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ABREVIATIONS et LEXIQUE

Abréviation Nom Anglais et structure
DEAD Diethyl azocardiboxylate EtO,C-N=N-CO,Et
DIAD Diisopropyl azodicarboxylate Me,HCO,C-N=N-CO,CHMe,
Boc t-butoxycarbonyle CHs);C-O-CO-
DMAP 4-Dimethylaminopyridine
N<\j‘/>—NMe2
DCM Dichloromethane
Phth-OH N-hydroxyphtalimide
0
o}
HSTBA Hydrogenosulfate de tétrabutylammonium BusN™, HSO4
TFA Trifluoroacetic acid
GABA y-aminobutyric acid H,;N-CH,-CH,-CH,-COOH
DCC Dicyclohexylcarbodiimide
e
TEA Triethylamine NEt;
Benzyloxycarbonyl
Cbz 0
Ej\on\
Boc-ON t-(butoxycarbonyloxyimino)-2-phenyl acetonitrile

O
g gt on




DMF Dimethylformamide
o)
S —NMe,
H
ITBA Iodure de tetrabutylamonium BusN™, T’
DCI Diimidazolcarbonyle
x
N7 N N/\\N
= |
DIC Diisopropylcarbodiimide
>'N:C'—_—:N—<
DIC Diisopropylcarbodiimide
>‘N:C:N‘-<
EDC ou WSC.HCI | 1-ethyl-3-(3’-dimethylamino) carbodiimide
HCL
BOP Sel de phosphonium du (Benzo-triazol-1-yl-oxy-tri-(dimethyl-amino)-
phosphonium hexafluoro phosphonate.
g PR
W\
Lo
L e
“Po, -
—N T
\
DIU Diisopropylurea
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NCA N-carboxyanhydride
O
Os( O
Hf
R
Ft phtalimido
0]
0]
HOBt Hydroxybenztriazole
N
/
N
\
OH
PyBop Benzotriazol-1-yl-oxy-tris pyrrolidinophosphonium
hexafluorophosphate
"PF,
e,
N/
b
~P
HBTU O-(1H-benzotriazol-1-yl)
N
/
N\,
N—
/
HOAt 1-hydroxy-7-azabenzoptriazole
XN
I N




DCU Dicyclohexyluree
O
N
: : H H : :
Aloc Allyloxycarbonyle
/\”/ O\
O
TBCF isobutylchloroformate CICOOCH,CH(CHs),
Fmoc 9-fluoronylmethylchloroformiate
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A. Généralités

Le but principal de ce travail consiste & synthétiser un nouveau type de

peptidomimeétiques, en I’occurrence, les dipeptides téte-a-queue de I’acide aminooxy acétique.

La synthese des peptides, protéines, pseudopeptides, et peptidomimétiques est devenue
un domaine de recherche soutenue ces 20 derniéres années " surtout en chimie organique,
biologique et biophysique. Les protéines et les peptides, avec leurs dérivés (glycopeptides,
lipopeptides), sont les produits principaux des génes et le centre de révolution dans la biologie
moléculaire. Beaucoup d’exemples de tels peptidomimétiques ont été préparés par un certain
nombre de groupes de recherche qui ont évalué non seulement leur capacité a reproduire une
structure peptidique donnée ¥, mais aussi & reconstituer une certaine activité biologique,
comme par exemple I’inhibition d’une enzyme @,

En dépit de cette intense recherche menée dans ce secteur jusqu’ici, il y a toujours un
besoin de préparer de nouvelles structures chimiques avec de groupements fonctionnels
convenablement situés afin de satisfaire a une activité donnée. De telles structures tiendraient

compte de restrictions conformationnelles des peptides de maniére & ne retenir que les

propri€tés physiques et biologiques bénéfiques sur le plan de I’activité recherchée.

Les peptides sont connus pour avoir de sérieuses limitations quand il s’agit de les
utiliser comme agents thérapeutiques, dans la mesure ou ils sont dégradés par des protéases et
aussi & cause de leur faible transport & travers la membrane cellulaire . Pour surmonter ces
limitations et améliorer la disponibilité biologique pour des applications thérapeutiques, un
nombre de peptides dont le squelette de base a été modifié (pseudopeptides) ont été congus,
synthétisés et identifiés %, Les peptoides, ou pseudopeptides ® ont ét¢ intensivement étudiés
pour leur activité biologique ", en relation avec leur structure ®.

Récemment, il a été mis en évidence que les pseudopeptides portant une chaine
latérale dérivée de I’acide aminooxyacétique peuvent transférer I’ADN dans les cellules, ce

qui permettait leur usage potentiel comme vecteurs de génes ©.
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D’autres analogues de pseudopeptides sont connus, il s’agit notamment de

(10)

seudopeptides uréiques , rétropeptides, retrope to'x'des(”), oligomonopeptides “2), B3-
p p q pPep pep g pep

(13) et hydrazinoazapeptides ' . Tous ces composés ont été¢ synthétisés afin de

peptides
fournir davantage de diversité structurale et de propriétés biologiques.

Beaucoup de peptides comportant le motif aminooxy ont été synthétisés, comme par
exemple un composé provenant de I’interaction d’un groupe thiol (réactif du bisulfure de
nitropyridyl (Npys) et un groupe aldéhyde (réactif d'aminooxy avec une tendance & former
des enchainements de bisulfure et d'oxime. L'utilité de biomolécules de réticulation de la

_ molécule Npys a été démontrée en l'utilisant dans la préparation efficace d'une association de
peptides et d’oligonucléotides. La molécule Npys citée ci-dessous (Figure 1) peut servir

d’outil efficace pour établir une interconnexion entre deux chainons initialement séparés.

O.N
O COOH 2 X

S Z
BocHNO m S N
Oxime
formation
Précurseur de-CHO Origine de la liaison SH

Figure 1 : bisulfure de nitropyridyle (Npys) avec un groupe aminooxy

La synthése de 2'- O -[2-[(N, N-éthyl diméthylamino) oxy]] (2 '-O-DMAOE) (figure 2),
montre une nouvelle modification d'un hydrate de carbone qui peut étre incorporé dans I’ARN
et qui résiste bien aux nucléases, comme c’est le cas de la phosphodiestérase du venin de
serpent . Récemment, d’autres études ont décrit une stratégie synthétique commode pour la
synthése des phosphoramidates 2- O- DMAOE- modifiés de nucléoside (figure 3), qui

peuvent se coupler avec les bases puriques ou pyrimidiniques.
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Base
= -O-CH3 (2'-O-MOE)

-O-N(Me), (2'-0-DMAOE)

Figure 2 : 2'- O -[2-[(N, N - éthyle de diméthylamino) oxy]] (2'- O - DMAOE)

Les oligonucléotides avec des modifications de 2'- O - DMAOE ont été synthétisés avec
des phosphorothionates dans de séries bien diversifiées. Les oligonucléotides uniformément
modifiés du 2-O-DMAOE ont été¢ également obtenus avec de bons rendements.
L’introduction du motif 2'- O - DMAOE améliore la stabilité métabolique in vivo des

oligonucléotides comparée aux oligonucléotides non modifiés .

DMTO

') _ 5Me

Base 1:8="Y*y, 2:8=A%
3-B=G iB 4- B= 5Me CBz
_N(Me) ' o ’
q 0" 0 2 Bz= benzyl , iBu= isobutyl
P=N(Pn),

NC\/\O

Figure 3: 2'- O- DMAOE- modifiés

B- Quelques synthéses de peptides de ’acide aminooxyacétique

Dans la littérature, il existe plusieurs méthodes de synthése des peptides aminooxy
acétiques. Dans cette partie, nous allons donner quelques exemples de synthéses réalisées au
sein de différents groupes de recherche. Parmi les nombreuses méthodes existantes, ont peut

notamment citer les synthéses suivantes :
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1- Synthése de phthaloyles optiquement actif d’acides D-aminooxy a partir des L-

aminoacides '®

Pendant plus d’une décennie, beaucoup de chimistes de synthése et bioorganique ont fait
des tentatives pour préparer des péptidomimétiques bien définis et/ ou biologiquement actifs,
avec de nouvelles structures secondaires et tertiaires, en vue de leur utilisation comme
agonistes, antagonistes, et inhibiteurs d’enzyme 7. Les peptides modifiés comme les

oligocarbamates ¥ pseudopeptides 1), oligourées ?% @n,

23)

oligosulfonamides
oligopyrrolidones % et peptides *” ont été synthétisés et caractérisés en établissant la relation

entre leurs structures et/ ou leurs propriétés biologiques %,
a- Synthése des acides D-phtaloylaminooxy-substitués “)

