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Abreviations et symboles

Ac acétyle

Acac aceétylacétonato

AcM Anticorps monoclonal

ACN aceétonitrile

AcP Anticorps polyclonal

AcOEt aceétate d’'éthyle

aq aqueux

Ar aromatique

B Binding— pourcentage de liaison en présence de compétiteur

Bo Binding, — pourcentage de liaison en absence de compétiteur

Bn benzyle

Boc tert-butoxycarbonyle

Bipy Bipyridine

BSA Albumine bovine

nBu n-butyle

tBu tert-butyle

Bz benzoyle

CCM Chromatographie sur Couche Mince

CLHP Chromatographie Liquide a Haute Performance

COD 1,5-Cyclooctadiene

Cp Cyclopentadiényle

CPV Chromatographie en phase vapeur

p-Cym paraCymene

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]lundec-7-ene

DCE 1,2-dichloroéthane

DCC 1,3-dicyclohexylcarbodiimide

DCM Dichlorométhane

DMF N,N-diméthylformamide

DMAP 4-(diméthylamino)pyridine

DMSO diméthylsulfoxyde

DO Densité Optique

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

EtOH éthanol

Et,O éther éthylique

Eq. équivalent

ee Excés énantiomérique

ed Excés diastéréomérique

HBTU O-(Benzotriazol-1-yl)N,N,N,N-tetraméthyluronium
hexafluorophosphate

IR infrarouge

MeOH méthanol

MTBE Méthyl tert-butyléther

nPr n-propyle

NHS N-hydroxysuccinimide

ppm Partie per million

Ph phényle

rd Rapport diastéréomérique

Rdt rendement

RMN Résonance Magnétique Nucléaire

SATA N-succinimidyl-S-acétylthioacétate
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SM
SMCC
T.A.
TEA
TFA
THF
TMS
TBDMS
TRIS
Ts

UE
UEII
uv

Spectrométrie de Masse
succinimidyl-4-N-maléimidométhyl)-cyclohexane-1-carboxylate
température ambiante
triethylamine

acide trifluoroacétique
tétrahydrofurane

triméthylsillyle
tert-butyldiméthyilsillyle
tris(hydroxyméthyl)méthylamine
tosyle

Unité enzymatique

Unité Ellman

ultraviolet
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Introduction générale

La chiralité* est une caractéristique de la nature qui jouedietrés important dans les
sciences et technologies actuelles. Cette propspédiale est déterminée par I'arrangement
tridimensionnel des atomes d’'une molécule. Dansatare de nombreux composés présentent
cette propriété, comme les acides aminés, les satries acides nucléiques par exemple. Pour
gu’une molécule puisse étre chirale, il faut qudenses atomes ne porte (par l'intermédiaire de
liaisons covalentes) que des substituants différdres composés possedant un centre chiral se
présentent sous forme de deux constituants distinoin superposables et étant I'un I'image de

I'autre dans un miroir. Ces deux constituants pare nom dénantioméres

miroir
Figure 1. Les deux énantiomeéres d'une méme molécule

lls ont les mémes propriétés chimiques et physigiesw peuvent étre difféerenciés que
dans un environnement chiral ou par la fagcon dEnpiovoquent la rotation de la lumiére
polarisée.

Les molécules chirales représentent des composé® dmportance cruciale pour les
industries pharmaceutiques, agricoles et chimiglegjourd’hui. Dans de trés nombreux cas |l
est important pour ces industries de ne synthégisem seul énantiomére d’'une molécule cible,
I'énantiomere actif (aussi appedditomerg pour des raisons d’économie mais aussi parce que
I'énantiomeére non souhaitédigtomerg peut présenter des effets indésirables. Parmi les
molécules d’intérét industriel dont les deux ér@ngres présentent des activités différentes on
peut citer les cas dealbuterof ('énantioméreS a un effet broncho-dilatateur et anti-

asthmatique tandis que RRaugmente I'hypersensibilité du trait respiratoiee)aketaminé (S

! Chiral, chiralité provient du grezheir qui signifie main

2 Enantiomére provient du greoantios(opposé)

®H.S. Nelson, G. Bensch, W.W. Pleskow, R. DiSaefasio, S. DeGraw, D.S. Reasner, T.E. Rollins, Rihin,J.
Allergy. Clin. Immun1998 102, 943.

