitrophényl) acrylique 60

solide marron
C16H12FNO5
Mm: 317,26 g/mol
Rdt: 17% (z) 100%
Pf: 174-176 °C.

IR: 3208, 2850, 1726, 1668, 1516, 1253, 982 cm ™.
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1F RMN (282 MHz, CDCl3): § =—123.9 (d, J = 33,8 Hz).

IH RMN (300 MHz, CDCL3): § = 3,88 (s, 3 H), 7,02 (d, /= 9,0 Hz, 2 H), 7,41 (d, J = 33,0 Hz,
1 H), 7,58 (d, J = 9,0 Hz, 2 H), 7,84 (dd, J=9,0, 3,0 Hz, 1 H), 7,91 (d, J = 6,0 Hz, 1 H), 8,23
(d,J=3,0 Hz, 1 H).

d) Réduction de la fonction nitro
(Z2)- 2-Fluoroacrylate -3-(2-amino, 4-méthoxyphényl) de méthyle 7p
NH, solide jaune

- CO2Me Cy1HpFNO;3
Mm: 225,21 g/mol

Pf: 209-211 °C

IR: 3050, 2843, 1722, 1672, 1626, 1276, 1023, 906 cm-'.

F RMN (282 MHz, CDCl3): 8 =-130,2 (d, /= 33,8 Hz).

'TH RMN (300 MHz, CDCl3): 6 = 3,80 (s, 3 H), 3,88 (s, 3 H), 3,92 (bosse, s, 2 H), 6,24 (d, J =
3,0 Hz, 1 H), 6,40 (dd, J=9,0, 3,0 Hz, 1 H), 6,93 (d, /= 36,0 Hz, 1 H), 7,62 (d, J=9,0 Hz, 1
H).

3C RMN (75 MHz,CDCl3): & = 52,5 (s, CH3), 55,2 (s, CH3), 101,2 (s, CH), 105,7 (s, CH),
1094 (d, J=4,5 Hz, Cq), 112,4 (d, /= 5,3 Hz, CH), 132,4 (d, /J=12,0 Hz, CH), 145,6 (d, J =
263,5 Hz, Cq), 146,9 (d, J = 1,5 Hz, Cq), 162,0 (d, J = 1,5 Hz, Cq), 162,2 (d, J = 33,8 Hz,
Cq).

HRMS (ESI-TOF): calculée C11Hi3FNO3; m/z 226,0879 [M + H]"; trouvée 226,0876.

e) Synthese de trifluoroalcénes tri-substitués par la réaction de Heck
décarboxylante

3-(2-Méthoxyphényl)-2-trifluorométhylacrylate de méthyle 9a

oM liquide jaune

e
YCOZMG CioHy1F304
CF Mm: 260,20 g/mol
3 Rdt: 35 % (E)/(Z) 60/40

19F RMN (282 MHz, CDCls): 8 =-58,8 (m, Z), —63,7 (m, E).
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H RMN (300 MHz, CDCls): & = 3,71 (s, 3H, E), 3,83 (s, 3 H, E), 3,84 (s, 3 H, 2), 3,87 (s, 3
H, 2), 6,9-7,0(m,2 H, E+ 2), 7,1-7,3 (m, | H, E+ Z), 7,3-7,4 (m, | H, E+ Z), 7,63 (s, 1 H,
E), 8,23 (s, 1 H, 2).

3-(2,6-Diméthoxyphényl)-2-trifluorométhylacrylate de méthyle 9b:
Les deux stéréoisomeres ont été séparés par chromatographie sur gel de silice.

L’isomére (E)

OMe solide jaune

AN CF3 C13H13F3O4
Mm: 290,23 g/mol
omgO2Me Rdt: 56 % (E)

Pf: 125-127 °C

IR: 2962, 1735, 1650, 1436, 1258, 1018 cm™ .

19F RMN (282 MHz, CDCl3): 6 =—63,63 (d, J= 1,7 Hz).

'TH RMN (300 MHz, CDCls): & = 3,68 (s, 3 H), 3,81 (s, 6 H), 6,54 (d, J=9,0 Hz, 2 H), 7,30
(t,J=9,0 Hz, 1 H), 8,01 (m, 1 H).

13C RMN (75 MHz, CDCl3): § = 50,7 (s, CH3), 54,6 (s, 2 x CH3), 102,5 (s, 2 x CH), 110,0 (s,
Cq), 121,6 (q, J = 271,5 Hz, Cq), 122,9 (q, J = 30,0 Hz, Cq), 130,7 (s, CH), 132,4 (q, J = 6,0
Hz, CH), 157,0 (s, 2 x Cq), 163,7 (m, Cq).

HRMS (ESI-TOF): calculée Ci3Hi3F304Na m/z 313,0669 [M + Na]"; trouvée 313,0654.

L’isomére (Z)
OMe solide jaune

AN COzMe C13H13F3O4
Mm: 290,23 g/mol
oms™s Rdt: 43% (2)

Pf: 113-115°C

IR: 2962, 1727, 1633, 1436, 1260, 1033, 963 cm .

19F RMN (282 MHz, CDCl3): § = 63,67 (5).

IH RMN (300 MHz, CDCLy): & = 3,82 (s, 6 H), 3,88 (s, 3 H), 6,54 (d, J = 9,0 Hz, 2 H), 7,30
(m, 1H), 8,01 (s, 1H).
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13C RMN (75 MHz, CDCls): 8 = 52,5 (s, CH3), 55,6 (s, 2 x CH3), 103,3 (s, 2 x CH), 111,0 (s,
Cq), 122,2 (q, J=272,3 Hz, Cq), 123,6 (q, J = 31,5 Hz, Cq), 131,5 (s, CH), 140,7 (q, J = 3,0
Hz, CH), 157,7 (m, 2 x Cq), 163,7(q.J = 1,5 Hz, Cq).

HRMS (ESI-TOF): calculée C13H 3F30sNa m/z 313,0664 [M + Na]'; trouvée 313,0654.

3-(2,4-Diméthoxyphényl)-2-trifluorométhylacrylate de méthyle 9¢

OMe huile jaune
N COMe Ci3H5F;04
CF Mm: 290,23 g/mol
MeO 3 Rdt: 84 % (E)/(Z) 60/40

IR: 2955, 1725, 1605, 1289, 1028, 825 cm ™.

1F RMN (282 MHz, CDCl3): 6 =-58,6 (d, J=2,8 Hz, Z), 63,2 (d, /= 1,7 Hz, E).

'"H RMN (300 MHz, CDCl3): 6 = 3,76 (s, 3 H), 3,82 (s, 3 H), 3,83 (s, 3 H), 3,84 (s, 3 H), 3,85
(s,3H), 3,87 (s,3H), 6,4-65(m,2H, E+Z2),72-73(m, 1 H, E+ Z),7,60 (m, 1H, E), 822
(s, 1 H, 2).

3C RMN (75 MHz, CDCl): 8 = 52,2 (s, CH3, E), 52,4 (s, CHs, Z), 55,41 (s, CH3), 55,43 (s,
CHs), 55,5 (s, CHa3), 55,6 (s, CH3), 97,8 (s, CH, Z), 98,1 (s, CH, E), 104,8 (s, CH, Z), 104,9 (s,
CH, E), 1142 (s, Cq, E), 114,3 (s, Cq, Z2), 119,3 (q, J= 31,5 Hz, Cq, Z), 120,2 (q, /= 30,8 Hz,
Cq, E), 122,5 (q, J =272,3 Hz, Cq, Z2), 122,7 (q, J = 270,8 Hz, Cq, E), 132,1 (q, J = 3,8 Hz,
CH, 2), 136,8 (q, /= 6,0 Hz, CH, E), 144,3 (q, J = 3,0 Hz, CH, 2), 159,3 (s, Cq, E), 159,5 (s,
Cq, 2), 163,2 (s, Cq, E), 163,5 (s, Cq, 2), 164,3 (q, J = 1,5 Hz, Cq, E), 164,4 (m, Cq, 2).
HRMS (ESI-TOF): calculée Ci3Hi3F304Na m/z 313,0664 [M + Na]"; trouvée 313,0668.

3-(2-Ethoxyphényl)-2-trifluorométhylacrylate de méthyle 9d
OEt huile jaune

X COMe C13H3F;0;
CF Mm: 274,23 g/mol
3 Rdt: 74 % (E)/(Z) 60/40

IR: 2987, 1729, 1643, 1251, 1036, 926 cm.
1F RMN (282 MHz, CDCLs): § = 58,7 (d, J= 1,4 Hz, Z), -63,8 (d, J= 1,7 Hz, E).
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'"H RMN (300 MHz, CDCl3): 6 = 1,40 1,46 (m, 3 H, E+ Z), 3,73 (s,3H, E), 3,89 (s, 3 H, E
+7),4,04-4,13 (m,2 H, E+ Z), 6,88- 6,97 (m,2 H, E + Z), 7,26-7,39 (m, 2 H, E + Z), 7,68
(s, 1 H, E), 8,26 (s, 1 H, 2).

3C RMN (75 MHz, CDClz): 8= 14,59 (s, CH3), 14,62 (s, CH3), 52,2 (s, OCHs, E), 52,6 (s,
OCHs;, Z), 64,0 (s, OCHa, Z), 64,2 (s, OCHa, E), 111,3 (s, CH, Z), 111,8 (s, CH, E), 120,0 (s,
CH, 2), 120,2 (s, CH, E), 121,7 (s, Cq, E), 121,9 (s, Cq, Z2), 122,2 (q, J = 271,5 Hz, Cq, 2),
122,4 (q, J=272,3 Hz, Cq, E), 122,9 (q, J = 30,0 Hz, Cq, Z2), 123,6 (q, J = 31,5 Hz, Cq, E),
129,8 (s, CH, E), 130,4 (q, J= 3,8 Hz, CH, Z), 131,84 (s, CH, Z), 131,88 (s, CH, E), 137,6 (q,
J=6,0 Hz, CH, E), 145,3 (q, /= 3,0 Hz, CH, %), 156,9 (s, Cq, Z), 157,0 (s, Cq, E), 163,95 (q,
J=3,8Hz, Cq, E), 163,98 (m, Cq, 2).

HRMS (ESI-TOF): calculée Ci3Hi3F303Na m/z 297,0714 [M + Na]*; trouvée 297,0710.

3-(2-Benzyloxyphényl)-2-trifluorométhylacrylate de méthyle 9e

OBn huile jaune

\(COZMG CisH;sF305
oF Mm: 336,30 g/mol
3 Rdt: 54 % (E)/(Z) 50/50

IR: 2955, 1728, 1642, 1257, 1042, 915 cm™'.

F RMN (282 MHz, CDCl3): 8 =-58,4 (d, /= 1,1 Hz, Z), -63,7 (d, J= 1,7 Hz, E).

TH RMN (300 MHz, CDCI3): & = 3,70 (s, 3 H), 3,89 (s, 3 H), 5,14 (s, 2 H), 5,17 (s, 2 H), 6,97
(m, 2 H), 7,2-7,4 (m, 7 H), 7,75 (m, 1 H, E), 8,34 (s, 1 H, 2).

13C RMN (75 MHz, CDCl3): § = 52,3 (s, CHa), 52,7 (s, CHz), 70,40 (s, CH3), 70,49 (s, CHs),
112,2 (s, CH), 112,6 (s, CH), 120,6 (s, CH), 120,8 (s, CH), 122,10 (s, Cq), 122,12 (q, J =
272,3 Hz, Cq), 122,29 (s, Cq), 122,30 (q, J = 33,0 Hz, Cq), 122,32 (q, J = 271,5 Hz, Cq),
123,0 (q, J=31,5 Hz, Cq), 126,99 (s, 2 x CH), 127,03 (s, 2 x CH), 128,04 (s, CH), 128,08 (s,
CH), 128,66 (s, 2 x CH), 128,67 (s, 2 x CH), 129,8 (s, CH), 130,5 (q, /= 3,8 Hz, CH), 131,85
(s, CH), 131,89 (s, CH), 136,4 (s, Cq), 136,5 (s, Cq), 137,6 (q, J = 6,0 Hz, CH), 145,2 (q, J =
3,0 Hz, CH), 156,6 (s, Cq), 156,7 (s, Cq), 163,8 (m, Cq), 163,9 (m, Cq).

HRMS (ESI-TOF): calculée CisHisF303Na m/z 359,0871 [M + Na]"; trouvée 359,0876.
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3-(2,4,6-Triméthylphényl)-2-trifluorométhylacrylate de méthyle 9f

Me huile jaune
\/COZMe Ci4H,5F;0;
CF, Mm: 272,26 g/mol
Me Me Rdt: 80 % (E)/(Z) 40/60

IR: 2957, 1733, 1648, 1229, 1132, 1044 cm ™.

F RMN (282 MHz, CDCl3): 8 =-61,7 (s, Z), —64,0 (d, /= 2,8 Hz, E).

TH RMN (300 MHz, CDCl3): 6 = 2,15 (d,J=3,0 Hz, 6 H, E + Z), 2,28 (s, 3 H, E + Z), 3,63
(s,3H,E),3,92(s,3H,2),6,87(s,2H,E+Z),7,64(s,1 H,E), 814 (s, 1H,Z).

13C RMN (75 MHz, CDCl3): 8 = 18,8 (s, 2 x CHz3), 19,0 (s, 2 x CH3), 19,9 (s, CH3), 20,0 (s,
CHs), 51,2 (s, OCHs, E), 51,7 (s, OCH3, Z), 120,8 (q, J = 273,0 Hz, Cq, Z2), 121,0 (q, J =
271,5 Hz, Cq, E), 124,1 (q, J = 30,8 Hz, Cq, 2), 125,1 (q, J = 30,0 Hz, Cq, E), 127,0 (s, 2 X
CH), 127,2 (s, 2 x CH), 128,6 (s, Cq, E), 128,8 (s, Cq, Z), 132,8 (m, Cq, Z), 133.,4 (s, Cq, E),
136,9 (s, Cq, £2), 137,0 (s, Cq, E), 143,8 (q, J = 5,3 Hz, CH, E), 148,3 (q,J = 3,0 Hz, CH, 2),
161,4 (s, Cq, E), 162,0 (m, Cq, 2).

HRMS (ESI-TOF): calculée Ci4HsF302Na 295,0922 m/z [M + Na]*; trouvée 295,0914.

3-(4-Chloro, 2-nitrophényl)-2-trifluorométhylacrylate de méthyle 9n

NO, huile jaune
AN CO.Me Cl 1H7C1F3NO4
CF Mm: 309,62 g/mol
Cl 3 Rdt: 24% (E)/(Z) 12/88

IR: 2959, 1732, 1655, 1561, 1289, 1134, 1043 cm™.

1F RMN (282 MHz, CDCL): 8 =-58,1 (s, Z), —64,3 (d, J= 1,7 Hz, E).