Le composé (4) (Schéma 1), qui contient des chaines latérales non protégées, a été
synthétisé en trois étapes & partir de I’acide (1) de configuration (S). Ce dernier qui a été
obtenu par traitement du L-aminoacide correspondant avec NaNO, dans H,SO, (2.5 N) ou
(20%) de AcOH (Schéma 1) ®. La benzylation de (1) avec le bromure de benzyle dans le
DMF ou le DMSO a conduit a I’ester correspondant (2) ", La conversion du groupe
hydroxyle de (2) en dérivé D-phthaloyl aminooxy (3) a été exécutée dans des conditions de
Mitsunobu (Phth-N-OH, Azodicarboxylate diisopropylique (DIAD) et PPh; entre 20 et 40°
C), pour fournir I’ester benzylique (3) avec un rendement élevé. Finalement, le groupe

benzylique a été enlevé par hydrogénation catalytique, et on obtient I’acide (4) avec des

rendements faibles ®9,
NaNO, HO\/COOH 1: Cs,CO, H,0-MeOH HO\/COOBn
L-Aminoacides > : - :
c-f H28042.5N R 2: BnBr R
g: HOAc20 % a-f: DMF
(1M g: DMSO 2)
0 0
PPh, , DIAD , Phth-N-OH Hz, PdiC. MeOH
- N=0_  cooBn N=0_ _cooH
CH,Cl, (-20°C/-40°C) T oli MeOH-CH,C, (1:1) T
0 R 0 R
3) a:R=H 4a: Phth-N-O-Gly-OH (4)
b: R=Me 4b: Phth-N-0-Ala-OH
¢ R=i-Pr 4¢: Phth-N-O-Val-OH
d: R=i-Bu 4d: Phth-N-O-Leu-OH
e: R=sec-Bu 4e: Phth-N-O-lle-OH
f. R=Bn 4e: Phth-N-O-Phe-OH
g: R=CH2CONH2 4g: Phth-N-O-Asn-OH

Schéma I : Synthése de dérivés aminooxy par la réaction de Mitsunobu
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b- Synthése de D-Phth-N-O-Lys(Boc)-OH t:))

(8) est un analogue de la lysine et il est préparé & partir de L-H,N-Lys (Cbz)-OH (5)
commerciale (Schéma?2). La transformation de a-NH, du (5) en a-OH en présence de NaNO,
dans HOAc (50%), suivie de 1’élimination du groupe Cbz et re-protection de I’amine par le
Boc, permet d’aboutir au composé (6) avec 62% de rendement. Les étapes suivantes sont

présentées sur le schéma 2.

HZN\_/COOH HO\/COOH
3 1: NaNO, , HOAC 50% : 1: Cs,CO, , H,0-MeOH
2: PU/IC H, MeOH 2:BnBr,DMF  (75%)
3: (Boc),0, (1N) NaOH
(5) NHCbz (62%) 6) NHBoc
0
HO\:/COOBn N—O COOH
: 1: PPh, , DIAD , Phth-N-OH 5

—

2: H,,Pd/ C, MeOH- CHCI,

(7)  NHBoc (8) NHBoc
D-Phth-N-O-Lys(Boc)-OH
Schéma 2 : Synthése de (8)

c- Synthése D-Phth-N-O-Asp(tBu)-OH (12)

Miller et Coll " ont utilisé le (S) malate de benzyle (9) obtenu 4 partir de I’acide (S)
malique ; la chaine latérale de 1’acide (9) est protégée par un groupe TBDMS pour
Phydroxyle (-OH) et un groupe tBu pour I’acide carboxylique (-COOH), pour donner
Iester (10).

La déprotection sélective du groupe silyle de (10) par le fluorure de tétrabutyl
ammonium (TBAF), suivie par une réaction de Mitsunobu (PPh; (2.7 eq), DIAD (2.7 eq),
Phth-N-OH (2.3 eq)) conduit a (11) avec un rendement de 89 %. Finalement, le groupe
benzylique de (11) est éliminé par hydrogénation catalytique pour donner (12) (Schéma 3).
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HO COOBn 1: TBDMSCI TBDMSO CcOoO0Bn
, _ 1- TFA ~7 i ~
Acide (S)-Malique . : Imidazole, DMF N Y
2- Bn-OH \ 2: i-butyléne, DMF AN
80% COOH "y H,S0, . 54% COOtBu
9) (10)
0O 0
1. TBAF, THF 1: H,, Pd/ C, MeOH
- N=0O_ _cooen : . N=0_ _cooH
2 PPhs, DIAD 2: Cyclohexylamine
Phth-N-OH o) 3. 0.1N HCI (PH=2) 0
89% COOtBu 80% COOtBu

(11) (12)
D-Phth-N-O-Asp(tBu)-OH

Schéma 3 : synthése de I'acide aminooxy (12) a partir de I’acide (S)-Maligue

(12) est un analogue de la sérine.
d- Synthése de D-Phth-N-O-Ser (tBu)-OH (16)

La benzylation de I’acide L-glycérique fournit (13) avec un rendement de 17 % a partir
de la L-sérine (Schéma 4)® 14 protection sélective du groupe hydroxyle de (13) avec
TBDMS engendre (14) avec 70 % de rendement.

La conversion de I’hydroxyle en D-phthaloyl aminooxy est réalisée avec une réaction
de Mitsunobu (PPh; (3.4 eq), DIAD (3.4 eq) et Phth-N-OH (2.5eq)). L’ utilisation de BF;.Et,0
pour la déprotection de TBDMS au lieu de TBAF est préférable parce qu’il y a un risque de

clivage de groupement phthaloyle.

De cette maniére, on obtient Je composé (15) avec 97 % de rendement. Finalement, la
protection de la fonction alcool de (I5) avec tBu, et la déprotection par hydrogénation
catalytique du groupe benzylique conduit 4 (16) avec un rendement de 69 %. (16) est purifié

par recristallisation dans la cyclohexylamine (Schéma 4).

NaNO,, HCI HO._-COOBn HO__COOBn

TBOMSCI, TEA
2 Cs,CO, H,0, MeOH  <_ DMAP, DMF  3_
3: BnBr, DMF OH 90% OTBDMS

(13) (14)

L-Ser
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0O
1: PPh,, DIAD, Phth-N-OH
— N=0 cooBn
2: BF,.Et,0, CHCI, \(
(97%) o OH
(15)
0
1: i-butyléne , CH,C, . Cat H,SO
2Y°2 2 4; N_O COOH
2: H,Pd/C, MeOH
3: Cyclohexylamine
4: (0.1N) HCI (PH=2) OtBu

(16)

Schéma 4 : Synthése du dérivé aminooxy (16) a partir de la L-Sérine

e- Synthése de D-Phth-N-O-Gly(Allyl)-OH (19), D-Phth-N-O-Arg(Cbz),-OH (22), D-Ns-
N-O-Pro-OH (24a), Cbz-N-O-Pro-OH (24b)

Ces synthéses ont été réalisées a partir de I’acide L-glutamique comme principal
synthon de la transformation (Schéma 5). L’hydrolyse de la lactone (17) ®® avec une solution
de KOH (0,1N), suivie d’une allylation de I’acide formé avec le bromure d’allyle en présence
de sel césium. Finalement, I’application d’une réaction de Mitsunobu sur cet intermédiaire
mene 2 (18) avec 71 % de rendement. La déprotection du groupe tBu de (18) avec TFA donne

(19) qui est un analogue de I’acide glutamique (Schéma 5).

O
1:0.1N KOH, THF
OxON\,.nCOOtBU 2 C5,CO,, H,0: MeOH N—O._ _COOtBuy
m 3: Bromure d'allyle, DMSO \Q
O

4. PPh,, DIAD, Phth-N-OH

71%
. COOAIly!
(17) (18) ’
0
0
19 cooany

D-Phth-N-O-Glu(Allyl)-OH

Schéma 5 : synthése d’un dérivé aminooxy (19) a partir de I’acide L-Glutamique
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L’ester hydroxysilylé (20), qui est préparé 3 partir de (17) @) est transformé en (21)
gréce a une réaction de Mitsunobu (PPh; (2.5 eq), Phth-N-OH (2.5 eq) et DIAD (3.5 eq)). La
conversion de (21) en analogue de I’arginine (22) par €limination du groupement TBDMS de
(21) avec BF3.Et,0, suivie d’une réaction de Mitsunobu qui protége la guanidine avec Cbz et

¢limination de tBu permet d’obtenir (22) avec un rendement de 49% (Schéma 6).

0
HO._CootBu
Oﬁ...\coomu Référence 17 % PPh,, DIAD, Phth-N-OH N-O._ _COOtBu
93% o
N (
OTBDMS
(17) (20) (21) OTBDMS
0
1. BF,.E,0, CHCI, N-0. coon
2: PPh,, DIAD, Phth-N-OH
NCbz = o)
NHCbz” NH, CbzN.__NH,
3: TFA
(49%) (22)  NCbz

D-Phth-N-O-Arg(Cbz),-OH

Schéma 6 : synthése d’'un dérivé aminooxy (22) a partir de !'acide L-Glutamique

L’ amino proline est souvent recherchée dans les structures pseudopeptidiques car elle
introduit des contraintes conformationnelles de 1’amide (24) @ Pour cette raison, cet amino

acide est de plus en plus utilisé dans les analogues cycliques de (24).

L’analogue aminooxy de I’acide nipecotique (24) est protégé avec deux groupes
protecteurs différents, le D-Ns-N-O-Pro-OH (24a) et le D-Cbz-N-O-Pro-OH (24b). Les
composés (24a) et (24b) ont été synthétisés & partir de (21). Initialement, Une déprotection
de la fonction amino avec Phydrate d’hydrazine (4 eq) dans le MeOH donne le groupe
aminooxy. Cette déprotection est suivie d’un couplage avec le chlorure de 2-
nitrobenbénesulfonyle (NsCl), Cbz et Fmoc-OSu en présence de collidine ou DIAD pour
fournir (23a), (23b) et (23c) avec 60 %, 93 % et 81 % de rendement, respectivement.

La désilylation de (23a) et (23b) avec BF3.Et,0, suivie par une réaction de Mitsunobu

intramoléculaire pour déprotéger le groupement TBDMS et tBu, fournit les cycles (24a) et
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(24b). Pour (24c¢), la réaction de Mitsunobu n’a pas donné les résultas escomptés et le

groupement Fmoc est maintenu a la fin de la réaction (Schéma 7).