* P.F. White, J. Ham, W.L. Way, A.J. Trevédnesthesiolog$98Q 52, 231.
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est un anesthésique et un analgésique tandis guertaluit des hallucinations et agitation), sans
oublier lathalidomidé ('eutomére a des propriétés hypnotiques et séekiinais le distomére

est un puissant tératogene).

e A

.
OH | O
. NHO N o
Cl NH
HO o 3
OH Ketamine Thalidomide
L Albuterol ]

Schéma 1 Quelques exemples de composés dont les énanéispessedent des activités biologiques
différentes.

Il existe plusieurs stratégies pour acceéder auxposds énantiomériquement purs. La
premiére consiste a partir d'une molécule faisamti@ du «pool chiral » et de la transformer
par les méthodes classiques de la chimie orgamiquen nouveau produit optiquement pur. Une
autre méthode utilise des composés racémiques,pguirésolution, peuvent conduire a des
produits énantiopurs. Cette méthode reste d’'undgratérét pour l'industrie car elle permet
I'obtention de quantités importantes de produitigpement put. Par contre Iinconvénient de
cette approche est que le rendement théoriqueyoénantiomére est de 50%, sauf dans le cas
ou I'énantiomére non souhaité peut étre recyclésDas processus de résolution cinétique des
mélanges racémiques, un énantiomere réagit beaygospvite que l'autre pour fournir le
produit énantiomériquement enrichi et, dans leslleues des cas, ce second énantiomere ne
réagit pas. Une version efficace de la résolutiogtmue est la résolution cinétique dynamique
qui permet la conversion totale d'un mélange ragémien un produit optiguement pur.
Finalement la derniere méthode, et probablemeptua efficace, pour accéder a des produits

chiraux, reste laynthése asymétriqiiest, surtout laatalyse asymétriqde

®a) W.G. McBrideancet1961, 2, 1358, b) W. LenzZDeutsche Medizinische WochenscHt#61, 86, 2555, ¢) M.
Rouhi,Chem. Eng. New2005 83,3.

® A.N. Collins, G.N. Sheldrake, J. Crosby E@irality in Industry Il Wiley, Chichester]997.

"a) H.B. Kagan, J.C. Fiaud@ipp. Stereochem 978 10, 175; b) J.D. MorrisorAsymmetric Synthesigol. 1-3,5,
Academic, New York1983-1985c) J.A. Gladysz, J. MichChem. Rev1992 92, 739.

8 E.N. Jacobsen, A. Pfaltz, H. Yamamoto E@amprehensive Asymmetric CatalySgringer, Berlin1999
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[ Produit optiguement pur ]

I

chimique enzymatique

Synthése

. ‘ asymétrique /
synthése

o | o catalyse
cinétique cristallisation asymétrique
résolution
\
[ Pool chiral ][ Mélange racémique ][ Substrat prochiral ]

Figure 2. Trois principales voies d’accés aux produits@iment purs.

La synthése asymétrique présente I'avantage qpeotuit de départ est achiral et que,
par l'utilisation de réactifs chiraux celui-ci varuire a un produit comportant des centres
stéréogenes par un processus appelé d’énantidggldetobablement I'aspect le plus important
est que ce type de processus peut étre resudilytique

Un catalyseur est une entité capable d’accélérerréaction chimique sans changer la
thermodynamique de ce processus et sans étre corésdorant cette réactith Sans I'emploi
d'un catalyseur, un processus chimique peut étie temp onéreux soit tout simplement
impossible. Ces entités chimiques jouent un rolpoirrant dans tous les types de processus
chimiques que ce soit au niveau de la recherchéégeloppement ou de la production
proprement dite. La catalyse asymétrique est ptebant le procédé de choix en raison de son
efficacité en terme dconomie d’atomest surtout, dconomie de chiralitéDans la plupart des
cas la catalyse asymétrique permet I'élaboratioprdeédés respectueux de I'environnement,
pouvant réaliser une multiplication/amplificationportante de la chiralité a partir de trés peu de

matériel optiguement pur et, par conséquent, psashitiipeu de déchets a la fin de la réaction.