'H RMN (300 MHz, CDCls): & = 3,66 (s, 3 H, E), 3,94 (s, 3 H, Z), 7,30 (d, J = 9,0 Hz, 1 H,
7),7,69 (dd, J=9,0,3,0 Hz, 1 H, Z), 7,96 (s, | H, E), 8,26 (d, J=3,0 Hz, | H, E), 8,28 (d, J =
3,0Hz, 1 H, ), 8,36 (s, | H, Z).

13C RMN (75 MHz, CDCl3): 8 = 52,6 (s, CH3, E), 53,1 (s, CHs, Z), 121,5 (q, J = 273,0 Hz,
Cq, Z), 123,6 (q, J = 31,5 Hz, Cq, Z), 125,1 (s, CH, E), 1252 (s, CH, 2), 128,1 (s, Cq, 2),
128,5 (s, Cq, E), 131,0 (m, CH, E), 131,1 (q, J = 3,0 Hz, CH, Z), 133,9 (s, CH, E), 134,0 (s,
CH, Z), 136,2 (s, Cq, E), 136,4 (s, Cq, Z), 141,9 (m, Cq, E), 144,7 (q, J = 3,0 Hz, CH, 2),
146,3 (s, Cq, Z), 162,4 (m, Cq, 2).
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HRMS (ESI-TOF): calculée C11H7CIFsNO4sNa m/z 331,9913 [M + Na]"; trouvée 331,9906.

3-(4-Méthoxy, 2-nitrophényl)-2-trifluorométhylacrylate de methyl 9p

NO huile jaune

2
\(COZMe Ci2H;oF3NOs
CF Mm: 305,20 g/mol
3

MeO Rdt: (E)/(Z) 60/40

IR: 2959, 1731, 1620, 1276, 1251, 1032, 843 cm .
19F RMN (282 MHz, CDCls): § =-58,0 (s, Z), —64,1 (d, J= 1,7 Hz, E).

'H RMN (300 MHz, CDCLs): & = 3,66 (s, 3 H, E), 3,92 (s, 6 H, 2), 3,93 (s, 3 H, E), 7,1-7,3

(m, 2 H, E+2),7,75 (dd, J=9,0, 3,0 Hz, 1 H, Z), 7,95 (m, 1 H, E), 8,38 (s, 1 H, 2).
13C RMN (75 MHz, CDCL): 5 = 52,5 (s, CHs, E), 52,9 (s, CHs, Z), 56,0 (s, CHs, E), 56,1
CHs, Z), 109,47 (s, CH, E), 109,52 (s, CH, Z), 120,2 (s, CH, E), 120,3 (s, CH, Z), 121,5

Cq, 2), 121,7 (q, J = 273,0 Hz, Cq, 2), 121,78 (s, Cq, E), 121,79 (q, J = 271,5 Hz, Cq, E),
122,4 (q, J = 30,8 Hz, Cq, Z), 123,5 (q, J = 31,5 Hz, Cq, E), 131,2 (s, CH), 131,4 (q, J = 3,0
Hz, CH), 142,2 (q,J = 6,8 Hz, CH, FE), 146,1 (q, /= 3,0 Hz, CH, Z2), 147,0 (s, Cq, Z2), 147,5 (s,

Cq, E), 160,8 (s, Cq, E), 160,9 (s, Cq, £), 162,4 (s, Cq, E), 162,9 (q,J= 1,5 Hz, Cq, 2).
HRMS (ESI-TOF): calculée C12H;0F3NOsNa m/z 328,0409 [M + Na]"; trouvée 328,0403.

(s,
(s,
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Chapitre 11

Synthese des analogues du Glutathion
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I. Introduction a la chimie des peptides
1) Peptides et aminoacides
Dans le monde vivant, les peptides et les protéines représentent plus de 50% du poids sec des
cellules vivantes et jouent un réle clé dans de nombreux processus biologiques et structuraux.
Ils assurent I’immense majorité des fonctions de la cellule telles que leur structuration, la
catalyse, la compaction de I’ADN ou encore 1’expression des génes ?*. Les peptides sont des
biomolécules constituées par des enchainements d’acides aminés disposés de maniere
répétitive et reliés entre eux par des liaisons amides, dites liaisons peptidiques (-CO-NH-).
Cette liaison est issue de la condensation déshydratante, dans laquelle 1'extrémité carboxyle
d'un acide amin¢ réagit avec la terminaison amino d'un autre. Cette réaction est illustrée ci-

dessous sur la figure 1.

acide aminé 1 acide aminé 2
Ri O HgHH O
@
+H3NH + NH
H O H R, O

\— h,0

R1 H (@)
*HaN —+
H R, O

liaison peptidique

Figure 1: formation d’une liaison peptidique

Les acides aminés sont des composés qui possedent une fonction amino (basique) et une
fonction carboxylique (acide). Il existe deux familles importantes d’aminoacides, les a-
aminoacides (les fonctions amino et acide carboxylique sont portées par le méme carbone) et
les B-aminoacides (la fonction acide est en 3 de la fonction amino). Hormis la glycine dont la
chaine latérale se réduit a un simple atome d'hydrogene, tous les autres acides aminés sont des
composés chiraux présentant une stéréoisomeérie D/L. La désignation D/L provient de la

position respectivement a droite ou a gauche du groupe -NH2 dans la projection de Fischer
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(figure 2). Il est a noter que les amino acides naturels ont une configuration absolue S ou L en
présentation de Fischer, a I’exception de la cystéine. Souvent, les amino acides sont présentés
sous forme ionique a cause de 1’échange acido-basique intramoléculaire entre le groupe
carboxyle et le groupe amino. Par conséquent, ces composés sont en général plus acides que

les acides carboxyliques ordinaires*®.

(L-Ala) (D-Ala)
CO,H i CO,H

H2N+H ! H+NH2
CHs ; CHs

configuration absolue
S R

Figure 2: La représentation de Fischer des deux formes L/D (S/R) de 1’alanine

Le nombre d’acides aminés contenus dans une molécule détermine sa catégorie. Une
molécule est dite peptide lorsqu’elle contient cinquante acides aminés ou moins reliés entre
eux par des liaisons peptidiques. Une fois que la chaine dépasse les cinquante résidus, elle est
appelée polypeptide. Les protéines se forment lorsque plusieurs polypeptides sont reliés de
manicre biologiquement fonctionnelle. De 1égeres modifications dans la séquence des acides

aminés peuvent entrainer des changements dans la structure et la fonction des protéines.

La synthése des peptides a fait son apparition en 1901, grace au chercheur Hermann Emil

Fischer qui a pu synthétiser le premier dipeptide glycine-glycine®®.

Cependant, les
scientifiques n’ont pas donné d’importance a la chimie des peptides jusqu’aux années 1940. A
cette période, tres peu de peptides présentant une activité biologique ont été connus. En effet,
mis a part le glutathion (Glu-Cys-Gly) et la Carnosine (B-Ala-His), qui ont été synthétisés en

1935, seuls quelques autres composés avaient été découverts®® (figure 3).

CO,H H (0] N H O
N
HzN)\/\ﬂ/ %”ACOZH YT ToH
(0]
© SH N
HN—Z
Glutathion Carnosine

Figure 3: structures du glutathion et de la carnosine
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L’une des découvertes les plus remarquables en synthése peptidique a été la synthese totale de
’ocytocine par Du Vigneaud en 195309 (figure 4). Cette invention de la premiére hormone
polypeptidique lui a valu le Prix Nobel en 1955. Du Vigneaud a démontré que I’hormone
synthétisée présentait une activité identique a celle de I’hormone naturelle isolée. Par la suite,
il a déterminé la structure de la vasopressine et a démontré qu’elle était similaire a celle de
'ocytocine mais en différe par deux acides aminés (figure 4). Cependant, les deux composés
ont des activités physiologiques différentes: 1'ocytocine stimule les contractions utérines et la
lactation, tandis que la vasopressine régule la fonction des reins. Ces découvertes étaient tres
importantes puisqu’elles démontraient, pour la premiére fois, que le remplacement de certains

acides aminés pouvait provoquer des changements importants dans I’activité biologique®".

HOzC—Cfrs—Tyr—Ile—Gln—Asn—Cys—Pro—Leu—Gly—NHz

[« Q
I >

Séquence des acides aminés de I’ocytocine

HoN—Cys—Tyr—Phe—GIn—Asn—Cys—Pro—Arg—Gly—CO-H

S S_

Séquence des acides aminés de la vasopressine

Figure 4: structures des hormones polypeptidiques identifiées par Du Vigneaud

Actuellement, ces composés bioactifs ont été introduits dans de nombreux domaines tels que
I'industrie pharmaceutique (en raison de leur activité antibactérienne ou antitumorale),
I’agriculture (comme les fongicides), le diagnostic et les vaccins®?. Une analyse approfondie
dans la base de données compléte de la chimie médicinale a révélé que la fonction amide

figurait dans plus de 25% des médicaments mis sur le marché®?).

2) Les peptides en tant que médicaments

a) Avantages et inconvénients

Les chimistes et les biologistes ont utilis¢ de nombreuses fractions synthétiques ou
biologiques des peptides comme cibles thérapeutiques pour le diagnostic et le traitement de
différentes maladies. Les peptides constituent le choix préféré en chimie thérapeutique par

rapport aux médicaments synthétiques en raison de leur efficacité, sélectivité, toxicité réduite
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puisque leur produits de dégradation sont des acides aminés, moins d’effets secondaires et de
leur métabolisme prévisible. Dans les bases de données des médicaments, plus de 100
médicaments approuvés sont a base de peptides: l'octréotide, la desmopressine, la
cyclosporine, l'oxytocine, I'érythropoiétine et l'insuline glargine, en sont des exemples

marquants®* (figure 5).

% I d;ﬁ D%) /\© HNYNHZ RS b

NH,

Octréotide Desmopréssine Cyclosporine
Figure 5: exemples de médicaments peptidiques

De méme, les systemes d'administration de médicaments peptidiques pour le traitement ciblé
de cellules sont en demande parce qu'ils contournent les problémes de bio-distribution, de
biotransformation et de 1’élimination en raison de la multi résistance aux médicaments.
Cependant, leur usage thérapeutique reste encore limit¢é en raison de leur faible
biodisponibilité par voie orale et de leur faible stabilité métabolique au sein du corps suite a
leur dégradation par les peptidases du systéme gastro-intestinal. Cela conduit donc a une
faible durée de vie de I'ordre de quelques minutes. D’autre part, suite a leur élimination
élevée, du fait de leur caractere fortement hydrophile et polaire, les peptides présentent une
faible perméabilité membranaire. Ainsi, incapables de traverser les parois intestinales ou la

barriere hémato-encéphalique, ils sont facilement éliminés par excrétion rénale.

Pour faire face a ces problemes, des stratégies ont été envisagées telles que la complexation
des métaux, la modification de chaines terminales ou latérales, la cyclisation et la synthese
des peptidomimétiques. De telles initiatives contribuent a la renaissance actuelle de la

découverte de solutions de traitement médicamenteuses basées sur les peptides®™.

3) Méthodes et stratégies de synthése des peptides
Aujourd’hui, la synthese peptidique comprend une large gamme de techniques et de processus

permettant la préparation de matériaux allant de petits peptides aux protéines de taille plus
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importante®®. Le chimiste devra passer au criblage des diverses conditions pour trouver la
méthode la mieux adaptée a sa situation. Cependant, quelle que soit la stratégie de synthese
retenue, une extrémité de chaque fragment peptidique doit étre protégée lors du couplage.
Ainsi, I'extrémité C-terminale de 1’'un doit étre activée pour permettre a I’extrémité N-

terminale du deuxiéme d’effectuer une attaque nucléophile (schéma 1).

Reéaction de couplage peptidique
':03' Rz o Ro

PHNL /—[L} . HZN/]-\‘ P, - PN ,J\N/J\ LRy + M
L N or LT T

P4, P, groupements protecteurs

Schéma 1: stratégies de synthése peptidique

a) Stratégies de protection/déprotection de la fonction amine

C’est 1'une des étapes importantes et obligatoires en chimie des peptides pour empécher la
polymérisation de 1'acide aminé une fois activé®®). Le premier groupement protecteur était le
benzyloxycarbonyle (Cbz), découvert par Bergmann et Zervas®”. Actuellement, il existe une
large gamme des groupements protecteurs. Les principales caractéristiques associées a un

groupement protecteur sont:

1. facilité de greffage sur le groupe fonctionnel
ii. stabilité a une large gamme de conditions réactionnelles
iii.  clivage aisée a la fin du processus de synthése®®.

*

¢ Protection par le benzyloxycarbonyle (Cbz)

C'est I'un des groupements protecteurs les plus utilisés lors de la synthese peptidique en
solution. Cela est dii a la préparation facile d'acides aminés protégés par le Cbz, la grande
stabilit¢ des acides aminés et des peptides protégés aux traitements basiques et aux acides
faibles et la suppression de la racémisation au cours de la formation de liaisons peptidiques®?.

Le mécanisme de protection par le Cbz est illustré dans le schéma 2.
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Schéma 2: mécanisme de protection par le Cbz

La déprotection du groupe Cbz se fait par hydrogénolyse catalytique ou par des acides forts

comme le HBr dans l'acide acétique, CH3CO>H.

% Protection par le t-butoxycarbonyle (Boc)

Les acides aminés protégés par le Boc sont généralement des solides cristallins. Le schéma 3
montre le mécanisme de protection par le Boc. Le groupe Boc est stable vis-a-vis d’une
hydrogénation catalytique, du sodium dans I’ammoniac liquide, des nucléophiles, des bases et
de I’hydrazine. Cependant, son clivage s’effectue facilement dans des conditions acides

douces.

t- BuO/[<

—

Schéma 3: mécanisme de protection par le BOC

Les conditions opératoires d'élimination les plus courantes pour le Boc impliquent 'utilisation

de I’acide trifluoroacétique (TFA) a 25-50% dans le dichlorométhane.

% Protection par le 9-Fluorenylméthoxycarbonyle (Fmoc)

Ce groupement protecteur a €té utilisé indépendamment pour la premiere fois en 1978 par
deux laboratoires différents®®. 11 est facilement clivé en quelques minutes par des bases,
principalement des amines, telles que des solutions a 10% de NHjs, pipéridine, diéthylamine
(DEA).

o~ >cl . o~ N
HoN OH - . Ho§ +  Hcl

Fmoc-ClI

Schéma 4: protection des amino acides par le Fmoc
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¢ Protection par ’anhydride phtalique et I’anhydride acétique

Dans notre laboratoire, le groupement protecteur souvent utilisé est 1’anhydride phtalique
dans I’acide acétique glacial (schéma 5). Le choix de ’anhydre phtalique a ét¢ motivé par
deux raisons. D’abord il est le plus disponible au laboratoire, vu qu’il est moins coliteux que
les autres groupements protecteurs. Ensuite, il présente une bonne stabilité dans les conditions

opératoires utilisées dans notre travail.

o)
5 B

" o N~ CO,H

HO,C™ “NH, ACOH 2
o) (6]

anhydride phtalique

Schéma 5: protection des aminoacides par 1’anhydride phtalique

b) Protection de la fonction acide
A cause de la présence simultanée des fonctions acide et amino sur les amino-acides, il est
souvent nécessaire de protéger la fonction acide carboxylique lorsqu’on souhaite effectuer des
transformations ou des synthéses a partir du groupe amino. Une des méthodes souvent
utilisées est la transformation des acides carboxyliques en esters. Elle consiste a traiter ces
derniers avec le chlorure de thionyle pour former un chlorure d’acyle intermédiaire, lequel est

ensuite traité avec un alcool.