0
1: HN-NH,.H,0, MeOH R. .O._ COOH
N-0_ _cootsy 2 Cs,CO; H,O: MeOH R N
Y o0l CbzCl, DIEA, CH,Cl,
ol Fmoc-Osu, DIEA, CH,CI, OTBDMS
(21)  OTBDMS (23)
: BF,ELO.CHOl, Ry~ O #COOH
2: PPh,, DIAD, CH,Cl,

3: TFA
(24)
NO,
SO,Cl a: D-Ns-N-O-Pro-OH

a: R=Ns
prR7Cbz - NsCi b: D-Cbz-N-O-Pro-OH

Schéma 7 : Synthése de D-Ns-N-O-Pro-OH et D-Cbz-N-O-Pro-OH

2- Synthése des peptides de la L-Homocanaline ©”

Le groupe aminooxy de I’aminoacide non naturel (S)-2-amino-5-(aminooxy) pentanoique

(L-Homocanaline, L-HCan (figure 4)) permet de considérer cet acide comme un analogue de

la L-lysine. La L-canaline est une substance naturelle extraite de légumineuses avec une

dégradation enzymatique qui forme la L-canavanine. La synthése chimique de la L-canaline

s’effectue & partir de L-homosérine et de dérivés L-méthionine ",

0 9
H.N NH,
L-Canaline (L-Can) L-Homocanaline (L-HCan)

Figure 4 : la structure de L-Can et L-HCan
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La réduction du composé (1) Boc-L-Glu-OtBu avec NaBH4 donne I’alcool (2) qui est
transformé en iodure (4) correspondant aprés une activation par conversion en tosylate
(3). Le composé intermédiaire réagit avec Aloc-N-hydroxylamine dans THF a basse
température (-10° C), pour donner Boc-L-HCan(Aloc)-OtBu avec 60 % de rendement. La
stratégie de synthése des peptides en phase solide dépend de la déprotection de la fonction
acide avec TFA (50 %) et la substitution subséquente du groupe Boc par le Fmoc pour obtenir
Fmoc-L-HCan(Aloc)-OH (6). La déprotection de la fonction amine s’effectue en présence de
Bu;SnH, Pb(PPhs3),Cl; comme catalyseur dans une solution de DCM contenant de I’acide
acétique (2 %) dans DCM. Finalement, un blocage de la fonction amine avec le Boc permet
de donner Fmoc-L-HCan(Boc)-OH (8).

0 0 0
BocHN\/m BocHN\)L BocHN\)L
7 OtBu IBCF, NaBH, 7 OtBurscy, Pyridine, -5°C 7 OtBu

/\( THF, 0°C f 96% f
97°
% 2)

HO” SO (1) HO TsO
(3)

o)
BocHN\/U\
OtBu 1. 50% TFA/ DCM

0]
BocHN\)J\
Nal, DMF, 18h : OtBu NaH, HO-NH-Aloc

87% J/ THF, -10°C f 2: FmocCl, NaHCO,
dioxane/ eau (1:1)
61%
" (5) °

7 (6) 63%
NHAloc

(0] 0 0
FmocHN\/tk FmocHN \)L
: OH ' OH FmocHN . oH
: Bu,SnH, Pd(PPh,),Cl,. Cat H (Boc),0, Na,CO,

J/ 2% AcOH dans DCM f dioxane/ eau (1:1) J/
82% 60%

0 0 o] 8
1 | | (8)
NHAloc (6) NH, (7) NHBoc

Schéma 8 : Synthése de Fmoc-L-HCan(Boc)-OH (8) a partir de ['acide L-Glutamique
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3- Syntheése des pseudopeptides portant un motif aminooxy %

L’acide phthalimidooxy acétique 2) % qui formé a partir de ’ester tertiobutylique (1)
par une €limination de groupe tert-butylique dans TF A, a été couplé avec I’ester tert-butylique
de I’acide aminooxy acétique (3) en présence des agents de couplage suivant DIC, DIC-
HOBt, HOBt-HBTU, PyBop et EDC, DMAP. Il a été constaté que les agents de couplage tels
que le DIC ou DIC-HOBt conduisent a des dipeptides avec 60% de rendement, alors que le
HOBt-HBTU donne des rendements de 1’ordre de 30% et PyBop-HOBt ou EDC-DMPA ne
donnent aucun produit méme aprés un temps prolongé de la réaction.

Le dimere résultant a été¢ alkylé dans des condition de Mitsunobu avec un alcool
allylique, PPh; et DIAD, pour fournir le dimére (6) N-Allyle avec (45%) de rendement. La
deuxiéme étape qui comprend I’élongation de la chaine, la déprotection, le couplage et la
N-alkylation recourt a I"utilisation de I’alcool benzylique pour donner le trimére (7) dialkylé

avec un rendement global de 25% (Schéma 9).

0
H,N-NH,
HNC o~
N_ 20N _
0" COOR ~MeOH-CH.CI, O COOt-Bu
0
(1) (3)
TFA
(1): R=t-Bu > (2): R=H

@) 1 (3).DDIouDCIHOB60% oy o \/U\ _0._COOtBu

2: Allyl-OH , PPh, , DIAD I
45% Allyl
(6)

1 NN, MeOHICHCL, o \/U\ 0 \/U\ _0._COOt-Bu

2: (2), DCI ou DCI-HOBt
3. Bn-ON, PPh, , DIAD Bn A"Y'
25% (7)

Schéma 9 : Synthése des peptides a partir de I'acide et I'ester aminé correspondant & [’acide

aminooxy acétique.
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D’autre part, le remplacement du phtaloyle par un autre groupement tel que Ns (ortho-
nitrobenzéne sulfonyle) (Schéma 1 0) conduit & I’ester aminooxy Ns-protégé (8), obtenu par
une réaction de (5) sur le chlorure d’o-nitrobenzéne sulfonyle (NsCl) en présence de collidine
comme base dans le DMF avec 91 % de rendement. La N-allylation du sulfonamide (8) avec

le bromure d’allylique et K,CO; fournit le monomere (9) avec 92% de rendement.

La déprotection du groupement Ns du (9) a été examinée dans plusieurs conditions
- HS CH,CH,0H

- LiOH, HSCH,COOH

- K,CO3, HSCH,COOH

- DBU, K,CO;-PhSH

- HSCH,CH,0H- DBU

- HSCH,CH,0H- KOtBy 439

Les expérimentateurs ont utilisé (2eq) de HSCH,COOH et (10eq) de LiOH dans la
plupart de réactions et les rendements se sont situés aux alentours de 92 %. L’ester résultant
(10) est alors couplé avec I’acide correspondant en présence de DIC-HOAY pyridine dans un
mélange de DMF et DCM (1 :1) pour fournir les dipeptides avec un rendement supérieur a
30% (Schéma 10).

HZN\O/\COOt_Bu NsCI,CoIIidini /H\ - R,Br, K,CO, _ 21
DMF . 91%  Ns© "O" "COOtBu DMF,92%  Ns"™No"cootsy
(5) @® o
(8) i_, 21
Ns” 0" “COOH
(12)
IS ACOOH R DIC-HOAWPY 21
LOH,DMF ™o~ coote, DMF-DCM S\”’ 0" cootBu
92% (10 o, o (11)

\
_ S\ T AN _
NsCI-©/ c Collidine | ) R,= Allyl
N

Schéma 10 : Synthése de dipeptides de I’ester aminooxy acétate de tert -Butyle.
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C- Intérét biologique de I’acide aminooxyacétique

L’acide aminooxyacétique et ses dérivés possedent des activités biologiques
importantes:
- T'acide aminooxyacétique est un inhibiteur de ’enzyme de la trisomie 21, qui est
aussi appelée mongolisme.
- Il est un inhibiteur du GABA (acide gama aminobutyrique). Le GABA (H,N-CH,-
CH,-CH,-COOH) une substance dérivée de Iacide glutamique, qui joue un réle de

médiateur chimique.

Récepteurs GABA-A :

Ce récepteur peut recevoir différentes substances comme le GABA, les barbituriques,
’alcool, les benzodiazépines, etc....En présence du GABA, le canal chlorure s’ouvre
permettant la pénétration de ce dernier dans la cellule, ce qui se traduit par I’inhibition de

I’activité neuronale.

. GABA i} A%, f
& W . 2
& cr @ " Extraceliviaire
Benzodiazépineﬂ.m._,. c
arbiturique o
B ques - Agoniste inverse
Progesterone
Aleoot
Etomidate o
Membrane plasmique
Y e
cr o o tntracellulaire
cr

Récepteur GABA-A

En I’absence du GABA, la fixation des benzodiazépines sur le récepteur est sans

conséquence; en sa présence, les benzodiazépines en augmentent 1’affinité pour le récepteur,
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ce qui augmente I’inhibition GABA-dépendante. Les conséquences d’entrée et ’inhibition

d’entrée des ions Cl” sont résumées dans le tableau suivant.

ouverture : fermeture .

entrée de C! inhibition d'entrée de Cl:
Anxiolytique Anxiogene

Sédatif hypnotique | Stimulant
Anticonvulsivant Proconvulsivant
Amnésiant Proamnésiant
Myorelaxant

Effets de la modulation de l'ouverture du récepteur-canal GABA-A

- Les pseudopeptides portant un motif dérivé de I’acide aminooxyacétique possédent une
activité anticancéreuse prometteuse, a cause de leur capacité & transférer ’ADN dans les
cellules. Cette capacité permet d’utiliser les dérivés de ’acide aminooxyacetique a des fins

thérapeutiques.
D. Objectif et plan général de travail

La synthése des peptides est un domaine de recherche plus large, parce qu’on y trouve
de nombreux travaux et études, spécialement en synthése organique, biochimie et biologie
moléculaires. Si on rappelle que les peptides sont les principaux produits dont la synthese est
gérée par les génés, on peut dire que toute modification ou création d’un nouveau peptide
(peptidomimétiques) conduit & une activité biologique soit in vitro ou in vivo.