Comme R. Noyori I'a énoncé en 1994, la catalyseng$grque est une « chimie a quatre
dimensions ». Ainsi, I'efficacité d’une réactioniique peut étre obtenue par la combinaison
entre une structure tridimensionnellg, §, 2 et une cinétique correspondant®*'( Par
conséquent, la conception d’un catalyseur asymugrityant une activité prévisible est une tache
extrémement compliquée voire impossible. Les catalygs organométalliques, obtenus par

complexation d'un métal par un ligand ou des ligadkiraux, sont les catalyseurs asymétriques

° R.A. SheldonChirotechnologyMarcel Dekker, New Yorkl.993
19M. Mavrikakis,Nature Mater2006 5, 847.
' R. Noyori,Asymmetric Catalysis in Organic Synthe¥iéley-Interscience, New York,994
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les plus décrits dans la littérature. De méme,eldegtionnement du catalyseur pour obtenir la
combinaison idéale entre le métal, le ligand etubstrat représente aussi une étape importante
dans le développement du procédé afin d’obtenimomkiiplication de la chiralité maximale.

Il est évident que le cahier des charges présesttéexdrémement complexe et la
conception d’'un catalyseur efficace pour une t@msétion donnée représente une tache tres
difficile.

Inspiré des approches utilisées par l'industriermphaeutique pour la découverte
accéléree de molécules biologiquement actives, stestégies basées sur lutilisation de
techniques alliant chimie combinatoire et criblageaut débit ont commencé a étre suivies dans
les années 1990 pour la découverte de catalyseurs.

Sans se vouloir exhaustifs, les paragraphes sgivéatiment les travaux et les avancées

majeures realisées dans ce domaine durant lesrii@igs années.

l. Principe des approches combinatoires pour la déziverte de
catalyseurs asymétriques

La découverte de nouveaux matériaux fonctionneisinse les catalyseurs chimiques, est
dominée par les découvertes fortuite3raditionnellement les catalyseurs étaient déeds\par
des méthodes du type « par tatonnememtial @nd error). Dans les deux derniéres décennies
les méthodes de la chimie combinatoire et du ayibla haut débit ont été développées ce qui a

permis une accelération significative du proceskudécouverte de catalyseurs efficaces.

Un catalyseur efficace repose sur une combinaiéaossie de plusieurs facteurs comme
une bonne conception rationnelle, intuition, peéasise et, bien sdr, une dose non négligeable de
chance. Ces parametres ne sont pas actuellemalenent maitrisables ce qui rend I'approche
traditionnelle de recherche de catalyseurs chinsidrés empiriqug. Pour soutenir ce point de
vue, que l'aspect empirique du processus est amsranissi important que la compréhension
mécanistique du phénoméne, on peut citer un exenefdéivement récefit, illustré dans le

schéma 2.

12G. Kirsten, W.F. MaierAppl. Surf. Sci2004 223 87.
13K. Ding, H. Du, Y. Yuan, J. Long;hem. Eur. J2004 10, 2872.
14 C. M. Killian, D.J. Tempel, L.K. Johnson, M. Brdudet,J. Am. Chem. Sot996 118 11664.
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Toluéne
Méthylaluminoxane
23°C

N

Schéma 2 Polymérisation des alcenes par des complexegkel.n

Dans ce cas, une classe importante de catalyseurdgppolymérisation des alcenes a été
découverte par des moyens classiques apres égemops resté inconnue malgré l'activité trés
intense dans le domaine. La raison pour laquetle cdécouverte a été tardive repose sur le fait
que, conformément aux arguments mécanistiqueségedue, les métaux de transition de la

partie droite du tableau périodique ne permettgiestde catalyser ce type de réaction

De nombreux autres exemples pris dans la littézatwraient pu illustrer le fait que
pléthore de catalyseurs soit le fruit de décousgdieuites ou de combinaisons improbables.