¢) Méthodes de couplages peptidiques

R/

¢ Méthode « one-pot »utilisant des agents activant

En 1970, les chercheurs Konig et Geiger ont développé une méthode efficace pour la synthése
peptidique ©%. Cette méthode est basée sur I’utilisation du couple HOBt/DCC, activant du
groupement carboxyle. L’ajout de ces agents activant dans le milieu réactionnel minimise les
réactions secondaires et ainsi augmente 1’efficacité du couplage peptidique. Le carbodiimide
réagit avec l'acide carboxylique pour former 1’anhydride (a) et un sous-produit d’urée
(schéma 6). Cet anhydride réagit avec 1’hydroxybenzotriazole (HOBt) pour former un ester
actif (b) in situ en tant qu'intermédiaire qui peut ensuite réagir avec l'amine et conduire a
I’amide désiré. En 1993, une étude a révélé que le 1-Hydroxy-7-azabenzotriazole (HOALt) est
un additif plus efficace que HOBt, mais il est beaucoup plus cher®. Un autre agent a été

découvert, il s’agit du 3-hydroxy-1,2,3-benzotriazin-4-one (HODhbt). Il a la méme réactivité
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que le précédent et le méme avantage au niveau de la réaction mais son utilisation a été
limitée a cause de la formation d’un sous-produit de réaction. De nos jours, de nombreux
réactifs de couplage sont disponibles dans le commerce, mais la méthode utilisant le couple

HOBt/DCC reste la plus répandue en synthese des peptides en phase liquide.

.
R R R (M N
0 N=C=N __4 o +N=C=N — HN—=N @E"N —
R H R <o R N
Hepd AT e o
\_____/'
’
@[H‘N R Ho o a sous-produit: O
N HaN~ z—h—ﬁ"._\ R;” \g’ u R N HR
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b N
CLy
N
OH
HOBt

Schéma 6: couplage peptidique utilisant le HOBt/DCC

¢ Synthése peptidique en phase solide (SPPS)
L’un des développements récents les plus intéressants en matiere de synthése des peptides est
la synthése en phase solide qui facilite 1’obtention rapide de peptides en éliminant les
fastidieuses étapes de purification. Actuellement, elle est la méthode la plus utilisée pour la
synthese de peptides. Cette méthode a été découverte la premiere fois par R. B. Merrifield et
publié¢e dans le Journal of American Chemical Society en 1963©V. La technique en phase
solide de Merrifield pour la synthese peptidique a ignoré certains des principes de base de la

synthese organique de I’époque.

Sa méthode n’isole pas et ne caractérise pas les intermédiaires a chaque étape, mais attend la
fin de la synthese pour cliver le peptide du support solide et le purifier au niveau souhaité. Les
réactifs en exces sont éliminés par filtration, ce qui conduit a une méthode rapide, simple et
efficace. Il a par la suite amélioré ses conditions initiales en utilisant des groupes protecteurs
t-butoxycarbonyle N-terminaux et des dérivés benzyliques pour la protection des chaines
latérales et des groupes carboxy-terminaux. Il a été capable de synthétiser et de purifier la
séquence nanopeptidique de la bradykinine en seulement neuf jours, avec un rendement

stupéfiant a I’époque de 68%?).
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Figure 6: structure du nanopeptide bradykinine

% Couplage a partir des chlorures d'acyle
Cette technique est I’'une des méthodes les plus simples pour activer un acide. Les chlorures
d'acyle sont faciles a former et certains sont disponibles dans le commerce. La formation d’un
peptide a partir d’un chlorure d’acyle est généralement un processus en deux étapes,
impliquant d’abord la conversion de 1’acide en halogénure d’acyle, suivie du couplage.
Différents agents sont utilisés pour générer les chlorures d’acyle a partir d’acides
correspondants tels que le chlorure de thionyle (SOCly), le chlorure d’oxalyle (COCI), le
trichlorure de phosphore (PCl3), I’oxychlorure de phosphore (POCI3) et le pentachlorure de
phosphore (PCls). Le mécanisme de la formation du chlorure d’acyle utilisant le chlorure de

thionyle est illustré dans le schéma 7.

0 (vo)(o>

1l 1 ® O (@]
o /E/S\a — R@Cl - - R)J\CI + S0, + HCI
PN

R” “OH
Schéma7: formation d’un chlorure d’acyle par le chlorure de thionyle

La liaison amide est formée en faisant réagir le chlorure d'acyle avec 'amine désirée (schéma
8). Une base supplémentaire est généralement nécessaire pour piéger le HCl formé et éviter la
conversion de l'amine en son chlorhydrate non réactif. Les couplages sont généralement
effectués dans des solvants secs inertes, en présence d’une amine tertiaire non nucléophile.
Cela étant dit, les chlorures d'acyle sont suffisamment robustes pour étre couplés a des amines
dans des conditions aqueuses, par exemple en présence d’une solution de NaOH 1M
(conditions de Schotten — Baumann)®®. Cette réaction peut étre accélérée par 1’ajout d’une

quantité catalytique de N,N-diméthylaminopyridine (DMAP). L’utilisation du zinc peut
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¢galement accélérer le couplage a température ambiante. Cette méthode est applicable aux
groupes alkyles, aryles, hétérocycliques, glucidiques et acides aminés et conduit a des

rendements élevés®,

o 0]
R"NH, )]\ R"
)J\ —_— R™ N’ + base, HCI
R Cl base |

Schéma 8: formation d’un amide par aminolyse

II.  Synthése des analogues de glutathion

Dans la littérature, des études ont montré que la combinaison des antioxydants conduit & un
pouvoir antioxydant supérieur a celui d’un antioxydant seul. En 2000, des travaux ont été
publiés sur la syntheése des dérivés de la combinaison entre la vitamine C et I’a-tocophérol.
Les dérivés synthétisés ont montré une activité antioxydante plus élevée que celle de la
vitamine C seule ou de 1’a-tocophérol synthétique ou naturel®. En 2008, une autre étude a
¢té publiée par I’équipe de P. Palozza sur I’évaluation des activités antioxydantes des
analogues synthétiques de 1’a-tocophérol. Toutes les molécules obtenues ont montré une
activité supérieure a celle de I’a- tocophérol ou des autres antioxydants utilisés chacun

seul©®),

Compte tenu de ces données bibliographiques, cette partie vise la synthése des analogues de
glutathion ou de fragments inspirés par la structure du glutathion dans le but d’améliorer son
activité. Parmi les composés connus pour leur pouvoir antioxydant et souvent utilisés en
synthése organique, on trouve les dérivés phénoliques. Ces derniers sont des molécules
contenant un cycle aromatique avec un ou plusieurs groupes hydroxyle (OH). Ils peuvent étre
synthétiques ou extraits a partir de plantes. La majorité de ces composés se trouvent dans
I’alimentation. Les plus connus sont les acides phénoliques (benzoique ou cinnamique), les

flavonoides et les tanins.

Les acides phénoliques que nous allons utiliser dans notre travail sont divisés en deux
catégories. D’abord, on peut citer les dérivés de 1’acide benzoique comme 1’acide gallique ou
vanillique. Ensuite, il y a aussi les dérivés de 1’acide cinnamique comme 1’acide caféique.

D’apreés la littérature, ces derniers ont une bonne activité antioxydante. Un autre avantage des
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acides cinnamiques utilisés est la présence de 1’atome du fluor. Cette modification va nous
permettre d’améliorer le profil antioxydant. Les acides fluorocinnamiques ont été synthétisés

comme mentionné dans le premier chapitre.

L’association moléculaire pour la synthése des fragments de glutathion va se faire par une
réaction de couplage a partir de la cystéine. Les acides phénoliques sélectionnés vont étre
transformés en chlorures d'acyle et couplés comme cela avait ét¢ mentionné dans la partie

bibliographique.

1) Rétro-synthese des analogues ciblés

Pour faciliter la synthése de la molécule cible, nous avons pens¢ a un schéma rétro-
synthétique (figure 7). La molécule cible a été décomposée en deux unités. L unité en bleu est
une séquence de deux acides aminés qu’on peut facilement coupler. Ce dipeptide représente le
fragment glutathion puisqu’il contient la cystéine qui est le responsable de ses propriétés
biologiques. Cette unité va nous servir comme référence dans la section activités biologiques.
Une deuxiéme unité contient les parties bioactives telles que les phénols et les composés

fluorés.

— OH
Glutathion /—@
HO HN
(@) 0]
0]
HO HN o
NH
SH
CO,H
0] Z°F
/\)J\ OMe -composés fluoré
S S N/\n/ X posés fluorés
N. B oo R
o] o] Z
| A R -composés phénoliques
AN
Glycine-Cystéine Z

Figure 7 : schéma rétro-synthétique de la molécule cible
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III. Résultats et discussion

1) Synthése du premier fragment du glutathion

a1
IS

Glycine-Cystéine

OM
HA[]/ e
(0]

0]

Le premier dérivé synthétisé est le fragment cystéinyl-glycyle du glutathion. Ce dipeptide va
nous servir comme référence pour la suite du travail. Alors, nous avons commencé notre
synthése par la protection de la fonction thiol de la cystéine (schéma9). Une conversion de la
cystéine en S-benzylcystéine a été choisie suite a la simplicité de la procédure et la
disponibilité des réactifs au laboratoire. De plus, les sulfures d'alkyle et aryle jouent un role
important dans la syntheése de produits naturels et sont également des réactifs importants et
complémentaires dans la synthése de la plupart des antibiotiques et des composés actifs
médicinaux®”. La protection du thiol a été faite avec le bromure de benzyle dans une solution
aqueuse de NaOH comme décrit dans la littérature. Le produit protégé 2 a été obtenu avec un

excellent rendement. Par la suite, nous sommes passés a une protection de la fonction amine.

Comme cela avait déja été mentionné, dans notre laboratoire, la protection des amino acides
se fait par I’anhydride phtalique. Ce dernier a été recristallis€ dans 1’anhydride acétique
fraichement distillé avant de commencer la réaction. Le produit N-protégé 4 a été obtenu avec
un excellent rendement. Il a été engagé par la suite dans un couplage peptidique avec I’ester
méthylique de la glycine 3 préparé au laboratoire. Nous avons pensé que l'incorporation de
cette fraction dans la structure finale serait bénéfique pour la santé puisque la glycine elle-
méme est connue pour ses effets bénéfiques sur le diabéte®® et les troubles cérébraux®®. La
réaction de couplage peptidique utilisant le DCC/HOBt a donné le dipeptide 5 désiré avec un

bon rendement.

NH3*CI NH, NFt
1 2 4
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R!: benzyle-

a: BrBn, NaOH, H>O, 80%. b: anhydride phtalique, AcOH, 4h reflux, 85%. c: CI’
H3N"CH,COxMe, DCC, DCM, 48h, t.a, 65%.

Schéma 9: synthése du premier fragment de glutathion

Par la suite, nous avons ciblé un hybride peptido-phénolique a partir du composé 5. Comme
composé phénolique, nous avons choisi la vanilline puisqu’elle est disponible au laboratoire et
aussi pour ses effets thérapeutiques. La vanilline joue un rdle protecteur contre 1'oxydation des
protéines et la peroxydation des lipides et elle est connue pour son potentiel a prévenir les
dommages oxydatifs et les troubles qui en découlent’”. Elle est également capable de
supprimer l'invasion et la migration des cellules cancéreuses et inhibe I'activité enzymatique de

la métalloprotéinase matricielle-9 (MMP-9) sécrétée par les cellules cancéreuses V.

Il a également été rapporté que la vanilline est responsable d’un effet antiépileptique!’?. La
synthese de ce fragment a été réalisée comme indiqué sur le schéma 10. Le produit 7 a été
synthétis€¢ en deux étapes. D’abord, une hydrolyse de la fonction ester du dipeptide 5 en
présence du KOH. Aprés un reflux de 18h, I’acide correspondant 6 a été obtenu avec un
rendement de 79%. Ensuite, ce produit a été couplé avec la vanilline par une estérification
suivant un protocole de littérature 7. Souvent, lors de la préparation des esters d’alkyle, des
réactifs de couplage activant les groupes carboxyles sont utilisés. Les indications de la
littérature incluent [’utilisation du DCC avec des quantités catalytiques de 4-
diméthylaminopyridine (DMAP), cette réaction est connue sous le nom d'estérification de
Steglich™. La synthése de ’hybride phénolique 7 a été réalisée avec succés en utilisant le
DCC comme agent de couplage, qui s'est avéré €tre un catalyseur efficace pour la conversion
d'acides carboxyliques en esters et la DMAP. La réaction a été effectuée a température
ambiante dans un mélange de DCM/DMF (10/1), donnant le produit de couplage 6 avec un

rendement acceptable de 58%.
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a: KOH-H>O/ MeOH, 18h reflux, 79%, b: vanilline, DMAP, DCC, DCM/DMF (10/1), 24h,
t.a, 58%.

Schéma 10: synthése d’un hybride peptido-phénolique

2) Synthése de fragments phénoliques et fluorés

O 0}
Bns” Y N7 CO,Me BnS N">Co,Me
HN 5 HN H
X\
R |
Y/
R
fragment phénolique fragment fluoré

Dans cette partie, nous avons ciblé la synthése de fragments phénoliques a partir de la S-
benzylcystéine 2 (schéma 11). Deux séries de composés bioactifs ont été envisagées, la
premiere, a partir des acides phénoliques (schéma 11) et ’autre avec des acides acryliques
fluorés (schéma 11). Ces derniers ont été synthétisés a ['université de Rouen comme décrit
dans le premier chapitre”®. Le couplage entre la cystéine et les acides sélectionnés nécessite
une conversion des acides en chlorures d’acyle. Les acides ont été traités par le chlorure de
thionyle avec un reflux sous atmosphére d’azote durant toute la nuit. La conversion a été
réalisée avec succes, donnant les chlorures d’acyle correspondants avec des rendements entre
85% et 96%. Le produit 9 résultant a été engagé directement dans une réaction de couplage

avec la S-benzylcystéine selon la réaction Schotten-Baumann®®.