Dans notre laboratoire, nous avons fait la synthése de dipeptides de I’acide aminooxy
acétique (figure 5), que I’on peut considérer comme de nouveaux peptidomimétiques. La
synthése est effectuée a partir de I’aminooxyacétate de méthyle et les a-aminoacides

N-protégés qui ont couplés entre eux & I’aide du DCC (dicyclohexylcarbodiimide).

0
0 o
N%N/O\/U\OH
H
o R

Figure 5 : dipeptides de I’acide aminooxy acétique.
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Ce dipeptide de l’acide aminooxyacétique est un précurseur de synthése qui peut
conduire a la synthése des aziridines d’un nouveau genre. Cet objectif est justifié par tout ce
que nous avons déja cité de la littérature en ce qui concerne I’activation des propriétés

biologiques des substances qui comportent un motif aziridine "> (Schéma 11).

O
H N N
} o R H
0 R

HO

Schéma 11: peptido aziridine.

Notre travail se déroule de la maniére suivante :
Une premiére étape est consacrée & la préparation du précurseur synthétique qui est

’aminooxyacétate de méthyle et cette préparation est divisée en deux parties:

1- Synthése du N-hydroxylphtalimide (N-Phth-N-OH) & partir de I’anhydride phtalique et le
chlorhydrate d’hydroxylamine dans I’acide acétique (Schéma 12).

o 0
AcOH

O 4 H,N—OH HCI - N—OH

5 o)

Schéma 12 : Synthése du N-hydroxyphtalimide

2- Bromation de I’acide acétique avec le brome en présence de la pyridine et 1’anhydride

acétique (Schéma 13).

CH,COOH 4 Br, >BrQL
OH

Schéma 13 : Bromation de I'acide acétique.
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3- L’estérification de I’acide bromo acétique avec le méthanol dans le benzéne en

présence d’acide sulfurique concentré et un reflux de 6 heures (Schéma 14).

0O O

OH OMe

Schéma 14 : Estérification de |'acide bromo acétique

4- Synthése du N-phtalimidooxyacétate de méthyle 4 partir du bromoacétate de
méthyle et du N-hydroxylphtalimide en présence  d’hydrogénosulfate de
tétrabutylammonium (HSTBA) dans un mélange de dichlorométhane (DCM) et une
solution 1N de Na,CO, (1:1) en volume (Schéma | 3).

0
O
- Br\/U\ N. OMe + HBr
0 0 ©

Schéma 15 : réaction de transfert de phase.

5- Elimination de groupement phtaloyle par I’hydrate d’hydrazine (98%) dans le
méthanol et DCM (Schéma | 6).

0
0
H,N-NH,. H.O
N OMe 2 ¥ /O\/U\o
o/\[( = H,N Me
O O

Schéma 16 : élimination de groupement phtaloyle.

Une deuxi¢me étape est consacrée a la synthese des dipeptides de ’aminooxyacétate de

meéthyle. Cette étape se déroule en deux parties :
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1- Protection des aminoacides par ’anhydride phtalique dans [’acide acétique

glacial (Schéma 17).
0 o 0
o AcOH Q o
- N +
O +H,N %OH :
o)
o) o R

Schéma 17 : Protection des aminoacides

2-  Synthése des dipeptides de 1’aminooxyacétate de méthyle a partir des aminoacides N-
protégés et de I’ester précédent. Ces deux réactifs sont couplés entre eux en présence

de DCC comme agent de couplage dans DCM (Schéma 1 8).

O o 0
o} 0
N H,N OMe  DCC,DCM
N OMe
5 R o Lo
(0]

Schéma 18 : réaction de couplage.

Finalement, ’hydrolyse de I’ester méthylique avec LiOH dans un meélange de THF et

I’eau (2 :1) en volume conduit au dipeptide aminooxy acétique (Schéma 19).

o) o)
0 0 LIOH, THF/ 0 0
| eau
N /O\)'k : Ll N /O
j)J\N OMe \KU\N \/U\OH
H H
o R 5 R

Schéma 19 : réaction d’hydrolyse.
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CHAPITRE 1
I- PROTECTION DES AMINOACIDES
1-Introduction :

~ Pour effectuer des transformations chimiques satisfaisantes avec des amino acides, il
faudrait bloquer une ou plusieurs fonctions réactives présentes sur la molécule de I’amino
acide (les groupes amines (NH,), hydroxy (OH), thiol (SH) ou carboxyliques (COOH)).
Chaque groupement protecteur présente une spécificité de stabilité, de fixation et
- d’élimination en fonction des conditions opératoires. Ainsi, le groupe acide carboxylique peut
etre protégé par une simple estérification pour donner I’ester correspondant ",
Le groupe amino doit étre prot€gé par un groupe qui ést stable vis-a-vis de la plupart
des manipulations chimiques et qui peut étre facilement ¢liminé dans des conditions douces.

Les groupements protecteurs couramment utilisés en synthése peptidique sont les

suivants :
-groupement t-butoxycarbonyle (Boc) (Schéma 1).
o]
/U\ 0 /{\
— Boc

Schéma |

-groupement benzyloxycarbonyle (Cbz) (Schéma 2).

a 1
o8

Schéma 2
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D’autre part, nous avons fait I’hydrolyse du N-phthalimidooxy acétate de méthyle
avec I'hydroxyde de lithium (IN) (1,024eq) dans un mélange de THF et d’eau (2:1) a
température ambiante pendant 4heures, a la fin, on ajoute ’acétate d’éthyle et on sépare les
deux phases, on acidifie la phase aqueuse a PH =2 et on extrait avec I’acétate d’éthyle.

On obtient I’acide N-phthalimidooxy acétique (10) (64%), Pf =153 ° C, Rf= 0.40 dans
chloroforme/MeOH (10 :1) (Schéma 35).

o 0
LIOH (1,024eq) (1N
N\O OMe ( q) (1N) _ N OH
MeOH:THF (2:1).4h O/\”/
Y o)

64% o) )

Schéma 35.

Les spectres IR des produits obtenus confirment la présence du groupe acide: on observe

une bande large vers 2600-3500 ¢cm™ correspondant au OH de I’acide carboxylique.
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CHAPITRE 11

SYNTHESE DES DIPEPTIDES TETE-A-QUEUE DE L’ACIDE
AMINOOXYACETIQUE.

I- Introduction

La synthése de polypeptides est 1’un des secteurs les plus développés de la synthése
chimique. Pratiquement, les synthétiseurs automatiques peuvent produire des peptides qui
possédent des masses moléculaires atteignant 3000, 10000 ou plus élevées.

La formation d’une liaison amide ou ester se réalise par une condensation entre une

fonction acide et fonction amine, ou alcool.

« Pour les alcools et les acides, il y a une réaction d’estérification simple équilibrée.

o Pour un mélange d’un acide carboxylique et une amine, il s’agit d’une réaction acido-

basique qui favorise la formation d’un sel (RCOO", "NH3R’) au lieu de la formation de
I’'amide (RCONHR’) (schéma 1.

RCOOH + R'OH RCOOR' + H,0.
RCOOH + RNH, — > RNH," + RCOO'«—— RCONHR'+ H,0.
Schéma |

Par conséquent, pour créer une liaison amide, il faut activer la fonction acide par un
groupe partant fixé sur le carbonyle de I’acide carboxylique correspondant. Cela conduit

nécessairement a coupler I’amine avec I’acide activé (Schéma 2).

Agent
activant R'NH,
RCOOH ———= RCOOX ——— & RCONHR'

Schéma 2 : activation et aminolyse d’un acide
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Dans ce chapitre, nous allons présenter quelques méthodes et stratégies de

synthése des peptides.
II- La formation de la liaison peptidique : Méthodes et stratégies

Les dérivés carboxyliques peuvent étre activés par des halogénures d’acyle, azides
d’acyle, imidazolyles d’acyle, anhydrides, ester...etc, afin de faciliter le couplage avec

différentes amines.

. L’intermédiaire acylant est formé et ¢liminé apres la réalisation de ’aminolyse.

. L’agent activant est fixé sur ’acide carboxylique en différentes étapes, et le processus est

suivi du traitement immédiat avec 1’amine pour mener directement & I’amide correspondant.
« Les halogénures d’acyle d’un peptide ou d’aminoacides N-protégés sont transformés

souvent par une réaction parasite en une oxazolidine lorsque les transformations se déroulent
en milieu basique. Les mémes transformations peuvent provoquer une racémisation (voir

Schéma 5 chapitres I).
a— Halogénures d’acyle

Plusieurs types d’halogénures d’acyle peuvent intervenir dans la création de la liaison
amide. Mais le plus utilisé est le chlorure d’acyle. Le couplage avec le réactif halogéné se
déroule généralement en deux étapes. Premiérement, on procede a la conversion de Pacide en
chlorure d’acyle, et ensuite, on effectue le couplage avec les autres fonctions comme les

amines.
1- formation du chlorure d’acyle

Généralement, on obtient les chlorures d’acyle par ’action d’un certain nombre de
réactifs d’halogénation comme le chlorure de thionyle (SOCl;) ", le chlorure d’oxalyle
(COCI), 3 le trichlorure de phosphore (PCl3) ¥, I"oxychlorure de phosphore (POCI;) © et
le pentachlorure de phosphore ©. ce dernier étant généralement utilisé pour les acides

aromatiques.
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Le mécanisme réactionnel de la formation d’un chlorure d’acyle avec le chlorure de
thionyle et chlorure oxalique est illustré ci-dessous. La réaction se déroule généralement dans
le DMF comme solvant " (Schéma 3).

o _
I ﬁ

W | i
CI/S\CI _— . R)J\'(-;/ S H* ____,R)km + SO, + HCI
O .
R/U\G'K/ \ cr
c

( . '(O ' _ 0
jﬁ?/“%\( o R/U\CI + CO+ HCI+ CO

0
Cl R
0 | Ocr

Schéma 3: formation d’un chlorure d ‘acyle

Dans le cas ou le substrat posséde une liaison fragile et sensible aux acides, a cause du
dégagement de HCI qui accompagne cette transformation, on utilise le chlorure cyanurique (2,

4,6-trichloro-1, 3,5-triazine) dans la TEA ou la pyridine qui donne le chlorure d’acyle sans
formation de HCI (Schéma 4).

Cl “Cl y 3
N™ N
0 m P e N*N O N/gN
Cl N Cl |
/U\ . R/U\O/J\ —_— /U\

|
—
R OH Et,N N~ ~CI R Cl +HOJ\N/ cl

Schéma 4: formation de chlorure d acyle a partir chlorure cyanurique

C’est de cette maniére qu’ont procédé Ghosez et coll.: ils sont utilisés la
a-chloroénamine de tétraméthyle ®. Dans ce processus, la formation de I’acide chlorhydrique

a ¢te évitée. Cependant, cette méthode n’est utile que si on utilise des aminoacides

N-protégés (Schéma 5).
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o 0
cl (i R (Olf
):< + HO/U\R “»>——-ko>_—~—» ) R\
/N— /N< /N— Cl

Schéma 5 : i : a-chloroénamine de tétraméthyle
2- Réaction de couplage avec les chlorures d’acyle

La réaction entre les chlorures d’acyle et ’amine se déroule dans un milieu anhydre en
présence des amines tertiaires comme la TEA @ Ia diisopropyléthylamine (iPr,NEY) ou la
N-méthylmorpholine qui piégent HCI.

Cette réaction de substitution peut étre accélérée en présence d’une quantité
catalytique d’une base comme Ia pyridine ou la N, N-diméthylaminopyridine (DMAP) (19,
L’utilisation de ces bases comme solvant favorise la formation du sel intermédiaire qui est

une entité plus stable que le chlorure d’acide de départ (Schéma 6).

O ] P |
Lo+ 0 A o § 0
N o+l
5% \> R™ “NHR N

_ |

Schéma 6 : role catalytique de pyridine

3- Limitations synthétiques des chlorures d’acyle

La réaction de couplage d’un peptide avec les chlorures d’acyle est limitée, parce qu’il
Y a un risque d’hydrolyse, de racémisation, de clivage des groupes protecteurs ainsi que
d’autres réactions comme Ia formation de N-anhydrides de carboxyle ou anhydrides de
Leuch (Schéma 7) U112,
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O
o /U\ R>\/(O H R
R .o g - HCI N
o N o —s )
" cl 07 ™o7 0
NH3
0]
R
R'< o soci, HN ALY &
O N '
H oL, OMF R\O/&O c 070" 70

NCA

Schéma 7 : préparation de N—carboxyanhydride (NCA)

La tendance 3 13 racémisation de chlorures d’
par la synthése d’un cétepe (13

correspondant (Schéma 8).

: Et,N

0]

O R

\ R"NH R W/M

R 2 z R'al
- 3 e - n
H H

Schéma 8 : racémisation par formation dy céténe

b- Les azides d’acyle
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Formation de |'azide:

0
R)J\OMe _'—HzN-NH"Z g RJJ\ HONO )J\

N=NH,——— R~ M\,

H 2

Réaction avec une amine :

0 0
R'NH
R/U\N3 basez ’ RLNHR'

Schéma 9 . formation d’une liaison amide via ['azide d’acyle

» Cette méthode ne conduit pas aux racémisations, mais elle peut présenter une possibilité

de formation d’isocyanate par le réarrangement de Curtius > (Schéma 10).

0O

L “H,0

+ -N
R ”—NEN —2 » R-N=C=0 » R—NH,

Schéma 10: réarrangement de Curtius
¢- Acylimidazole (DCI)

Le carbonyle de diimidazole (DCI) ‘9 est un agent de couplage utile dans la synthése
des peptides, des esters et des thioesters. L’action du DCI sur [’acide fournit le
carboxyimidazole d’acyle et I’imidazole ; ces deux produits réagissent entres eux pour donner
'imidazole d’acyle. Sur le plan pratique, la formation de 1’imidazole d’acyle dure une heure

de temps ; ensuite on additionne 1’amine pour former la liaison amide (schéma 11) "% '7.
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N/
R
R 1co R"CO, N _O. _R" N@
r/NH l/ N / R’/ \”/ \ﬂ/ +
R 2. Mel R Et,;NH™ MeCN, 1t 6 o

Schéma 11: formation d’une ligison amide par CDI

d- O-acylisourée

Les dicyclohexylcarbodiimide (DCC) 8, diisopropylcarbodiimide (DIC) U9
chlorhydrate de 1-éthyl-3-(3

et les
-diméthylamino) carbodiimide (EDC ou WSC.HCI) @¥

(Schéma 12) sont de agent activants de couplage parmi les plus utilisés dans la synthése des
anhydrides, esters et peptides.

EDC ou
WSC.HCL /\N_C—-N/\/\r,\l oL

Schéma 12

L’action du DIC sur I’acide donne une O-acylisourée qui réagit trés facilement avec une

fonction amine, donnant ainsi le peptide accompagné de la diisopropylurée (DIU) qu’on
élimine par filtration (schéma | 3).
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A A

o ﬂj/k 0 H(ﬁ 0 (N’
R/U\OH"'C = R" o T RJ<5\*NH

[
Z

L P

DIC O-acylisourée
0 H H
X N
- R ONHR T \[/ T j/
O
DIV

Schéma 13: mécanisme réactionnel d’un couplage avec le DIC

e- Sel de phosphonium du (Benzo-triazol-l-yl-oxy-tri-(diméthyl-amino)-phosphonium

hexafluoro phosphonate (BOP)

Le BOP (Schéma 14) est un agent activant de couplage largement utilisé dans synthése

des peptides, dans la mesure ou la réaction de couplage est rapide.

\
\ +/N\

P \N/
\
Schéma 14: structure du BOP

En présence d’une base comme la TEA, le BOP réagit avec ’acide carboxylique pour
conduire au phosphonium d’acyle et au HOBt (Hydroxy-benzotriazole). A son tour, le HOBt
réagit avec le phosphonium d’acyle pour donner I’oxyde de phosphonium accompagné de
Pester de benzotriazole correspondant a I’acide de départ. Ce dernier réagit facilement avec

I’amine pour donner I’amide (Schéma 15)@",
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o
O
0 P RJ\OBt 0

BOP R O=p—N + R'NH, /U\ + -
R™ O mn /N\\ — o — = R” NHR +HOBt +HNEt, 4+ PF,

N B/

" OBt K \

AN

Schéma 16 : procédé de couplage avec le BOP

III- les couplages effectués :

En ce qui concerne notre travail, nous avons synthétisé quelques dipeptides a partir
d’un couplage entre le N-aminooxyacétate de méthyle avec différents aminoacides N-protégés

en présence de DCC comme agent activant @),

On fait réagir ’aminoacide N-protégé sur le N-aminooxyacétate de méthyle dans le
DCM comme solvant, puis nous effectuons 1’addition de DCC (leq) en laissant 1’agitation
d’abord a 0°C pendant une heure, puis a température ambiant 24 h.

La dicyclohexylurée formée est éliminée par filtration, et le filtrat est concentré sous
vide. Le résidu est purifi¢ par chromatographie sur colonne avec le mélange CHCl3/MeOH
(98/2) pour fournir les esters dipeptidiques avec des rendements acceptables (Tableau 01). Le

mécanisme réactionnel de cette réaction de couplage est présenté dans le schéma 17.

zj}i:z
L

Y

{

R NH,R'
\O \O O-acylisourée

DCC

Ft
\‘)J\NHR' + hil
! o)

DCU
R'= NH,-O-CH,-COOH

Schéma 17: Couplage des aminoacides N-protégés portant différents R’
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Tableau 01 : les dipeptides des aminooxyacétates de méthyle synthétisés.
Structures Eluant Rendement % | Pf°C | Rf
) O
1 Ft\/u\ /OVU\ CHCly/ MeOH 50 80-85 | 0.57
(1 N OMe o e
H (98/12)
o) O
Ft /O\/U\ - 0.74
(12) N OMe CHCI;/MeOH 65
H (98/2)
DL
O O
Ft /O\/U\ 13/MeO 7 110-112 | 0.37
13) W/“\H OMe CHCIy/MeOH 8
L ipr (98/2)
o) 0
14 /U\ /0\/“\ CHCI/MeOH 72 132-135 | 0.09
a9 Ft(CH,);~ N OMe ’
H (98/2)
0 )
/O\/“\ : 4 187 1025
Ftﬁ/U\N OMe Ether de pétrole/AcOEt 5
(15) | H 512
L iBu
0 O CHCI3/MeOH
16 \/U\ /O\/U\ 98/2 49 132-135 | 0.11

Les spectres IR des produits obtenus confirment la présence de la liaison amide dans

tous les échantillons: on observe deux bandes caractéristiques vers 1660-1700 cm’

correspondant au C=0 de I’amide et une bande vers 3200-3300 cm” de NH. Le spectre RMN-

'H dans CDCl; pour les dipeptides donne les caractéristiques suivantes :
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1- la glycine : RMN-'H (ppm): 3.76 (s, 3H, OMe), 4.45 (s, 2H, CH, de la glycine), 4.56
(s, 2H, OCHy), 7.73 (m, 4H, Phtalimido).