La S-benzylcystéine est traitée avec une solution aqueuse basique 1 M a température

ambiante, puis le chlorure d'acyle est ajouté lentement. La protection de la fonction acide de
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la cystéine n'était pas nécessaire puisque le milieu réactionnel était basique. La combinaison
de la S-benzylcystéine avec les différents acides est réalisée avec succés. Le solide résultant
est filtré sur un tampon de gel de silice, puis recristallis¢ dans de l'eau pour donner les
produits de couplage purs avec de rendements variant entre 63% et 64% pour les fragments

phénoliques et entre 60% et 93% pour les fragments fluorés.

Bng” > CO2H
HN_ _O
OH
CO,H Cl. 0 10a 95%
N i 1l
I CO,H
|// | h Bns” 7
R S HN_ _O
R
8 a-b 9 a-b
OMe
10b 82%
CO.H cl_0 Bns” > C0
ZF HN__O
i ZF i
D N R
I I
"/ | N
8 c-e - 9c-e N
Bng” > C0H Bng™ > COH Bng” 01
HN__O HN__O HN.__O
ZS Z  F =
OMe
Br
10c 55% 10d 91% 10e 71%

i: SOCly, 12h reflux, > 85%, ii: S-benzylcystéine 2, NaOH 1M, 12h, t.a
Schéma 11: synthése de fragments phénoliques et fluorés

La synthese a été poursuivie pour avoir d’autres hybrides de glutathion. Pour cela, les produits

10 (a-d) ont été convertis en leurs hybrides dipeptidiques respectifs par la stratégie classique
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de couplage peptidique. Le couplage avec l'ester méthylique de la glycine 3 s'est déroulé
pendant 48 h a température ambiante en utilisant du dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et du
N-hydroxybenzotriazole (HOBt). Aprés traitement, les résidus obtenus ont été purifiés sur une
colonne de gel de silice en utilisant I'é¢ther de pétrole et l'acétate d'éthyle donnant les

composés correspondants 11 (a-d) avec des rendements acceptables (schéma 12).

10 10
iii
0 0]
BnS/\.)J\N/\COZMe Bns” " N7 “CO,Me
HN B HN 5
= | = F
)\ X
R |
YA
R
11(a-b) 11(c-d)

R:a=2-OH, b=4-OMe, c =H,d =4-Br
iii: CI'H3N"CH2CO;Me, DCC/ HOBt, DCM, 48h, t.a.
Schéma 12: synthese d’analogues dipeptidiques de glutathion
3) Conclusion

En conclusion, nous avons réalis¢ une syntheése simple et abordable de quelques nouvelles
molécules hybrides du glutathion qui sont susceptibles d’étre engagées dans la lutte contre le
stress oxydatif. Notre expérience était basée sur l'introduction d'une fraction bioactive tels que
les acides phénoliques et les composés fluorés sur la cystéine. Ce dernier est le principal agent
responsable des propriétés biologiques du glutathion. Dans ce but, plusieurs produits ont été
synthétisés avec succes en couplant la cystéine S-protégée a des acides phénoliques selon leur
disponibilité au laboratoire puis a la glycine. Les produits ciblés ont été obtenus avec de bons

rendements.

Par la suite, nous allons procéder a 1’évaluation de [’activité antioxydante des produits

synthétisés obtenus par le test de DPPH ainsi que le test FRAP (voir chapitre 3).
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Partie expérimentale

1) Généralités
Les amino acides et les autres réactifs utilisés ont été achetés chez Sigma—Aldrich, les acides
fluoro-acryliques ont été préparés au laboratoire de I’Unité de Recherche (COBRA) a
I’université de Rouen. Les solvants anhydres ont été préparés dans notre laboratoire selon les

protocoles de la littérature.

Le suivi des réactions et la détection de produits ont été réalisés par chromatographie sur
couche mince. Le support utilisé est le gel de silice sur support d’aluminium (MERCK DC-
Autofolien Kiesel gel 60 F254) et I’¢lution est réalisée avec des mélanges en proportions
variables selon le cas: AcOEt-éther de pétrole, AcOEt-cyclohexane, AcOEt-MeOH. La

révélation a été réalisée par ultraviolet.

Chromatographie flash : les séparations ont été effectuées sur des colonnes en verre remplies
de gel de silice P60 silica gel (4060 pum) en utilisant des mélanges d’éther de pétrole, le
cyclohexane et I’acétate d’éthyle. Les températures de fusion des solides obtenus ont été

déterminées a 1’aide d’un banc Kofler au laboratoire COSNA.

Les spectres d’absorption infra-rouge ont été¢ réalisés au laboratoire COSNA avec un
spectrophotometre Agilent Technologies - cary 600 series FTIR Spectrometer. Les
¢chantillons sont traités sous forme de pastilles de KBr. Toutes les valeurs de fréquence (v)

sont exprimées en cm’'. Seules les bandes significatives sont décrites.

Les spectres RMN 'H et '*C ont été réalisés avec un spectrométre BRUCKER AVANCE 111
300 MHz avec CDCl; ou le DMSO comme solvant. Les déplacements chimiques (d) sont
exprimés en ppm relativement au signal résiduel du solvant utilis€ comme référence interne
(CDCls: 6 7,26 ppm; (CD3)20: 6 2,05 ppm). Les constantes de couplage (J) sont indiquées en
Hertz (Hz). La multiplicit¢ des signaux est indiquée par les abréviations communes: s

(singulet), d (doublet), t (triplet), q (quadruplet) et m (multiplet).
Les pouvoirs rotatoires spécifiques ont été mesurés a 1’aide d’un polarimetre de Laurent. Les

solutions sont préparées par dissolution de 1 a 5 mg de produit dans 25 mL de chloroforme.

Les concentrations (c) sont exprimées en grammes dans 100 mL de solvant.
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2) Protocoles expérimentaux
S-Benzyl-L-cystéine 2

A une solution de L-cystéine 1 (11,5 g, 95 mmol) dans 50 ml d’une solution aqueuse
d’hydroxyde de sodium (NaOH) (50 mL, 0,25 mol) est ajouté goute a goute le bromure de
benzyle (11,3 mL, 95,14 mmol). Aprés 2 h d’agitation, le mélange est acidifi¢ a pH = 1 avec
une solution concentré de HCl. La solution résultante est chauffée jusqu’a dissolution
compléte du produit. Apres refroidissement, le solide 2 est filtré et recristallisé¢ dans H>O pour

donner 18,9 g du produit pur 2.

O cristaux blancs
Mm: 211, 28 g/mol
OAS%OH C1oH13NO,S
NH; Rdt: 94%
Pf: 214-216 °C

IR: 3151, 3028, 2922, 1617, 1586, 1493 cm™.

TH RMN (300 MHz, DMSO-d6): 6 = 2,91 (dd, J = 3,0, 9,6 Hz, 1H, -SCH>-CH(NH2)CO:H),
3,33-3,36 (m, 3H, -S-CH>-CH(NH:)CO:H, PhCH>S), 3,77 (q, J = 9,6 Hz, 1H, S-
CH>CH(NH2)CO:H), 7,26 (t, J = 6,0 Hz, 1H, C¢cHsCH»S), 7,32-7,37 (m, 4H, C¢HsCH,S),
7,64 (s, bosse, 2H, NH).

Chlorhydrate de I'ester méthylique de glycine 3

Dans un ballon sec, le méthanol anhydre (90 ml, 71,1 g, 2,22 mol) a été introduit et refroidi a
0°C. Ensuite le chlorure de thionyle fraichement distillé est ajouté (9,66 mL, 133,2 mmol)
goutte a goutte et la solution est agitée pendant 5 minutes. La L-glycine (5 g, 66,6 mmol) est
ajoutée et le mélange réactionnel est porté a reflux pendant 2 h. La solution est refroidie a
température ambiante. L’excés du chlorure de thionyle et le solvant ont €té¢ chassé sous
pression réduite. Le produit brut a été trituré¢ avec du chloroforme anhydre et le solvant a été
¢vaporé sous pression réduite pour donner 8,24 g du produit 3. Il a été stocké dans un

dessiccateur sur du chlorure de calcium anhydre.

solide blanc
C3HgCINO,

MeO
jﬁNHgﬁcr Mm: 125,55
S Rdt: 99%
Pf: 172-173°C

IR: 3300-2700, 1750, 1256 cm’".
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N-Phtalimido-S-benzyl-L-cystéine 4

L’anhydride phtalique recristallisé (0,7g, 4,73mmol) est ajouté a une solution de S-benzyl-L-
cystéine 2 (1g, 4,73mmol) dans I’acide acétique glacial (10 mL). Le mélange réactionnel est
porté a reflux pendant 4 h. La solution est refroidie dans un bain de glace et laissée pour
cristalliser. Les cristaux obtenus sont récupérés par filtration sous vide, lavés abondamment

avec I’¢éther et séchés pour donner 1,37 g du produit final 4.

L
BnS” "~ "OH solide blanc
N

0 C1gH15NO4S
MM: 341,38 g/mol
Rdt: 84%
Pf: 194-196°C

0]

IR : 3383, 3028, 1719, 1619, 1493, 1101 cm’".

'H RMN (300 MHz, CDCL): § = 3,16 (dd, J= 3,6, 9,0 Hz, 1H, S-CHa(CO,H)-NFt), 3,22 (dd,
J=148,9,0 Hz, 1H, S-CH(CO,H)-NFt), 3,56 (s, 2H, PhCHS), 4,94 (dd, J = 3,6, 4,8 Hz, 1H,
CH(NFt)CO,H), 7,19-7,22 (m, SH, CeHsCHa), 7,68 (dd, J = 2,4, 4,2 Hz, 2H, Ft-H), 7,81 (dd,
J=24,42 Hz, 2H, Ft-H).

13C RMN (75 MHz, CDCL): & = 30,0 (SCH,CH-), 35,7 (PhCH.S), 50,1 (CH,CHCO,H),
123,7 (2C-Ft), 127,3 (p-C-PhCH.,S), 128,6 (2 m-C-PhCH,S), 128,9 (2 m-C-PhCH,S), 131,7
(2C-Ft), 134,3 (1C-PhCH,S), 137,2 (2C-Ft), 167,4 (2C-OCNHCO), 171,0 (CO,H).

(5)-2-(3-(Benzylthio)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)propanamido)acétate de méthyle 5

Apres dissolution de la N-phtalimido-S-benzyl-L-cystéine 4 (2 g, 5,86 mmol) et du
chlorhydrate de I’ester méthylique de la glycine 3 (736 mg, 5.86 mmol) dans 15 mL du
dichlorométhane (DCM), la triéthylamine (TEA) (4,08 mL, 29,43 mmol) et 863 mg ( 6,39
mmol) d’hydroxybenzotriazole (HOBt) sont additionnés a la solution. Aprés 10 min
d’agitation a 0°C, 1,32 g (6,4 mmol) de dicyclohexylcarbodiimide (DCC) sont ajoutés. Le
mélange réactionnel est laissé a cette température pendant 30 min, puis 48 h a température
ambiante. Apres filtration sous vide et évaporation du DCM, le résidu obtenu est solubilisé
dans 10 mL d’acétate d’éthyle et de nouveau filtré. L’acétate d’éthyle est alors lavée

successivement par 10 mL d’une solution aqueuse d’acide citrique (5%), 10 mL d’une
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solution aqueuse de carbonate de potassium (5%), 10 mL d’une solution aqueuse saturée de

NaCl, puis par 10 mL d’eau. La phase organique est séchée par MgSO4, filtrée et évaporée

sous pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice avec le
mélange cyclohexane/ AcOEt (3/1) comme ¢luant. Le produit final est recristallisé dans

1’éthanol pour donner 1,58 g du produit S pur.

o)
OM solide beige
BnS/\_.)J\N/\[( © Mm: 412,45 g/mol
NFt 0O C1HoN;05S
Rdt: 65%
Pf: 164-166 °C

[a]p = +40,77 (¢ = 0,4, CHCI3, 18°C).
IR: 3476, 3065, 2954, 1775, 1719, 1611, 1467, 900 cm".

'H RMN (300 MHz, CDCL): & = 3,24-3,29 (m, 2H, -S-CH,-CH(NFt)CONH- ), 3,74 (s, 3H,
CO2Me), 3,77 (s, 2H, PhCH,S), 4,46 (s, 2H, -CONH-CH,-CO2Me), 5,25 (dd, J = 6,00, 9,00
Hz, 1H, -CH(NFt)CONH-), 5,97 (s, bosse, 1H, CONH), 7,25-7,31 (m, SH, PhCH>), 7,73-7,76
(m, 2H, Ft-H), 7,85-7,88 (m, 2H, Ft-H).

13C RMN (75 MHz, CDCl3): § = 30,9 (SCHa), 35,7 (PhCH:S), 39,8 (NHCH2CO:Me), 50,8
(CO,CH3), 60,4 (SCH,CHCO), 123,7 (2C-Ft), 127,2 (C-PhCH.S), 128,5 (PhCH,S), 128,9
(PhCH,S), 131,8 (4C-Ft), 1342 (2C-Ft), 1373 (1C-PhCH.S), 167,5 (2C-Ft), 169,2
(CO:Me), 171,1 (CONHCH,CO:Me).

(8)-2-(3-(Benzylthio)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)propanamido) acide acétique 6

0 N 0 Mm: 398,43 g/mol
CooH1gN205S
Rdt: 79%

A une solution du composé précédent 5 (100 mg, 0,24 mmol) dans le méthanol (1,2 mL, 5
mL/mmol) est additionné le KOH (20 mg, 0,36 mmol) et de I’eau (0,24 mL, 1 ml/mmol). La

réaction est portée a reflux pendant 18 h. Apres refroidissement, le mélange réactionnel est
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acidifié¢ a pH = 1 avec une solution de HCI 3N et évaporé sous vide. La solution obtenue est
extraite avec 1’acétate d’éthyle (3 x 4 mL, 3x15 mL/mmol), la phase organique est séchée sur
MgSO4 filtrée et évaporée sous pression réduite. Le résidu est filtré sur un tampon de gel de
silice (5-6 cm) pour donner 76 mg du produit désiré 6 avec un rendement de 79% et qui a été

engagé directement dans 1’étape suivante.

(8)-4-Formyl-2-méthoxyphenyl-2-(3-(benzylthio)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)

propanamido) acétate 7

Apres dissolution du produit précédent 5 (60 mg, 0,151 mmol) dans un mélange de
dichlorométhane (DCM) (2 mL) et de diméthylformamide (DMF) (0,2 mL) 34,18 mg ( 0,17
mmol) de DCC sont ajoutés. Le mélange réactionnel est agité pendant 1 h a température
ambiante ensuite la 4-diméthylaminopyridine (DMAP) (20,2 mg, 0,17 mmol) et la vanilline
(22,9 mg, 0,15 mmol) sont ajoutées et 1’agitation est maintenue 24 h a température ambiante.
Le mélange est filtré sous vide et le solvant est évaporé. Le résidu est repris dans AcOEt (3 x
4 mL, 3x15 mL/mmol). La phase organique est séchée sur Na>SO4 et évaporée. Le produit
obtenu est purifi¢ par chromatographie sur gel de silice avec le mélange éther de pétrole

/AcOEt (4/6) comme €luant pour obtenir 46,7 mg du produit désiré.

O OMe
huile jaune
BnS/\;)kN/\[(O Mm: 532,56 g/mol
NEtE DO 0 CagH24N207S
Rdt: 58%
H

'H RMN (300 MHz, CDCL): § = 3,45 (t, J= 3,0 Hz, 1H, SCH,-CH(NFt)CONH), 3,45 (t, J
= 3,0 Hz, 1H, -SCH,-CH(NFt)CONH), 3,77 (s, 2H, PhCH,S), 3,90 (s, 3H, OMe), 3,96 (s, 2H,
CONHCH2CO,Ar), 4,45 (s, 2H, -SCH,-CH(NFt)CONH), 7,04 (d, J = 9,0 Hz, 1H, Ph-
CH.S), 7,22 (d, J = 6,0 Hz, 2H,Ph-CH.S), 7,42 (dd, J = 3,0, 6,0 Hz, 1H, Ph), 7,47 (d, J= 3,0
Hz, 1H, Ar), 7,49-7,50 (m, 3H, Ph), 7,75 (dd, J = 3,0, 6,0 Hz, 2H, Ft-H), 7,90 (dd, J = 3.0,
6,0 Hz, 2H, Ft-H), 9,82 (s, 1H, CONH), 9,95 (s, 1H, CHO).

13C RMN (75 MHz, CDCls): & = 29,4 (-SCH,CH), 35,7 (PhCH>S), 39,8 (NHCH,COAT),
56,1 (OCHs), 61,3 (SCH,CHCO), 61,7 (SCH.CH(NH)CO), 114,4 (C-Ar), 123,4 (2C-Ft),
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124,8 (2C-indole, 2C-Ft), 127,5 (C-Ar ), 128,5 (2C-Ph), 128,6 (2C-Ph), 132,0 (1C-Ph),
134,3 (2C-indole, 2C-Ft), 135,0 (C-ArCHO), 144,9 (C-Ar), 152,0 (MeOAr), 167,4 (2CO-
Ft), 169,7 (CONH), 168,4 (CO2Ar), 190,9 (CHO).

Procédure générale pour la synthése des chlorures d’acyle (9)

O~__OH O.__ClI
SOCl,

B B
reflux

A A

R R

Dans un ballon bicol surmonté d’un réfrigérant et sous courant d’azote, est additionné 1’acide
carboxylique anhydre 8 (5,0 mmol) ainsi que le chlorure de thionyle fraichement distillé (12,5
mmol) goutte a goutte. Le mélange est porté a reflux durant toute la nuit dans un bain d’huile.
Apres refroidissement, 1’exces de thionyle est évaporé sous pression réduite pour obtenir le
chlorure d’acyle désiré 9(a-d) avec un rendement entre 80-90%. Le produit obtenu est engagé

dans I’étape suivante sans purification.

Procédure générale pour la réaction de couplage de la cystéine-S-protégée avec les

chlorures d’acyle 10

Apres dissolution de S-benzyl-L-cystéine 2 (228,2 mg, 1,08 mmol) dans 5 ml d’une solution
d’hydroxyde de sodium (1M), le chlorure d’acyle 9 (1,08 mol) est ajouté a la solution. Le
mélange réactionnel est agité a température ambiante durant 5 a 12 h jusqu’a disparition totale
du produit de départ. Ensuite, le mélange est acidifié a pH = 1 avec une solution concentré de
HCI. Enfin, le résidu obtenu est filtré sur un tampon de gel de silice (5-6 cm) et est

recristallisé avec de H2O pour donner le produit désiré 10.
Acide (8)-2-(2-hydroxybenzamido)-3-(benzylthio) propanoique 10a

En utilisant la méthode générale de couplage des chlorures d’acyle 9 avec la cystéine-S-
protégée, 2,2 g du produit 10a ont été obtenus a partir de S-benzyl-L-cystéine 2 (2,3 g, 10,85
mmol) et le chlorure de 2-hydroxybenzoyle 9a (1,7 g, 10,85 mmol).
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BnS OH solide blanc
HN (0} Mm: 331,38 g/mol
C17H17NO4S
OH Rdt: 64%

Pf:153-155 °C

[a]p = +35, (c = 0,4, CHCls, 18°C).
IR: 3230, 2999, 2593, 1652, 1609, 1489, 1440, 1153, 1030 cm".

'H RMN (300 MHz, CDCls): & = 2,90 (dd, J = 6, 8 Hz, 1H, BnSCH>), 3,13 (dd, J = 6,0, 8,0
Hz, 1H, BnSCH>), 3,63 (s, 2H, PhCH»S), 4,81 (dd, apparait q, J = 6,0 Hz, 1H, CONH-CH-
CO2H), 6,35 (s, 1H, Ar-OH), 6,94-7,80 (m, 4H, Ar-OH), 8,40 (s, bosse, 1H, NH), 7,26-7,43
(m, 5H, Bn), 11,0 (s, 1H, CO2H).

Acide (S)-2-(4-méthoxybenzamido)-3-(benzylthio) propanoique 10b
1/ synthése de I’acide 4-méthoxybenzoique

O+_OH O+ _OH

M92804

NaOH
OH OMe

A une solution de NaOH (7 g, 0,175 mol) dans (50 ml) de H,O est ajouté 1’acide 4-
hydroxybenzoique (5 g, 36,2 mmol), le mélange est agité jusqu’a dissolution complete du
solide. Ensuite, le sulfate de diméthyle (3,74 ml, 39,4 mmol) est ajouté et le mélange est agité
pendant 20 minutes dans un bain d'eau froide afin que la température ne dépasse pas 35°C. Le
mélange est porté a reflux pendant 4 h. Apres refroidissement, la solution est acidifiée avec du
HCI concentré. Le solide obtenu est filtré sous vide, lavé avec du 1’eau et recristallisé avec un

mélange EtOH/H>O pour donner 5,25¢g d’acide 4-méthoxybenzoique.

@) OH
cristaux blancs
CgHgO3
Mm: 152,14
Rdt: 95%
Pf: 183-185 °C
OMe
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H RMN (300 MHz, DMSO): § = 3,83 (s, 3H, OMe), 6,96 (d, J = 6,0 Hz, 2H, Ph), 7,90 (d, J
= 6,0 Hz, 2H, Ph), 12,53 (s, 1H, COOH).

2/ synthese du produit 10b

En utilisant la méthode générale de couplage des chlorures d’acyle 9 avec la cystéine-S-
protégée, 500 mg du produit 10b ont été obtenus a partir de S-benzyl-L-cystéine 2 (482 mg,
2,28 mmol) et le chlorure de 4-méthoxybenzoyle 9b (390 mg, 2,28 mmol).

0
BnS%OH

HN. _O solide blanc
Mm: 345,41 g/mol
C18H19NO4S
Rdt: 63%
Pf: 99-101°C

OMe
[a]p =+21,2 (¢ = 0,7, CHCI3, 18°C).
IR: 3373, 2938, 1730, 1687, 1605, 1501, 1260, 1179 cm™.

TH RMN (300 MHz, CDCl3): & = 3,73 (s, 2H, PhCH:S), 3,83 (s, 3H, -CsH4sOMe), 3,87 (s,
2H, -SCH>CH), 4,91 (dd, apparait q, J = 6,0 Hz, 1H, CONH-CH-CO;H), 6,12 (s, bosse, 1H,
NH), 6,89- 6,95 (m, 3H, PhCH>S), 7,00 (d, J = 6,0 Hz, 1H, MeO-C¢Hs-), 7,26-7,28 (m, 2H,
PhCH>S), 7,75 (d, /= 9,0 Hz, 2H, MeO-CsHs-), 8,03 (d, /= 9,0 Hz, 1H).

13C RMN (75 MHz, CDCl): & = 33,0 (SCH,CH), 36,7 (PhCH,S), 55,9 (OCHs), 60,1
(CHNHCO), 114,5 (2C-MeOCsHa), 126,6 (1C-MeOCeHa), 127,0 (p-C-PhCH.S), 128,5 (2
m-C- PhCH,S), 128,8 (2C- PhCH,S), 133,0 (2C-MeOCsHs), 139,0 (1C-PhCH,S), 163,9
(1C- MeOCHa), 167,3 (NHCO), 178,8 (CO,H).

Acide (8,2)-3-(benzylthio)-2-(2-fluoro-3-phénylacrylamido) propanoique 10c

En utilisant la méthode générale de couplage des chlorures d’acyle 9 avec la cystéine-S-
protégée, 230 mg du produit 10¢ ont été obtenus a partir de S-benzyl-L-cystéine 2 (228 mg,
1,08 mmol) et le chlorure de (£)-2-fluoro-3-phénylacryloyle 9¢ (200 mg, 1,08 mmol).
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@
BnS/\HJ\OH solide beige
HN.__O

Mm: 359,41 g/mol
~Z°F Rdt: 55%
Pf: 149-151°C

[a]p = +44,16, (c = 0,24, CHCI;, 18°C).
IR: 3298, 2923, 1720, 1621, 1347, 1223, 1156, 805 cm’".

'H RMN (300 MHz, CDCls): § = 2,83 (dd, J = 3,0, 6,0 Hz, 2H, SCH.CH(CO,H)), 3,01 (dd, J
= 3,0, 6,0 Hz, 2H, SCH,CH(COH)), 3,76 (s, 2H, PhCH.S), 491 (q, J = 6,0 Hz, 1H,
CH(NH)CO,H), 6,54 (s, bosse, 1H, NH), 6,96 (d, Jir= 39,0 Hz, 1H, CH=CF), 7,12 (dd, J =
3,0,9,0 Hz, 1H, PhCH.,S), 7,24 (d, J = 3,0 Hz, 1H, PhCH.S), 7,31 (d, J = 3,0 Hz, 4H, Ph-
CH=), 7,40 (d, J= 9,0 Hz, 2H, PhCH,S), 7,63 (dd, J = 3,0, 9,0 Hz, 2H, PhCH,S).

13C RMN (75 MHz, CDCl3): & = 32,8 (BnSCHa), 36,7 (PhCH.S), 57,7 (CHNHCO), 116,9
(CH=), 127,4 (BnS), 128,7 (PhCH=), 128,8 (BnS), 128,9 (BnS, Ph-CH=), 129,6 (BnS), 130,3
(Ph-CH=), 131,0 (Ph-CH=), 137,3 (BnS), 1497 (d, J = 257,2 Hz, CH=CF), 161,0 (CONH),
174,1 (CO-H).

Acide (S,Z)-3-(benzylthio)-2-(3-(4-bromophényl)-2-fluoroacrylamido) propanoique 10d

En utilisant la méthode générale de couplage des chlorures d’acyle 9 avec la cystéine-S-
protégée, 446 mg du produit 10d ont été obtenus a partir de S-benzyl-L-cystéine 2 (236,6 mg,
1,12 mmol) et le chlorure de 4-bromophénylacryloyle 9d (295 mg, 1,12 mmol).

solide beige

(0]
BnS/\HJ\OH
HN O
Mm: 438,31 g/mol

=~ °F C19H17FNO3SBI’
Rdt: 91%
Pf: 111-113°C

Br

[a]p = +40,22, (c = 0,4, CHCls, 18°C).
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IR: 3340, 2914, 1716, 1640, 1548, 1260, 1121, 1074 cm".

IH RMN (300 MHz, CDCls): & = 3,00 (d, J = 6,0 Hz, 2H, BnSCHa), 3,74 (s, 2H, PhCH,S),
4,65 (s, bosse, 1H, NH), 4,84 (q, J = 6,0 Hz, 1H, CONHCH(CO.H)CH,S), 6,87 (d, Jur =
39,0 Hz, 1H, CH=CF), 7,15 (dd, J = 3,0, 6,0 Hz, 1H, PhCH,S), 7,26-7,30 (m, 4H, PhCH.S),
7,45 (d, J = 9,0 Hz, 2H, Br-CsHa-), 7,47 (d, J=9,0 Hz, 2H, Br-C¢Hy-).

13C RMN (75 MHz, CDCl3): & = 32,8 (BnCH:S), 36,7 (PhCH.S), 51,8 (CHNHCO), 113,7
(CH=), 123,9 (Ar-Br), 127,4 (BnS), 128,7 (BnS), 128,9 (Ar-Br), 129,9 (Ar-Br), 131,6 (BnS),
132,1 (Ar-Br), 137,4 (BnS), 149,54 (d, J = 273,8 Hz, =CF), 160,5 (d, J = 30,0 Hz, CONH),
173,6 (CO.H).

Acide (S,Z)-3-(benzylthio)-2-(2-fluoro-3-(2-méthoxyphényl)acrylamido)propanoique 10e

En utilisant la méthode générale de couplage des chlorures d’acyle 9 avec la cystéine-S-
protégée, 315 mg du produit 10e ont été obtenus a partir de S-benzyl-L-cystéine 2 (245 mg,
1,14 mmol) et le chlorure de 2-méthoxyphénylacryloyle 9e (241 mg, 1,14 mmol).

0
BnS/\HJ\OH
HN.___O

2 F

solide beige
Mm: 389,44 g/mol
Rdt: 71%
MeO Pf: 60-62°C

[a]p = +51,37° (c = 0,3, CHCl3, 18°C).
IR: 3403, 3326, 2926, 2851, 1731, 1627, 1254, 1190, 914 cm"".

'H RMN (300 MHz, CDCl:): & = 3,75 (s, 2H, PhCH.S), 3,83 (s, 3H, OMe), 3,84 (s, 2H,
SCH,CH), 4,88 (q, J = 6,0 Hz, 1H, CH(NH)CO:H), 6,51 (s, bosse, 1H, NH), 6,81 (d, J = 9,0
Hz, 1H), 7,16 (dd, J = 9,0, 3,0 Hz, 1H, Ph-CH=), 7,23 (d, J = 3,0 Hz, 1H, Ph-CH=), 7,34 (d,
Jur = 39,0 Hz, 1H, CH=CF), 7,26-7,31 (m, 5H, PhCH>S), 7,78 (d, J = 3,0 Hz, 1H, Ph-CH=).