O
0 o
CEIéN\/U\N/O\/“\OMe
H
O

2- DL alanine : RMN-'H (ppm): 1.89 (d, 3H, CH3 du alanine), 3.75 (s, 3H, OMe), 4.97
(q, 1H, CH), 7.71 (m, 4H, Phtalimido).

O O

OMe

N
H

4- Hydrolyses des esters méthyliques :

L’hydrolyse des dipeptides des esters méthyliques de (11) a (16) est effectuée avec
I’hydroxyde de lithium (IN) (1,024eq) dans un meélange de THF et d’eau (2:1) et &
température ambiante pendant 4h. A la fin, on ajoute 1’acétate d’éthyle et on sépare les deux
phases, on acidifie la phase aqueuse 4 pH = 2 et on extrait avec I’acétate d’éthyle. On obtient
les dipeptides de I’acide aminooxyacétique avec des rendements acceptables (Tableau 02).

Tous les produits obtenus sont purifiés par chromatographie sur colonne avec
CHCI3/MeOH (10 :1).
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Tableau 02 : les dipeptides de I’acide aminooxyacétique synthétises.

Structures Rendement % | Pf°C
17 0 0
Ft\/U\N/OVU\OH 78 133-135
H
(18) o) 9)
Ft 0 _
W)L'd N
DL
(19) O 0
l H
DL iPr
(20) 0 0]
/lL /0\/U\ 64 102
FtCHy)s~ N OH
(21) 0 @)
o _
L iBu 74
(22) 0 0]
H

Les spectres IR des produits obtenus confirment la présence de la fonction acide dans

tous les échantillons: on observe une bande large caractéristique vers 2500-3400 cm

correspondant au OH de I’acide carboxylique.
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10.

11.

12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.
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CONCLUSION GENERALE

La synthése des peptides est un domaine de recherche qui intéresse de plus en plus la
chimie organique. A ce titre, un nombre important des peptides dont le squelette de base a éte
modifié ont été synthétisés et ont conduit & de substances intéressantes pour la synthése

organique, la médecine, la chimie pharmaceutique, la biologie et biophysique.

Notre travail fait partie de synthéses peptidomimétiques qui ont inclus le squelette de
I’acide aminooxyacétique dans leurs structures. Ce composé se retrouve largement dans la
littérature de la synthése organique de par ses diverses utilisations comme agoniste,
antagoniste et inhibiteurs d’enzyme. A cet effet, nous avons choisi de préparer les dipeptides
téte-a-queue de 1’acide aminooxyacétique a partir de ’aminooxyacétate de méthyle en

réaction avec différents aminoacides N-protéges.

Tout le processus de synthése des dipeptides comporte deux étapes. Il implique
I'utilisation de réactifs couramment trouvés dans un laboratoire de synthése organique. Au
cours de ce travail, les multiples manipulations que nous avons réalisées nous ont permis non
seulement d’obtenir de synthons susceptibles d’étre soumis a d’autres transformations
ultérieures, mais surtout d’avoir accés & une série de dipeptides originaux dont I’évaluation de
’activité biologique est en cours.

Ceux-ci peuvent constituer un point de départ pour une fonctionnalisation future soit

en aziridines correspondant & la structure indiquée ci-dessous.

o)
0 0 o
N OH ————» N ,ovu\
H N N
o R H
5 R
HO

peptido aziridine.
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Vu Dlimportance d’assurer une sélectivité a [Dactivité Dbiologique de
peptidomimétiques, une des solutions les plus en vue consiste a réduire le nombre de leurs
conformations. A cet effet, nos dipeptides peuvent faire I’objet d’une alkylation en alpha du
carbonyle de I’amide. Par ailleurs, il peut étre envisagé le greffage de motif volumineux, ce
qui contribuerait a réduire les conformations dont nous avons parlé plus haut.

Nos dipeptides, de par la présence d’un groupe carboxyle libre, permettent un grand
nombre de transformations, toutes destinées a rigidifier le squelette de départ par

P’introduction de gros motifs.

O

Finalement, ce travail ouvre des perspectives sérieuses dans la chimie du traitement du
cancer et des maladies virales qui touchent un nombre de plus en plus important de personnes

dans le monde.




PARTIE EXPERIMENTALE
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PARTIE EXPERIMENTALE
A- Résonance Magnétique Nucléaire :

Les spectres RMN-'H et RMN-"3C ont été obtenus & I’université Es-senia. Oran

sur un appareil BRUKER AC, a 300MHz.

Les déplacements chimiques sont exprimés en ppm par rapport au tétraméthylsilane
(TMS), utilisé comme référence interne, le solvant d’analyse étant le CDCl; ou le DMSO-d¢
selon le cas. Les caractéristiques sont mentionnées dans l’ordre suivant : déplacement

chimique, multiplicité, constante de couplage (Hz), intégration et attribution.

La multiplicité des signaux est indiquée par les abréviations suivantes : s : singulet, d :

doublet, t : triplet, q : quadruplet, m : massif ou multiplet.

B- Infra-Rouge :

Les spectres dans I’Infra-rouge ont été obtenus au centre de mesure du laboratoire
COSNA sur un appareil « Mattson Genesis II FTIR ». Les échantillons étaient traités soit en
solution dans le chloroforme ou sous forme de pastilles de KBr. Les principales fréquences

d’absorption sont données en nombre d’onde (cm™).
C- Chromatographie sur couche mince :

L’évolution de la réaction, ainsi que la pureté des produits sont contrdlées par
chromatographie sur couche mince de gel de silice. Différents €luants on été utilisés pour
chaque échantillon et, a titre d’exemple, le mélange méthanol : chloroforme (2 : 98) a été le

plus utilisé. Les taches ont été révélées avec une lampe UV ou avec de la vapeur d’iode.

D- Chromatographie sur colonne :
La chromatographie sur colonne utilise comme support solide le gel de silice et
comme €luant différents mélanges de solvants selon le cas examiné. En général, 1’éluant qui

donne les meilleurs résultats sur la couche mince est reconduit sur la colonne.
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E- Température de fusion :

Tous les points de fusion ont été déterminés grace & un fusionométre digital de la série

IA 9000 d’Electrothermal en utilisant des tubes capillaires.

F- Purification des réactifs et des solvants :

Les solvants ou réactifs utilisés au cours des différentes réactions ont été distillés a
pression atmosphérique ou a pression réduite et séchés selon le cas
- sur sodium effilé pour le benzene, I’éther diéthylique et le dioxane
- sur chlorure de calcium pour le chloroforme
- sur du pentoxyde de phosphore pour le dichlorométhane et

- sur potasse pour la pyridine.

1- Protection des aminoacides

Dans un ballon muni d’un réfrigérant, on introduit (10gr, 67mmol) d’anhydride
phtalique, (67mmol) de 1’aminoacide et (30ml) d’acide acétique glacial. On porte le mélange
areflux pendant deux heures. Ensuite, on laisse le mélange au repos et le solide cristallise. On
filtre le solide formé sous vide et le produit brut est purifié par recristallisation dans un
mélange éthanol- eau (1 :4).

Tableau des réactifs :

Réactifs MM | Pf°C | P.eb.°C
Anhydride phtalique 148.12 | 130-133 -

Acide acétique 60.05 - 117
Hydroxylamine chlorhydrate | 69.49 - -
Glycine 75.07 | 250 - '
DL-Alanine 89.10 | 295-300 -
DL-Valine 117.15| 295 -

Acide 6-aminocaproique 131.18 | 207-209 -

L-Leucine 131.18 - 295
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a- N- hydroxylphtalimide (1)

0O
N—OH
O
CsHsO3N
M=163.1g/mol
Rdt=60%
Pf=230°C

Recristallisé dans un mélange éthanol-eau (2:3).
IR (em™) : 2600-3400 (O-H de I’hydroxyde) ; 1789-1760 (C=0 phtalimido) ; 1607 (C=C

aromatique) ; 698 (cycle aromatique).

b- N- Phtalimidoglycine (2)

o)
0
SN
OH
o)
CyoH;04N

M= 205g/mol
Rdt=81 %
Pf=196°C

Recristallisé¢ dans un mélange éthanol-eau (1:4).
IR (em™):3565 (O-H de la fonction acide); 1771-1846 (C=0O Phtalimido) ; 1725
(C=0 acide) ; 1608 (doublet aromatique) ; 720 (cycle aromatique).
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¢ - DL N-Phtalimidoalanine (3)

o)
o)
N
OH
C11Hs0uN

M= 295.19 g/mol
Rdt= 89 %

Pf= 149°C

Recristallisé dans un mélange éthanol-eau (2:3).
IR (em™) : une bande large de 2500-3200 (O-H de la fonction acide) ; 1779-1760 (C=0
phtalimido) ; 1711 (C=0 acide) ; 719 (Cycle aromatique).

d- DL N-Phtalimidovaline (4)

N
OH

O
Ci3Hi304N

M= 247.15 g/mol

Rdt=83 %

Pf=90°C

Recristallisé dans un mélange éthanol-eau (1:3).