13C RMN (75 MHz, CDCL): & = 32,7 (SCH,CH), 36,0 (PhCHzS), 51,0 (CHNHCO), 55,1
(OCH3), 106,8 (1C-BnS), 111,7 (CH=), 120,5 (1C-MeOPh), 124,8 (1C-MeOPh), 126,6 (1C-
BnS), 127,9 (2C-BnS), 1282 (2C-BnS), 129,3 (1C-MeOPh), 129,6 (1C-MeOPh), 136,6 (1C-
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MeOPh), 148,6 (=CF, d, J = 273,0 Hz,), 157,4 (1C-MeOPh), 159,6 (CONH, J = 30,0 Hz),
173,0 (CO,H).

(8)-2-(3-(Benzylthio)-2-(2-hydroxybenzamido)propanamido) acétate de méthyle 11a

Apres dissolution du produit 10a (1,97 g, 5,94 mmol) et de chlorhydrate de I’ester méthylique
de la glycine 3 (746 mg, 5,94 mmol) dans le dichlorométhane (DCM) (8 mL), la triéthylamine
(TEA) (1,24 mL, 8,95 mmol) et 884 mg (6,54 mmol) d’hydroxybenzotriazole (HOBt) sont
additionnés a la solution. Aprés 10 min d’agitation a 0°C, 1,35 g (6,54 mmol) de
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) sont ajoutés. Le mélange réactionnel est laissé¢ a cette
température pendant 30 min, puis 48 h a température ambiante. Apres filtration sous vide et
évaporation, le résidu obtenu est repris par 20 mL d’acétate d’éthyle et de nouveau filtré. La
phase organique est alors lavée successivement par 20 mL d’une solution aqueuse d’acide
citrique (5%), 20 mL d’une solution aqueuse de carbonate de potassium (5%), 20 mL d’une
solution aqueuse saturée de NaCl, puis par 20 mL d’eau. La phase organique est séchée par
MgSOs, filtrée et évaporée sous pression réduite. Finalement, le résidu est purifi¢é par
chromatographie sur gel de silice avec le mélange cyclohexane / AcOEt (9/1) pour donner 1,2

g du produit désiré 11a.

Pt
N
BnS™ Y 'N° "CO,Me huile jaune
HN.__o Mm: 402.46 g/mol
CooH22N205S
OH Rdt: 50 %

[a]p = +42,2° (c = 0,37, CHCl, 18°C).
IR: 3321, 2926, 2849, 2360, 1742, 1623, 1575, 1086 cm’.

'"H RMN (300 MHz, CDCl3): 8 = 2,79 (dd, J = 6,0, 9,0 Hz, 1H, CH,CH(NH)CO), 3,10 (dd, J
= 6,0, 9,0 Hz, 1H, CH.CH(NH)CO), 3,50 (s, 2H, BnSCH2-), 3,80 (s, 3H, OMe), 3,90 (d, J =
3,0 Hz, 1H, NHCH>CO2Me), 4,23 (d, J = 3,0 Hz, 2H, CONHCHCONH), 6,85 (m, 1H,
PhOH), 6,96 (m, 1H, PhOH), 7,23 (m, 1H, PhCH,S), 7,30 (m, 2H, PhCH>S), 7,44 (m, 2H,
PhCH>S), 7,50 (m, 1H, PhOH), 7,60 (m, 1H, PhOH), 7,89 (t, J = 6,0 Hz, 1H, PhOH), 8,08
(s, bosse, 1H, NH), 8,36 (s, bosse, 1H, NH), 12,00 (s, bosse, 1H, OH).

81



3C RMN (75 MHz, CDCl): & = 25,6 (SCH.CH(NH)CH), 33,9 (BnSCH,), 41,4
(NHCH>CO:Me), 52,0 (CO2Me), 55,6 (CH,CH(NH)CO), 113,9 (ArOH), 117,4 (ArOH),
118,9 (ArOH), 120,4 (PhCH.S), 125,4 (PhCH,S), 126,1(PhCH,S), 128,0 (Ph-CH,S), 1284
(Ph-CH,S), 129,1 (1C-ArOH), 134,6 (ArOH), 135,7 (PhCH.S), 143,6 (ArOH), 161,5
(CO:Me), 168,2 (NHCONHAr), 170,1 (CHCONHCH,CO,Me).

(5)-2-(3-(Benzylthio)-2-(4-méthoxybenzamido)propanamido) acétate de méthyle 11b

On fait réagir, le produit 10b (198,6 mg, 0,57 mmol), le chlorhydrate de 1’ester méthylique de
glycine 3 (71,6 mg, 0,57 mmol), TEA (0,44mL, 2,85mmol), HOBt (85,46 mg, 0,63 mmol), et
le DCC (130,5 mg, 0,63 mmol), selon le protocole précédent de la synthése de 11a. Apres
purification par chromatographie sur gel de silice avec le mélange cyclohexane /AcOEt (8/2),

163 mg du produit 11b ont été obtenus.

)
Bns” > N7 “CO,Me
HN__H ile i
0] huile jaune
Mm: 416,14 g/mol
C21H24N205S
Rdt: 68 %
OMe

[alp = +46,25° (¢ = 0,4, CHCl3, 18°C).
IR: 3062, 2924, 2851, 2359, 1784, 1698, 1436, 974 cm'.

'H RMN (300 MHz, CDCL): & = 2,88 (dd, J = 6,0, 9,0 Hz, 1H, SCHy), 3,09 (dd, J = 6,0, 9,0
Hz, 1H, SCHy), 3,72 (s, 3H, CO.CH3), 3,79 (s, 2H, SCH,Ph), 3,84 (s, 3H, OCHs), 4,03 (s,
2H, HNCH,CO:CH3), 4,69 (s, 1H, CH,CHNHCO), 4,80 (dd, J = 6,0, 9,0 Hz, 1H,
SCH,CH(NH)CO), 6,90 (d, J = 9,0 Hz, 2H, CH;0OPh), 7,23 (m, 1H, SCH,Ph), 7,30 (d, J =
6,0 Hz, 2H, SCH,Ph), 7,34 (d, J = 6,0 Hz, 2H, SCH,Ph), 7,76 (d, J = 9,0 Hz, 2H, CH;OPh),
7,81 (s, 1H, CO-NH-CH,CO,CH3).

13C RMN (75 MHz, CDCls): & = 28,0 (PhCH.SCH,-), 33,9 (PhCHaS), 40,3 (HN-CH,-
CO:Me), 52,5 (CO.CHs), 55,5 (SCH,CHCONH), 55,7 (OCHs), 113.9 (Ar-OMe), 125,4
(PhOMe), 126,1 (SCH2Ph), 1283 (CsHsCH.S), 129,1 (CsHsCHaS-), 132,6 (CsHsOMe),
137,7 (PhCH,S), 163,8 (MeOCsHz), 167,1 (ArCONH), 169,9 (CO:Me), 171,5 (CH,-CONH).
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(8,2)-2-(3-(Benzylthio)-2-(2-fluoro-3-phénylacrylamido)propanamido)acétate de méthyle
11c

En fait réagir, le produit 10¢ (100 mg, 0,278 mmol), le chlorhydrate de 1’ester méthylique de
la glycine 3 (35 mg, 0,279 mmol), TEA (0,20 mL, 1,44 mmol), HOBt (41,21 mg, 0,305
mmol), et le DCC (63 mg, 0,305mmol), selon le protocole de la synthése de 11a. Apres
purification par chromatographie sur gel de silice avec le mélange cyclohexane /AcOEt (9/1),

78 mg du produit 11¢ ont été obtenus.

0]
BnS” > N7 Co,Me
HN 5 huile jaune
Mm: 430,49 g/mol
=~ °F C22H23FN204S
Rdt: 64%

[a]p =+41,7° (¢ = 0,4, CHCl3, 18°C).
IR: 3050, 2924, 2851, 1701, 1652, 1438, 1085, 968 cm'.

'H RMN (300 MHz, CDCL): § = 2,86 (dd, J = 9,0, 6,0 Hz, 1H, CH,SCH,Ph), 3,00 (dd, J =
9,0, 6,0 Hz, 1H, CH,SCH,Ph), 3,64 (s, 3H, CO,CHs), 3,71 (s, 2H, SCH,Ph), 4,00 (s, 2H,
HNCH,CO:Me), 4,80 (dd, J = 9,0, 6,0 Hz, 1H, SCH,CH(NH)CO), 6,86 (d, Ji.r = 39,0 Hz,
1H, H-C=CF), 7,14 - 7,19 (m, 1H, Ph), 7,27 (m, 3H, SCH,Ph, PhCH=), 7,51 (m, J = 6,0 Hz,
4H, SCH,Ph, PhCH=), 7,67 (s, 2H, PhCH=), 8,0 ( s, bosse, 2H, NH).

13C RMN (75 MHz, CDCL): § = 27,5 (CH2SBn), 36,5 (S-CH,-Ph), 41,3 (HN-CH2-CO;Me),
49,8 (CO,CHs), 52,45( HN-CHCH,SPh), 125,2 (HC=CF), 127,3 (SCH,Ph), 128,6 (PhCH=),
128,8 (2PhCHa-, 2PhCH=), 129,1 (PhCH=), 129,5 (PhSCH,, PhCH=), 130,2 (PhCH=),
131,1 (PhCH=), 137,8 (PhCH,S-), 143,2 (O=C-NH-CH), 149.2 (d, J = 273 Hz, =CF), 169,6
(CO:Me), 170,1 (CH,-CO-NH).
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(8,2)-2-(3-(Benzylthio)-2-(3-(4-bromophényl)-fluoroacrylamido) propanamido) acétate
de méthyle 11d

On fait réagir, le produit 10d (217 mg, 0,495 mmol), le chlorhydrate de 1’ester méthylique de
la glycine 3 (62,15 mg, 0,495 mmol), TEA (0,34 mL, 2,47 mmol), HOBt (72,69 mg, 0,538
mmol), et le DCC (111 mg, 0,538 mmol), selon le protocole de la synthése de 11a. Apres
purification par chromatographie sur gel de silice avec le mélange cyclohexane /AcOEt (8/2),

182 mg du produit 11d ont été obtenus.

(0]
BnS/\:)J\N/\COZMe
HN g
huile jaune
E Mm: 509,38 g/mol
szszBrFN204S
Rdt: 72%

Br
[alp =+ 32,4° (¢ = 0,3, CHCI3, 18°C).
IR: 3062, 2924, 2360, 1704, 1437, 1090, 974 cm™.

'H RMN (300 MHz, CDCls): & = 2,85 (dd, J = 9,0, 6,0 Hz, 1H, CH2SBn), 3,00 (dd, J = 9,0,
6,0 Hz, 1H, BnSCHa), 3,60 (s, 3H, CO,CH3), 3,69 (s, 2H, PhSCHa), 4,01 (s, 2H,
CH,CO:Me), 4,71 (dd, J = 9,0, 6,0 Hz, 1H, HN-CH(CH,S)-CONH), 6,82 (d, Jur = 39,0 Hz,
1H, H-C=CF), 7,19 (m, 1H, PhSCH.S), 7,23 (m, 2H, PhSCH:S), 7,36 (m, 2H, PhSCH.),
7,40 (d, J = 6,0Hz, 2H, Ph-Br-), 7,50 (d, J =6,0 Hz, 2H, Ph-Br-), 7,67 (s, 1H, NH), 7,70 (s,
1H, NH).

BCRMN (75 MHz, CDCls): § = 33,8 (CH2S), 36,5 (S-CH,Ph), 41,3 (HN-CH2CO2Me), 49,9
(CO,CH3), 52,4 (HN-CH(CH,S)CO), 110,8 (HC=CF), 118,1 (Br-Ph), 124,6 (Br-Ph), 125,4
(SCH,Ph), 127,2 (2PhSCH.), 128,6 (2Ph-Br, 2PhCH,S), 128,9 (Br-Ph), 131,5 (2PhBr-),
131,9 (PhCH:S), 137,8 (PhCH:S), 149,5 (d, Jor = 268,5 Hz, =CF), 162,5 (CO:Me), 170,1
(CH-CO-NH).
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Chapitre 111

Activites biologiques
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I. Le stress oxydant
L’oxygene est un ¢élément indispensable a la vie mais aussi dans certaines situations, il peut
provoquer des effets néfastes sur le corps humain. Il est a 1’origine des effets comme la
toxicité, 1’acidité, I’altération et la dégénérescence. De plus, toute surconsommation de cette

molécule peut conduire a un état de stress oxydant @)

La définition de la notion de stress oxydant a été donnée la premicre fois en 1991 par Sies.
C’est I'incapacité de 1’organisme a se défendre contre 1’agression des espéces oxygénées
réactives (EOR), suite a un déséquilibre di, soit a un exces de production des EOR, soit a une

diminution de la capacité de défense antioxydante7®.

Le controle de la production et de 1’équilibre des EOR est donc trés important. Divers
systémes enzymatiques ont été développés chez les étres vivants en aérobie pour prévenir ces
déséquilibres. Une famille d’enzyme, les glutathion peroxydases, joue un rdle déterminant
dans ce controle. Elle posséde des propriétés anti-oxydantes vis-a-vis du peroxyde

d’hydrogene (H20:) et de différents hydroperoxydes toxiques pour la cellule.

II.  Les radicaux libres
La chimie des radicaux libres attire l'attention des chercheurs a cause de leur role central dans
diverses conditions physiologiques ainsi que leur implication dans un large éventail de
pathologies humaines'’”. En effet, les radicaux libres sont des espéces chimiques, molécules
ou simples atomes qui possedent un ou plusieurs électrons célibataires non appariés sur leur
couche externe. Cet état leur confere une instabilité énergétique et cinétique. Ils apparaissent
soit au cours de la rupture symétrique d’une liaison covalente pendant laquelle chaque atome
conserve son électron, soit au cours d’une réaction redox avec perte ou gain d’électrons a

partir d’un composé non radical 7®.

Du fait de leur instabilité énergétique, les radicaux libres ont tendance a revenir rapidement a
un état stable en donnant ou en prenant un électron a une autre molécule: ils peuvent donc étre
réducteurs ou oxydants. En jouant le role d’accepteur ou donneur d’électrons, les radicaux
libres ont ainsi la propriét¢ d’étre extrémement réactifs vis-a-vis des autres molécules,

possédant un temps de demi-vie extrémement court (de la nano- a la milli seconde)®.

86



III.  Production des radicaux libres
1) Radical superoxyde Oz
L’anion superoxyde est le radical le plus répandu des EOR. Il est formé par une réaction
d'auto-oxydation par un procédé enzymatique et par des réactions de transfert d'électrons non
enzymatiques dans lesquelles un électron est transféré a 1'oxygeéne moléculaire. Il est
principalement produit dans les mitochondries et sa réactivité avec les biomolécules est

faible!"?,

2) Peroxyde d’hydrogéne (H2032)
Le peroxyde d’hydrogene peut étre formé a partir de I’anion superoxyde ou bien lors d’une
réaction catalysée par l'enzyme superoxyde dismutase (SOD). Ce peroxyde n’est pas un
radical libre, mais il peut endommager la cellule a une concentration trés faible de 10 uM en
produisant des composés radicalaires tres réactifs et trés toxiques. Le H2O: peut facilement
pénétrer les membranes biologiques mais il n'a pas d'effet direct sur ' ADN. Les principales
enzymes antioxydantes qui peuvent éliminer le H>O; sont la catalase et le glutathion

peroxydase!’”?.

3) Radical peroxyle ROO’
Le radical peroxyle est un radical secondaire issu de I’oxydation de substrats organiques dans
les systémes vivants. Sa forme la plus simple est le radical hydroperoxyle (HOO") qui est
formé par la protonation de 1’anion superoxyde. Les radicaux peroxyles sont a I’origine de la

peroxydation des acides gras et peuvent favoriser le développement des tumeurs 7).

4) Radical hydroxyle "'OH
Le radical hydroxyle est la forme neutre de 1'ion hydroxyde et constitue un radical libre treés
réactif. Il peut réagir fortement avec les molécules organiques et inorganiques, y compris
I'ADN, les protéines, les lipides et les glucides. Il est formé par une réaction de Fenton, dans
laquelle le H,O» réagit avec des ions métalliques (Fe*™* ou Cu"), liés souvent a différentes
protéines telles que la ferritine (une protéine intracellulaire qui stocke le fer) et la

céruléoplasmine (protéine transporteuse de cuivre dans le plasma).

Dans des conditions de stress, un exces d’O:" libére du fer libre a partir de la ferritine et le fer

libre libéré participe a la réaction de Fenton pour former le *OH qui est un groupe tres
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toxique’”. 11 se forme également par une réaction entre le radical superoxyde et H,O appelée

réaction de Haber-Weiss7?.

Réaction de Fenton : Fet?2 + H,0, Fe'3 + °OH + OH

Réaction de Haber et Weiss: 0O, + HyOy 0O, + °OH + OH

IV.  Conséquences des radicaux libres et du stress oxydant
Dans une situation de déséquilibre entre la production des radicaux libres et les défenses
antioxydantes, les premiers radicaux sont produits a des concentrations tres €levées, ce qui
conduit a un état de stress oxydatif. Puisque ces radicaux libres sont trés réactifs, ils peuvent
endommager des classes importantes des molécules biologiques, y compris les acides

nucléiques, les protéines et les lipides®?.

L’attaque de radicaux libres sur les protéines peut étre la cause de certaines maladies telles
que la cataracte. Leur effet sur le cholestérol LDL est trés probablement responsable des
maladies cardiaques. Au niveau de I’ADN, ils induisent de nombreuses 1ésions de ce dernier
provoquant le déclenchement des mutations et d’autres effets génétiques 1étaux corrélés avec
le cancer. Les radicaux libres entrainent de nombreuses maladies dégénératives chez
I’homme, affectant une grande variété de fonctions physiologiques telles que 1’athérosclérose,
le diabéte, les 1ésions ischémiques, les maladies inflammatoires (polyarthrite rhumatoide),
maladies neurologiques, I’hypertension et ils sont également responsables des maladies du

vieillissement®V,

V.  Défense contre les radicaux libres
Les radicaux libres sont soigneusement régulés dans le corps humain a l'aide des interventions
suivantes :

1) Enzymes destructeurs des radicaux libres
*Superoxyde dismutase (S.0.D.): localisée dans les mitochondries des cellules humaines ou

dans les centrales productrices d'énergie, elle transforme les radicaux superoxydes en

peroxydes d'hydrogéne beaucoup moins réactifs®?).
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*La Catalase: c’est une enzyme intracellulaire, située principalement dans les peroxysomes.
Elle décompose les peroxydes d'hydrogeéne en molécules d'eau pour prévenir la formation de

radicaux hydroxyles. Elle est surtout présente au niveau des globules rouges et du foie®?.

*Glutathion peroxydase: La GPx, protéine contenant 4 atomes de sélénium dans son site actif,
elle est présente dans le cytosol, les mitochondries et la circulation sanguine. Cette enzyme
augmente la capacité du glutathion réduit (GSH) a libérer I'hydrogeéne vers un radical

hydroxyle ou un peroxyde d'hydrogéne pour former de I'eau®?.

2) Molécules antioxydantes non enzymatiques
L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a piéger les radicaux libres, en
particulier, les radicaux oxygénés. On peut aussi définir un antioxydant comme une substance
qui est capable de piéger des radicaux libres pour engendrer un radical stable. Les molécules

antioxydantes les plus puissantes et les plus connues sont :

*Le glutathion : le GSH est le thiol le plus abondant dans 1’organisme humain et les systémes
vivants. Il est D’antioxydant le plus puissant a cause de son caractere nucléophile et
radicalaire. Il joue un r6le majeur dans la protection des lipides, des protéines et des acides
nucléiques contre 1'oxydation. Le glutathion peut chélater les ions métalliques, ce qui limite
leur participation a la génération de radicaux libres par des réactions de type Fenton. De plus,
le GSH est capable de réagir directement avec les radicaux hydroxyles, et peroxyles. Le
glutathion est aussi un cofacteur indispensable au bon fonctionnement de la glutathion

peroxydase®¥.

*La carnosine (p-alanyl-L-histidine): un dipeptide naturel et non enzymatique, la carnosine
est présente dans de nombreux tissus et principalement dans les muscles et le cerveau avec
des concentrations €levées. Elle a ét¢ découverte en 1994, comme étant un antioxydant naturel
et un piégeur de radicaux libres®>. Il a été prouvé que la carnosine peut agir en tant que
tampon neutralisant de l'acide lactique produit dans le muscle squelettique au cours de la
glycolyse anaérobie. Elle s’est révélée aussi un agent chélateur efficace du cuivre. Des auteurs
rapportent que la carnosine est un piégeur efficace d'oxygene singulet : elle le désactive

efficacement, et protége I’ADN contre les dommages oxydatifs®®.
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*L acide ascorbique (vitamine C): I'un des principaux antioxydants hydrosolubles présents
dans les fluides intra- et extra-cellulaires, la vitamine C agit en permettant la régénération de
la vitamine E in vivo, mais peu in vitro. In vivo, elle est maintenue sous forme réduite par
l'action de la déshydroascorbate réductase qui utilise le glutathion comme cofacteur. Elle

assure la réduction de la vitamine E oxydée!’® en la régénérant.

*Le tocophérol (vitamine E): elle agit in vivo et in vitro en neutralisant les radicaux libres,
devenant elle-méme un radical non toxique. La vitamine E est I'antioxydant liposoluble qui a
la plus grande concentration molaire cellulaire. La vitamine E permet de diminuer la
peroxydation lipidique dans la membrane cellulaire et au sein des LDL. Elle est trés active
dans la résistance a l'oxydation des LDL. L'oxydation des LDL est précédée par une
disparition séquentielle des antioxydants endogenes, en particulier celle de la vitamine E et
des caroténoides, ce qui semble confirmer le r6le protecteur de ces composés. Dans le
plasma, la vitamine E est transportée par les LDL. Elle est distribuée aux cellules par le
récepteur du cholestérol™. Les deux vitamines E et C sont nécessaires pour la protection

contre la peroxydation lipidique.

Il existe d’autres antioxydants tels que la p-caroténe (provitamine A) et les composés
phénoliques. Les ¢tudes ont prouvé que ces antioxydants empéchent 1'oxydation causée par
les radicaux libres in vitro et in vivo. En effet, la plupart des antioxydants posseédent des
groupes hydroxy-phénoliques dans leurs structures. Les propriétés antioxydantes sont
attribuées en partie a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que

les radicaux hydroxyles (OHs) et superoxyde (Oz¢) ®7.

VI. Evaluation de ’activité antioxydante :

Dans la littérature, plusieurs méthodes et techniques ont été trouvées pour suivre 1’état
d’oxydation des molécules et évaluer leur activité antioxydante®). Les méthodes les plus
connues et souvent utilisées sont la méthode du piégeage du radical libre DPPHe (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl) et le test de la réduction du fer (FRAP). Ce sont les deux tests que

nous avons appliqués dans notre étude.

1) Méthode de piégeage du radical libre DPPH
Le radical DPPHe- est I’un des substrats les plus utilisés généralement pour I’évaluation rapide

et directe de ’activité antioxydante en raison de sa stabilité sous forme radicalaire et a la
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simplicité de ’analyse ®%. Ce composé chimique, 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle fut 1’un des
premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydante des
composés phénoliques®?. 11 posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote.
Du fait de cette délocalisation, les groupes du radical ne forment pas des dimeres, le DPPHe
reste sous sa forme monomere relativement stable a température ordinaire. La délocalisation

est aussi a ’origine de la couleur violette bien caractéristique de la solution de DPPHs.

La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration
violéte, due a une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométrie UV-

visible a 515-518 nm.

MN—M MNO 5

Figure 1: Structure chimique du radical libre DPPHe

Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire de deux types de
mécanismes:
e libération de I’atome d’hydrogeéne du groupement hydroxyle (cinétique rapide de
certains acides et dérivés phénoliques).

e libération d’un électron (cinétique lente des dérivés de sucres et des anthocyanes) ©V.

2) Méthode de réduction du fer FRAP
Cette technique est un essai simple, rapide et reproductible. Son évaluation est basée sur la
réaction de réduction du (Fe™) présent dans le complexe ferrocyanure de potassium en (Fe ™).
La réaction est révélée par le virage de la couleur jaune du fer ferrique (Fe*) a la couleur
bleu-vert du fer ferreux (Fe'?). L’intensité de cette coloration est mesurée par
spectrophotometrie UV-visible a 700 nm. Le protocole expérimental que nous avons utilisé

est celui décrit par Oyaizu®?.
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VII. Résultats et discussions
L’évaluation de I’activité biologique des fragments synthétisés a été réalisée au sein de notre

laboratoire en suivant les deux méthodes déja mentionnées :

1) Méthode de piégeage du radical libre DPPH
Les produits nouvellement synthétisés ont été testés en appliquant le test DPPH pour
déterminer leur activité antioxydante selon une procédure décrite dans la littérature®® (figure
2). Ce test est I’'une des méthodes les plus simples et les plus rapides pour évaluer le pouvoir
antioxydant des extraits ou des composés purs. Il est basé sur la mesure de la capacité
réductrice des antioxydants vis-a-vis de la DPPH, caractérisée par une couleur pourpre foncée
qui s'estompe en présence d'un agent antioxydant. Cette capacité peut Etre évaluée en
mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm de la solution aprés la réaction radicalaire

avec le produit a tester®.

/\;)km/\é(om«e N/\[( @ 5 “co,Me

11 a-b

O

Bng” > COH an/\/cozH ; “>co,Me
: HN

HN.__O
A
X
R 10a-b 10 c-e VA Med

R:a=H, b=2-OMe, c = H, d =4-Br, e =2-OMe

Figure 2: structures chimiques des composés testés
a) Interprétation des résultats
Afin de comprendre les résultats expérimentaux obtenus, d’abord il est nécessaire de calculer

les pourcentages d’inhibition du radical libre DPPHe selon la formule suivante :

% d’inhibition (DPPH*) = [(AC — AT) / AC] x 100
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e AC : Absorbance du controdle.

e AT : Absorbance du test effectué.

Ainsi, la ICso ou la concentration inhibitrice de 50 % est la concentration de 1’échantillon testé
nécessaire pour réduire 50% du radical DPPHe. L’ICs¢ est calculée graphiquement a partir des
courbes tracant les pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des

solutions d’échantillons utilisés®?.

Le pourcentage de DPPH était proportionnel a la concentration en antioxydant. Plus la valeur
de I'ICso est faible, plus l'activité antioxydante est meilleure. Chaque essai a ét¢ réalisé trois
fois. Tous nos composés ont montré une bonne activité antioxydante. Les graphes ci-dessous
présentent les pourcentages d’inhibition obtenus en fonction des concentrations utilisées pour

chaque produit testé :

Commencant par le premier fragment synthétisé, le dipeptide cystéinyl-glycyle du glutathion
5 a montré la plus faible valeur de 1’ICso observée dans 1'ensemble des résultats obtenus. Nous
pensons que l'acide carboxylique devrait rester libre pour un meilleur pouvoir antioxydant. Ce
composé 5 nous a servi comme référence pour I'évaluation du pouvoir antioxydant de tous nos
composés en ce qui concerne I'amélioration ou la diminution de l'activité antioxydante (figure
3). Par la suite I’hybride peptido-phénolique 7 a montré une bonne activité antioxydante par
rapport au composé précédent avec une valeur de ICso= 2,46 + 0,05 mg/mL. Cela pourrait
étre attribué a la présence de la vanilline sur la structure. Ce composé peut étre comparé a la

série phénolique 11a et 11b (figure 3).

60
c
.0
2 40
Qo
£ 5
5 20
X ——
O T T T T 1
0 1 2 3 4
concentrations (mg/mL)

Figure 3: % d’inhibition du DPPH en fonction de concentrations pour 5 et 7

ICs0: 3,40 £ 0,03 mg/mL (5); ICso0: 2,46 £ 0,05 mg/mL (7)
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En ce qui concerne la série des dérivés phénoliques, tous les produits testés 10 (a-b) et 11 (a-
b) ont montré une bonne activité antioxydante (figure 4 et 5). Le produit 11a a montré le

meilleur pouvoir antioxydant de la série avec une valeur de I’ICso= 1,65 mg/mL.

Il est important de noter que les meilleures activités antioxydantes ont été observées sur les
composés avec une fraction carboxylique libre alors que leurs esters correspondants
montraient des activités moindres que celles de leurs précurseurs. D’aprés les résultats
obtenus, nous pouvons déduire qu'un groupe hydroxyle non protégé peut mieux contribuer a

l'activité antioxydante qu'un groupe hydroxyle masqué.