IR (cm™) : 2400-3400 (O-H de la fonction acide) ; 1777-1846 (C=0 Phtalimido) ; 1711
(C=0 carboxyle) ; 716 (cycle aromatique).
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e- N-Phtalimido-6-aminocaproique (5)

O
N
\(CHz)s-COOH

O

Ci4H 504N
M=261.18 g/mol
Rdt=87%
Pf=108° C

Recristallisé dans un mélange éthanol-eau (1:2).
IR (cm™) :2500-3400 (O-H de la fonction acide) ; 1773-1800 (C=O Phtalimido) ; 1719
(C=O0 carboxyle) ; 1600 (doublet aromatique) ; 716 (cycle aromatique).

f- L N-Phtalimidoleucine (6)

0O
O
N
OH
O
Ci14H 504N

M=261.27g/mol
Rdt= 68%
Pf=292° C

Recristallisé dans un mélange éthanol-eau (1:1).
IR (em™) :3400-2500 (O-H de la fonction acide) ; 1778-1752 (C=0O Phtalimido) ; 1712
(C=0 carboxyle) ; 1609 (doublet aromatique) ; 718 (cycle aromatique).
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1- Bromation de ’acide acétique

Munir un bicol de 50 mL & fond rond d’un réfrigérant a reflux surmonté par une garde de
CaCl,, une ampoule 4 décanter dont le bout de la tubulure arrive en dessous du niveau du
mélange. Introduire dans le ballon de I’acide acétique glacial (62.5 mL, 1.Imol), de
I’anhydride acétique (12.5 mL, 0.133 mol) et (0.12 mL) de pyridine.

Introduire la pierre ponce et chauffer le mélange a reflux. Dés que 1’ébullition commence,
arréter le chauffage et par I’ampoule a décanter, laisser couler environ 1 mL de brome sec et

attendre que le mélange se décolore (environ 10min).

Ajouter ensuite le reste de brome (23 ml, 0.44 mol) lentement de telle maniére qu’il ne
s’échappe pas par le haut du réfrigérant. Pendant ce temps, maintenir un léger reflux. Lorsque
environ la moiti¢ de brome a été ajoutée, le mélange se colore en rouge cerise et reste comme
cela jusqu’a de la fin de la addition. A la fin de cette derniére, chauffer a reflux jusqu’a

décoloration compléte.

Refroidir le mélange et y verser lentement 20ml d’eau pour détruire 1’anhydride
acétique en excés. Evaporer ’acide acétique et I’eau sous pression réduite, le résidu cristallise
en refroidissant. Le distiller soit sous pression normale (202-204° C), ou pression réduite
(117-118° C/15 mmHg) Pf=50° C.

Tableau des réactifs :

Réactifs M.M d P.eb °C
Acide acétique 60.05 1.05 117
Anhydride acétique | 148.12 1.08 138-140
Brome 159.81 3.11 58-59
Pyridine 79.10 0.983 | 115-116

Br/\”/ o
O

C2H302Br
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M=138.11 g/mol

Rdt=96 %

Pf=50°C

P.eb=140-145°C (20mmHg)

IR (cm™) : 3400-2500 (O-H de la fonction acide) ; 1724 (C=0 carboxyle).
RMN-'H (ppm): 3.9 (s, 2H,-CH»-), 10.32 (s, 1H, -O-H).

2- Estérification de ’acide bromoacétique

Dans un ballon sec, on introduit (100 gr, 724 mmol) d’acide bromo acétique, (10 ml)
de HySOq et (100 ml, 1.26mol) de méthanol anhydre avec (70 ml) de benzéne, on chauffe a
reflux pendant 6 a 7 heures. Ensuite, on ¢vapore le solvant (’excés de MeOH), on lave le
résidu une seule fois avec 1’eau glacée, et on sépare les deux phases.

Extraire la phase aqueuse trois fois avec DCM (3x40 ml), réunir les phases
organiques. Les laver trois fois avec une solution de bicarbonate de sodium (3x40 ml), avec
’eau distillée (3x40 ml), et enfin, sécher avec MgSOy. Chasser le solvant sous pression
réduite. On distille le résidu sous pression normale et on obtient le bromoacétate de méthyle

(P.eb=138-140° C), avec un rendement de 72%.

Tableau des réactifs :

Réactifs MM d | Pf°C | P.eb°C
Ac. bromoacétique | 138.95 - 46-49 | 202-204

Acide sulfurique | 98.08 | 1.83 - -

méthanol 32.04 | 0.791 - 64-65
benzéne 78.12 | 0.88 - 80
DCM 8493 | 1325 - 40
Br /\”/OMe
)
C;sH50,Br

=152.11 g/mol
Rdt=72 %
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P.eb= 138-140 °C
IR (ecm™) : 1742 (carbonyle), 1285 (C-O-C de I’ester).

4- Synthése du N-Phtalimidooxyacétate de méthyle (8) par une réaction transfert de

phase

Le bromoacétate de méthyle (5gr, 25.63 mmol. 3.78 ml), le N-Hydroxyphtalimide
(4.18 gr, 25.63 mmol) et I’hydrogénosulfate de tétrabutylammonium (4.35 gr, 12.8 mmol)
sont vigoureusement agités dans un mélange DCM/ solution 1M de NayCO; (10.6 gr)
(100 :100 ml. v: v).

Au bout de cinq min, le mélange ce décolore complétement. Laisser agiter toute
une nuit ; séparer les deux phases et au besoin, ajouter un peu de chlorure de méthyléne pour
faciliter la séparation. Laver la phase organique avec I’eau distillée (2x30 ml) et ensuite, avec
de I’eau saturée en sel (2x30 ml). Sécher et ¢vaporer le solvant. On obtient un solide blanc de
masse 6.15 gr (86 %). Le produit est suffisamment pur, mais on peut le purifier par
chromatographie sur colonne de gel de silice avec élution par un mélange AcOEt/ DCM
(1:9).

Tableau des réactifs :

Réactifs M.M d Pf°C | P.eb°C
Bromoacétate de méthyle | 152.98 | 1.664 | - 144-145
N-Hydroxyphtalimide | 163.13 - 235 -
HSTBA 339.45 - 168-173 -
Acétate d’éthyle 88.11 (0.9 - 67-77
O
N\O /\H/OMe
0 O
C1HgOsN

M= 235.18 g/mol




Synthése de_dipéptides téte-a-queurt de I’acide aminooxy acétique

page 69

Rdt=86 %
Pf=120-125°C

Purifier par chromatographie sur colonne de gel de silice avec élution par un mélange

AcOEt/ DCM (1 :9).

IR (em™): 1757-1791 (C=0 de groupe phtalimido) ; 1734 (C=0 de carbonyle de I’ester) ;

1618 (C=C de I’aromatique) ; 1234 (C-O de ester) ; 704 (cycle aromatique).

RMN-'H (ppm, J (Hz): 3.72 (s, 3H, -O-CHs), 4.74 (s, 2H, CHy), 7.72 (m, 4H,

phtalimido).

5- Elimination du groupement phtaloyle

A une solution du composé & déprotéger (N-Phtalimidooxyacétate de méthyle) (18

mmol, 4.23 gr), dissous dans un mélange de DCM et de méthanol (1:1, 20 ml), on ajoute sous

agitation de I’hydrate d’hydrazine (36 mmol, 1.75 ml) & température ambiante.

Aprés 18 heures a la méme température, il y a un solide qui se forme (phtaloyl

hydrazine), qui est ensuite €éliminée par filtration. On évapore le mélange sous pression

réduite. Le solide résiduel est dissous dans I’eau distillée (25 ml). On alcalinise 4 pH=11 et on

extrait avec le DCM ; on séche et évapore le solvant. On obtient I’aminooxyacétate de

méthyle (9) sous forme d’une huile (72%) qui a tendance a solidifier.

Tableau des réactifs :

Réactifs

M.M

Pb °C

Hydrate d’hydrazine | 50.06

118-122

M= 105.06 g/mol
Rdt=72 %
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Purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice avec élution par un mélange MeOH/
DCM (2 :98).

IR (cm'l): 3429 (NH; de la fonction amine), 2960-2874 (CHy et CH3) ; 1753 (de carbonyle) ;
1669-1580 (NH de I’amine) ; 1217 (C-O-C de ester).

RMN-'H: 1.65 (s, 2H, -O-NH, de I’amine), 3.33 (s, 3H, CO-O-CHj; de I’ester méthylique),
3.73 (s, 2H, -O-CH,-).

6- Hydrolyse de N-Phtalimido oxyacétate de méthyle

Dans un ballon de 100 ml, on introduit (5 gr, 21 mmol) de N-Phtalimidooxyacétate de
méthyle dans un mélange de THF (84 ml) et I’eau (42 ml). On additionne goutte a goutte une
solution de LiOH (1N) (1.024 eq, 21.7mmo, 0.52 gr dans 21.7ml d’eau) ; on laisse le mélange
sous agitation pendant 1h dans la glace et 4h & température ambiante. Laver le mélange avec
’AcOEt (1x40 ml) et séparer les deux phases. On acidifie la phase aqueuse a PH=2, ensuite
on extrait avec 1’acétate d’éthyle. On obtient I’acide N-phtalimidooxyacétique (10) (64%),
Pf=153° C, Rf=.0,33 dans chloroforme/MeOH (10:1).