80 80 -
c c
S 60 S 60 -
o o
= 40 .// = 40 -
£ 10a £ =@—11a
T 20 T 20 +
X =@=10b LS =0—11b
0 . . 0 . .
0 2 4 0 2 4
concentrations (mg/mL) concentrations (mg/mL)

Figure 4 : courbes DPPH pour 10a et 10b.  Figure S:courbes DPPH pour 11a et 11b.
ICs0: 2,14 £ 0,05 mg/mL (10a); ICso: 2,20 + 0,04 mg/mL (10b); ICso: 1,65 = 0,12 mg/mL
(11a); 1Cso: 2,59 £+ 0,05 mg/mL (11b)

Passant a la série des dérivés fluorés, le composé 10e a montré la meilleure activité
antioxydante (ICso= 1,35 mg/mL), suivi du 10d (ICso= 1,64 mg/mL) et enfin du 10¢ (ICs0=
1,91 mg/mL) (figure 6). Les dérivés fluorés 10 (c-e), ont montré de bonnes et meilleures
activités antioxydantes par rapport a la précédente série de dérivés phénoliques, parmi
lesquelles le 10e ayant affiché la meilleure activité antioxydante de toutes celles observées.
Ceci est probablement dii a la présence du groupe méthoxy sur le phényle en plus de la

fraction cinnamoyle et de I’atome du fluor.
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Figure 6: % d’inhibition du DPPH en fonction de concentrations pour les dérivés 10(c-e)
ICs0: 1,91 £ 0,04 mg/mL (10¢); ICs0:1,64 + 0,05 mg/mL (10d); ICso: 1,35 + 0,05 mg/mL
(10e)

Dans cette série de dérivés, seule la présence de la fraction cinnamoyle et de 1’atome du fluor
pourrait expliquer le meilleur pouvoir antioxydant observé. Il a été démontré que l'acide
férulique pourrait aider a prévenir et a controler les infections de virus a ARN en
potentialisant la production d'interféron de type 1. L'introduction de la fraction férulyle
dans la structure pourrait étre une approche intéressante lors de la recherche de I'amélioration
de l'activité¢ antioxydante d'une molécule cible. D’autre part, les tests réalisés sur les dérivés
11c et 11d (figure 7), ont montré une diminution de leur activité antioxydante par rapport a
leurs précurseurs 10(c-d) (figure 6). Les valeurs affichées de 1’ICso sont respectivement 2,20 +

0,02 mg/mL et 2,6 = 0,04 mg/mL.

A U0 O
o O O
I I )

=0—11c
=@=11d

% d'inhibition
N W
o O

[Eny
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o

0 1 2 3 4

concentrations (mg/mL)

Figure 7: % d’inhibition du DPPH en fonction de concentrations pour les dérivés 11(c-d)

ICs0: 2,20 £ 0,02 mg/mL (11c¢); ICso: 2,6 + 0,04 mg/mL (11d)
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2) Méthode de réduction du fer FRAP
Pour confirmer l'activité antioxydante des produits synthétisés, nous avons procédé a une
autre évaluation selon la méthode FRAP puisque c’est un test simple, rapide et reproductible.
Le pouvoir réducteur du fer (Fe’") dans les échantillons est déterminé selon la méthode
décrite par Oyaizu®?. La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre
un blanc préalablement préparé, en remplagant 1’échantillon par de ’eau distillée qui permet

de calibrer I’appareil (UV-VIS spectrophotométre).

a) Interprétation des résultats
Neufs composés ont été évalués en utilisant la méthode de FRAP. Chaque test a été répété
trois fois. Les graphes ci-dessous montrent les valeurs de I’absorbance obtenues en fonction
de différentes concentrations utilisées pour chaque produit testé. Une augmentation de
I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des échantillons testés®®.
Toutes les valeurs FRAP des échantillons testés étaient proportionnelles aux concentrations,
ce qui met en évidence le pouvoir réducteur des composés synthétisés. De plus, il convient de

mentionner que les produits 10 (a-b) et 11b ont montré un pouvoir réducteur meilleur et plus

important que notre référence qui est le composé 5 (figure 8).

0.9 -+
0.8 -
0.7 4
0.6 -
0.5 4

0.4 - 10a
0.3 1 ——10b
0.2 -

0.1 A =—11b

Absorbance

1 2 3 4 5

concentrations (mg/mL)

Figure 8:courbes FRAP des dérivés phénoliques.
En ce qui concerne la série cinnamoyle, les dérivés fluorés ont donné de meilleures valeurs

pour les tests FRAP par rapport a la série des dérivés phénoliques comme indiqué ci-dessous

par les figures 9 et 10. Cela a confirmé que la série cinnamoyle pourrait servir a l'avenir pour
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l'extension des travaux en termes de recherche d'activités antioxydantes et anti-inflammatoires

améliorées.
1 4 1 -
9 0.8 - g 0.8 -
c i c i
-‘é 0.6 =@=10c _fés 0.6
204 - / 204 - =@=11cC
a =0-10d || &
<, &= <, . —o—11d
10e )
0 T T T T 1 0 T T T T 1
05 14 2 2.7 3 1 2 3 4 5
concentrations (mg/mL) concentrations (mg/mL)

Figure 9: courbes FRAP pour les dérivés 10 Figure 10: courbes FRAP pour les dérivés 11

3) Conclusion

Dans cette partie réservée a 1’évaluation de 1’activité antioxydante des composés synthétisés,
nous avons rapporté les résultats des tests de pi¢geage du radical libre DPPH ainsi que le test
de réduction du fer (FRAP). Tous nos produits ont montré une bonne activité antioxydante.
Les résultats obtenus nous ont amené a déduire qu'une fraction carboxylique libre peut mieux
contribuer a l'activité antioxydante que celle d’une fonction protégée. Il est important de
mentionner que les meilleures activités antioxydantes ont été observées sur les dérivés

cinnamoyles fluorés, ce qui prouve I’importance de ce motif dans I’amélioration de I’activité

antioxydante.

Afin de confirmer notre hypothése de départ, nous avons procédé a une comparaison des
résultats obtenus avec celles de la littérature. Toutes les valeurs obtenues pour les dérivés de
la cystéine sont meilleures que celles obtenues par M. Smietana et son équipe pour la cystéine
ICso = 3,025 mg/mL ©7 ainsi que F. Esra Onen Bayram et son équipe qui ont trouvé ICso =
2,32 mg/mL ¥, Ces résultats montrent une avancée dans 1’amélioration de 1’activité anti-

oxydante des dérivés de la cystéine, et donc de ceux du glutathion.
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Partie expérimentale:
1) Test de piégeage du radical libre DPPH des solutions d’échantillons

La méthode du DPPH consiste a utiliser le radical stable, 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
(DPPH") dans le méthanol. La réduction du DPPH est suivie par la mesure de 1’absorbance de
la solution a une longueur d’onde caractéristique (517 nm). A cette longueur d’onde, le
radical absorbe, mais aprés sa réduction par 1’antioxydant ou un autre radical, I’absorption

diminue.

Les dosages sont effectués dans des micro-cuvettes en verre, ou on mélange 1,5 ml d’une
solution de DPPH dans le méthanol avec 0,750 ml de la solution d’échantillon a différentes
concentrations (3, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125 et 0,0625 mg/ml). L’absorbance est ensuite mesurée
aprés 30 minutes avec un spectrophotométre UV a 517 nm. Les valeurs de 1’ICso sont
exprimées en mg/mL et sont déterminées a partir des graphes tracant les pourcentages

d’inhibition en fonction de différentes concentrations des solutions d’échantillons.

2) Test de la réduction du fer FRAP (FRAP)

Un millilitre de chaque composé dans le méthanol a différentes concentrations (de 0,5 a 3
mg/ml) est mélangé avec 2,5 ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml
d’une solution de ferricyanure de potassium K3zFe(CN)s a 1%. L’ensemble est incubé au bain-
marie a 50°C pendant 20 min. Ensuite 2,5 ml d’acide trichloroacétique a 10% sont ajoutés
pour stopper la réaction et les tubes sont centrifugés a 3000 tr/min pendant 10 min. Un
aliquote (2,5 ml) de surnageant est combinée avec 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml d’une
solution aqueuse de FeCls; a 0,1 %. La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel se fait a
700 nm contre un blanc préalablement préparé, en remplacant 1’échantillon par de 1’eau

distillée qui permet de calibrer le spectrophotométre UV-VIS.
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Conclusion générale et perspectives
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Conclusion générale

Cette theése s’intégre dans un cadre de continuité et de développement d’axes de recherche
développés dans notre laboratoire, relatif a la mise au point de méthodologies adéquates et
appropriées dans la synthese de peptides a visée thérapeutique et a 1’évaluation de leur activité

biologique.

Notre objectif principal a travers ce travail était la synthése de nouvelles molécules dérivées
du glutathion métaboliquement stables et susceptibles d’étre engagées dans la lutte contre le
stress oxydatif. Le travail effectu¢ au cours de cette thése est subdivisé en deux parties. La

premigére partie a été réalisée a I’université de Rouen au sein de I'unité de recherche COBRA.

Dans la premiére partie, nous avons développé une nouvelle voie d’acces, alternative et
efficace aux a-fluoroacrylates tri-substitués par une réaction de Heck décarboxylante
catalysée par le palladium (schéma 1). Cette méthodologie donne des rendements allant de
bons a quantitatifs et permet d’obtenir des a-fluoroacrylates tri-substitués avec une excellente
sélectivité. Le seul inconvénient de cette réaction est qu’elle est limitée aux acides benzoiques
substitués en ortho, ortho-ortho’ et ortho-para. Bien que D’illustration de la réaction soit
limitée, cette méthodologie a permis d’accéder avec succes a 16 a-fluoroacrylates tri-

substitués originaux non décrits auparavant.

COOH Pd(TFA), 20 mol%
B 5y COMe  Ag;CO; (3 équiv) SN COMe
/G * F S F
R Dioxane/DMSO 95/5 R
120 °C, 12h 18 exemples

Schéma 1: réaction de Heck décarboxylante pour la synthése d’a-fluoroacrylates tri-

substitués

Afin de montrer l'utilité des fluoroacrylates synthétisés, nous les avons engagés dans des
réactions de post-fonctionnalisation. Parmi les fluoroacrylates obtenus, leur hydrolyse a donné
les acides fluoroacryliques avec des rendements excellents (schéma 2). Les acides
carboxyliques obtenus étaient de trés bons candidats en tant que produits de départ pour la

synthese de quelques-uns de nos hybrides de glutathion.
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reflux, 18h

Schéma 2: réaction d’hydrolyse d’a-fluoroacrylates

Par la suite, nous nous sommes intéressés a l’extension de cette méthodologie aux a-
trifluorométhylacrylates trisubstitués vu que trés peu de travaux ont été rapportés dans la
littérature pour accéder a ces composés intéressants (schéma 3). Nous avons réussi a
synthétiser une série des o-trifluorométhylacrylates tri-substitués avec des rendements allant
de modérés a excellents. Malheureusement cette réaction ne fonctionne qu'avec des acides

carboxyliques riches en ¢électrons.

Pd(TFA), (10 mole%)

/W + y v~ CFj3
R

CF3 Dioxane/DMSO 95/5 R
120 °C, 12h

10 exemples

Schéma 3: réaction de Heck décarboxylante pour la synthése d’a-

trifluorométhylacrylates

Ensuite, dans la seconde partie de ce travail, nous nous sommes orientés vers la synthese des
molécules hybrides dérivées du glutathion ainsi que 1’évaluation de leur activité antioxydante.
Nous avons réalis¢ une synthése simple et abordable de quelques peptidomimétiques du
glutathion qui peuvent étre impliqués dans la lutte contre le stress oxydatif. Cette synthese a
été basée sur l'incorporation a la cystéine d'un motif bioactif, sachant que la cystéine qui est le
principal agent responsable des propriétés biologiques du glutathion. Comme fraction
bioactive intéressante, nous avons ciblé des phénols ainsi que les a-fluoroacrylates synthétisés
précédemment. Les produits visés ont été synthétisés avec succes et les rendements étaient

bons (Schéma 4).
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Schéma 4: structures chimiques des molécules synthétisées

Par la suite, la derniére partie de cette thése a été consacrée a 1'évaluation de 1’activité
biologique des molécules résultantes. Ainsi, nous avons procédé a 1'étude du pouvoir
antioxydant en utilisant le test de DPPH ainsi que le test FRAP. Tous nos produits ont montré
une bonne activité antioxydante. La variété des structures évaluées nous a permis d’établir
une relation structure-activité. Une fraction carboxylique libre peut mieux contribuer a
l'activité antioxydante que celle d’une fonction protégée. Les meilleures activités
antioxydantes ont été observées sur les dérivés portant le fluor, ce qui prouve I’importance
d’une fraction fluorée dans I’amélioration de 1’activité antioxydante. Une comparaison entre
les nouvelles molécules synthétisées et le produit de référence le fragment cystéinyl-glycyle

confirme I’'influence de la fraction bioactive introduite a la structure.

Enfin, il serait aussi intéressant d’engager les différentes molécules synthétisées dans des tests

d’activité anti-inflammatoire vu que celle-ci est toujours corrélée a I’activité antioxydante.
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Résumé: Le glutathion est I'un des principaux antioxydants du corps humain qui lui permet de faire
face au stress oxydatif. Son taux dans 1’organisme diminue avec I'4ge ; cette diminution favorise le
déclenchement de maladies telles que le cancer, le diabéte ainsi que les infections virales. Il est
important de restaurer ses niveaux pour une bonne santé. Sa biodisponibilité orale étant tres faible, il
est intéressant de développer des dérivés stables. Le but de ce travail est de procéder a la synthése de
quelques fragments inspirés du glutathion susceptibles d’étre impliqués dans la lutte contre le stress
oxydatif et d’évaluer leurs pouvoirs antioxydant.

Dans le premier chapitre de ce travail, nous avons développé une nouvelle voie d’accés, alternative et
efficace aux a-fluoroacrylates par une réaction de Heck décarboxylante catalysée par le palladium.
Cette méthodologie a été élargie aux o-trifluoroacrylates trisubstitués vu que trés peu de travaux ont
été rapportés dans la littérature pour accéder a ces COmposés.

Dans le deuxieme chapitre, nous nous sommes intéressés a la synthese de molécules hybrides, dérivées
du glutathion. Nous avons réalisé une synthese simple et abordable de quelques peptidomimétiques du
glutathion basée sur l'incorporation d'un motif bioactif a la cystéine.

Le troisiéme chapitre a été dédié a I’évaluation de I’activité antioxydante des fragments synthétisés par
deux méthodes DPPH et FRAP.

Mots-clés: Glutathion, Cystéine, Antioxydant, Fluor, Heck.

Abstract: Glutathione is one of the foremost human body antioxidant that enables it to cope with the
oxidative stress. Its level in the body decreases with age leading to diseases such as cancer, diabetes as
well as viral infections. Therefore restoring its levels is crucial to good health. Since its oral
bioavailability is very poor, it is important to develop stable derivatives. This work aims to the
synthesis of some glutathione-inspired fragments which may be involved in the fight against oxidative
stress and assess their antioxidant activities.

In the first chapter of this thesis, we describe a new alternative and effective access to a-
fluoroacrylates by decarboxylative Heck reaction catalyzed by palladium. We extended the reaction to
the synthesis of highly valuable trisubstituted a-trifluoromethylacrylates taking into account that few
reactions reported in the literature to get these compounds.

In the second chapter, we got interested in the synthesis of glutathione-inspired fragments.We have
achieved a simple and affordable synthesis of some glutathione peptidomimetics based on the
incorporation of a bioactive moiety to the cysteine.

The third chapter deals with the assessment of the antioxidant activity of the new fragments by DPPH
and FRAP assays.

Keywords: Glutathione, Cysteine, Antioxidant, Fluorine, Heck.