Tableau des réactifs :

Réactifs MM | d |Pb°C

THF 72.17 | 0.88 | 65-67
LiOH. H,0O 4196 | - -
Acide chlorhydrique | 36.46 | 1.18 -

0O
N OH
o
o O
CioH;05N

M=221.15 g/mol
Rdt= 64 %
Pf=153°C
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Rf= 0.33 (Purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice avec élution par un
mélange CH;Cl/ MeOH (10 :1)).
IR (em™) : 3400-2500 (O-H de la fonction acide) ; 1778-1752 (C=0 Phtalimido) ;
1712 (C=0 carbonyle) ; 1609 (doublet aromatique) ; 718 (cycle aromatique).
RMN-'H: 7.85 (s, 4H, H- phtalimido), 4.81 (s, 2H, -O-CH,-).

6- Synthése des dipeptides des les esters aminooxy acétate de méthyle

On introduit dans 30 ml de DCM I’aminoacide N-protégé (7.3 mmol) avec I’aminooxy
acétate de méthyle (7.4 mmol). On additionne a cette solution (7.3 mmol) de DCC dans 20 m]
DCM a 0° C. Le mélange est maintenu 0 ° C pendant une heure et 4 température ambiante
pendant 24h.

La dicyclohexylurée (DCU) est filtrée, et on évapore le solvant sous pression réduit. Le
produit final est purifié¢ par chromatographie sur colonne par gel de silice et on utilise comme
éluant le mélange CHCl;/MeOH (98 :2).

Tableau des réactifs :

Réactifs M.M d Pf°C | Pb°C
DCC 206.33 - 33-35 -
Chloroforme | 119.38 | 1.48 - 61

a-Le N-Phtalimidoglycylaminooxy acétate de méthyle (11)

0
o] 0]
v o N
N OMe
H
0]

Ci3Hj206N,
M= 292.23 g/mol
Rdt= 50 %
Pf= 85°C

Rf=0.57
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Purifier par chromatographie sur colonne de gel de silice avec élution par un mélange
CH3Cl/ MeOH (98 : 2).

IR (cm"): 3326 (NH de la fonction amide); 1755-1791 (C=0 de phtalimido) ; 1734
(C=0 de I’ester).

RMN-'H: 3.768 (s, 3H, CO-O-CHy); 4.45 (s, 2H, -CH,- Glycine), 4.56 (s, 2H, N-O-CH,);
7.73-7.89 (m, 4H, H- de groupement phthaloyle).

b- DL-N-Phtalimidoalanylaminooxy acétate de méthyle (12)

O
0 o)
Nj)L o N
N OMe
H
0

C14H 406N,

M=306.27 g/mol.

Rdt=65 %

Rf=0.74
Purifier par chromatographie sur colonne de gel de silice avec élution par un mélange
CHCIl3/ MeOH (98 :2).
IR (cm"): 3325 (NH de I’amide); 1779-1755 (C=0 de groupe phtalimido) ; 1713 (C=0
carbonyle de I’ester) ; 1613 (C=0 de I’amide) ; 1214 (C-O de I’ester) ; 720 (cycle
aromatique).
RMN-'H (6: ppm, J: Hz, CDCl;): 1.89 (d, J= 9Hz, 3H, -CHj3 d’alanine), 3.752 (s, O-
CHs), 4.97 (q, J='5.7Hz, 1H alanine), 4.45 (s, 2H, N-O-CH,), 7.71-7.89 (m, 4H, H- de
groupement phtaloyle).
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¢- DL N-Phtalimidovalinyl aminooxyacétate de méthyle (13)

0
0 0
v AL o L
N OMe
H
0]
CisH1806N>
M= 334.33 g/mol
Rdt=87 %
Pf=110-112°C
Rf=0.37

Purifier par chromatographie sur colonne de gel de silice avec élution par un mélange
CHCI3/ MeOH (98 :2).

IR (cm™) : 3327 (NH de I’amide) ; 1833-1773 (C=0 de groupe phtalimido) ; 1721 (C=0
cerbonyle de I’ester) ; 1626 (C=0 de I’amide) ; 1193 (C-O de ’ester) ; 720 (cycle

aromatique).

d- N-Phtalimido-6-caproyl aminooxyacétate de méthyle (14)

O
O O
N\M/“\ O\/U\
5 N7 OMe
H
O
Ci7H2006N;
M= 348.19 g/mol
Rdt=72 %
Pf=80° C
Rf=0.09

Purifier par chromatographie sur colonne de gel de silice avec élution par un mélange
CHCl3/ MeOH (98 :2).

IR (cm™) : 3335 (NH de la fonction amide) ; 1772 (C=0 de groupe phtalimido) ; 1711
(C=0 carbonyle d’ester) ; 1653 (C=0 de I’amide) ; 1048 (C-O d’ester) ; 720 (cycle

aromatique).
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e- L-N-Phtalimidoleucyl aminooxyacétate de méthyle (15)

0
0 0
N N’OVMOM
H e
0

Ci7H2006N,
M= 349.41 g/mol
Rdt=50 %
Pf=180°C
Rf=0.25
Purifier par chromatographie sur colonne de gel de silice avec élution par un mélange
¢ther de pétrole/ AcEt (5 :2).
IR (em™) : 3290 (NH de la fonction amide) ; 1772 (C=0 de groupe phtalimido) ; 1715
(C=0 carbonyle d’ester) ; 1657 (C=0 de I’amide) ; 1222 (C-O d’aster) ; 720 (cycle

aromatique).

f- N-Phtalimidooxyacétyl aminooxyacétate de méthyle (16)

0]
H
N. N OMe
O oY
o) 0] (0]
Ci3H 209N,
M= 322.24 g/mol
Rdt=50%
Pf=132-135°C
Rf=0.11

Purifier par chromatographie sur colonne de gel de silice avec élution par un mélange
CHCl3/ MeOH (98 :2).

IR (em™) : 3325 (NH de I’amide) ; 1791-1755 (C=0 de groupe phtalimido) ; 1734 (C=0
carbonyle de I’ester); 1627 (C=0 de Pamide) ; 1231 (C-O de Pester) ; 704 (cycle

aromatique).
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8- Hydrolyse des esters peptidiques synthétisés

Dans un ballon de 100 ml, on introduit (100 mmol) de N-Phtalimidooxyacétate de
méthyle dans un mélange de THF (400 ml) et I’eau (200 ml). On additionne goutte & goutte
une solution de LiOH (1N) (1.025 eq, 102.5 mmol, 2.47¢gr dans 100 ml d’eau), on laisse le
mélange sous agitation pendant 1h dans la glace et 4h a température ambiante. Laver le
mélange avec I’AcOEt (1x60 ml) et séparer les deux phases. Acidifier la phase aqueuse a
pH=2. Ensuite, on extrait avec I’acétate d’éthyle. On obtient le dipeptide de I’acide aminooxy
acétique avec un bon rendement.

Purifier par chromatographie sur colonne de gel de silice avec élution par un mélange
CHCIl3/ MeOH (10 :1).

a- Acide N-Phtalimidoglycyl aminooxy acétique (17)

O
©f< Lo
Aot
N OH
H
O

C12H006N,
M=278.25 g/mol
Rdt= 78 %
Pf=133-135°C
IR (cm™) : 3600-2500 une bande large (OH de I’acide carboxylique) ; 1800-1736 (C=0 de
groupe phtalimido) ; 1679 (C=0 de carboxyle) ; 1642 (C=0 de I’amide).

b- Acide (DL)-N-Phtalimidoalanyl aminooxy acétique (18)

0
0 0
N N/OJJ\OH
H
o}

Ci3H206N;
M=292.27 gr/mol
Rdt= 82 %
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IR (em™) : Une bonde large vers 2400-3450 (OH de I’acide carboxylique); 1779-

1755 (C=0 de groupe phtalimido) ; 1613 (C=0 de ’amide) ; 720 (cycle
aromatique).

e- L’acide DL N-Phtalimidovalyl aminooxy acétique (19)

@)
O O
N /Ovu\
@Elé ﬁu OH
O
CisH1606N,

M= 320.33 g/mol
Rdt=80 %
Pf=140°C

IR (cm™) : une bande large de 3600-2500 (O-H de la fonction acide) ; 1762 (C=0 de groupe
phtalimido) ; 1706 (C=0 de carboxyle) ; 1647 (C=0 de ’amide) ; 722 (cycle aromatique).

f- Acide N-Phtalimido-6-caproyl aminooxy acétique (20)

O
0 0
N O\/“\
5 N~ OH
H
O
Ci6H1306N;

M= 334.18 g/mol
Rdt=64 %
Pf=102°C

IR (em™) : une bande large de 3600-2500 (O-H de la fonction acide) ; 1752 (C=0 de
groupe phtalimido) ; 1704 (C=0O de carboxyle); 1640 (C=0 de I’amide) ; 773 (cycle
aromatique).
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g- L’acide L N-Phtalimidoleucyl aminooxy acétique (21)

0
@i Lo ]
v Ao M
N OH

H

o\¢

Ci6HisO6N,
M=335.41 g/mol
Rdt=74 %
IR (cm") : 3400-2500 une bande large (OH de I’acide carboxylique).

h- Acide N-Phtalimidooxyacétyl aminooxy acétique (22)

O
H
N\ N\ OH
A G ¢
0 O 0]
Ci2H;007N,
M= 308.24 g/mol
Rdt=74 %
Pf=94° C

IR (cm"): bande large de 3400-2500 (O-H de la fonction acide).
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