On peut considérer que la recherche de nouveaténsgs catalytiques dépend donc a la
fois de Il'originalité de leur conception et du noenli'expériences menées en un temps donné. Si
le premier de ces facteurs dépend de I'état desas®ances et de l'intuition du chercheur, le
second est avant tout un probleme d'ordre techra@gpeut étre résolu au moins en partie par les
technologies développées en chimie combinatoiceilgtaige & haut débit

Les méthodes de la chimie combinatoire appliquéda a@echerche de catalyseurs
impliquent trois étapes: la préparation rapide atjtele d'une banque de catalyseurs souvent
obtenus par combinaison de ligands avec divers uxgtdusage de ces systemes
organométalliques pour une ou plusieurs réactidioiesc en utilisant un test ou une méthode
adaptée et, finalement, lidentification de la oesdcombinaisons présentant les meilleures

performances pour les propriétés recherch¥ggure 3).

15 M.A. Giardello, M.S. Eisen, C.L. Stern, T.J. MarisAm. Chem. So&995 117, 12114.
18 R, H. CrabtreeChem. Comn999 1611.
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Approche classique Approche combinatoire a haut débi t

- Conception
Conception d’une banque
du catalyseur de catalyseurs w
) N Criblage Catalyses
Criblage Synthése |1 5 haut debit paralléles

N

Figure 3. Comparaison entre I'approche « classique » ppfache « combinatoire a haut débit » pour la déexe
des catalyseurs efficaces

Ainsi, l'approche combinatoire permet en un cyckxpkrience d'obtenir un ensemble
conséquent d’informations susceptibles d'étresé#ls pour un nouveau cycle et ceci jusqu'a
obtention du catalyseur recherché. Cette approshdomc en théorie bien plus performante que
I'approche dite « classique » qui ne génere quambne d'informations bien plus limité par
cycle d'expérience.

Cependant, deux points critiques sont a souligags dlapproche combinatoire :

* il est nécessaire de mettre au point une préparatipide des divers systemes
catalytiques, ceci peut étre délicat notamment darss de synthése de ligands
chiraux et

e il est indispensable de disposer d'une méthode ridage rapide et fiable

permettant de mettre en lumiere les meilleurs gséairs.

La préparation de la banque de catalyseurs orgaatimées fait souvent appel a la
synthese en mode paralléle de ligands selon dedégigs classiquement suivies pour
I'élaboration de molécules biologiquement activiasi ces syntheses utilisent fréquemment la
chimie sur support solide, ou des séquences coulesynthése sont réalisées en mode
homogeéne. Ce type de stratégie a été appliquélaquemiéere fois en 1995 quand J.A. Ellman a
synthétisé en parallele une petite banque de Igaciiraux de dix membres de type
pyrollidineméthanol, ligands utilisés ensuite pdarréaction d’addition énantiosélective du
diéthyl zinc sur les aldéhyd€sLa synthése paralléle des ligands se fait supasolide par

réaction duN-[(éthyloxy)carbonyl]-4-hydroxyprolineméthylesteveer un grand exces de réactif

' G.C. Liu, J.A. Ellman). Org. Chem1995, 60, 7712.
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de Grignard (RMgX) et transformation de I'azote protégé par réauncen groupement méthyle

ou hydrolyse et alkylation réductrice, comme dédais ler schéma 3.

1. RyMgX
2. KOH, BuOH, dioxanne
3. (R,C0),0
O. 0O O 4. Red-Al HO R
@OU w 5. PPTS, BuOH, DCE WR1
N}\ o— N OH
o R
o 2

Schéma 3 Stratégie de synthése d’une librairie de ligattdsaux type pyrrolidineméthanol

De nombreux autres exemples de synthése parak&deert, la grande majorité étant
décrite dans I'excellente revue de C. Gennari a?irulli'®.

En revanche, la mise au point de tests de critdpgeifiques demande fréquemment des
efforts particuliers et fait souvent appel a l'ingsité des chercheurs impliqués dans ce
domaine. Ainsi, un grand nombre de techniques malgs dédiées au criblage spécifique de
banques de catalyseur a été décrit dans la liiératurant les 10 derniéres années. Il existe a
I'heure actuelle un certain nombre d’articles digptes dans la littérature qui font I'état de l'art
en ce qui concerne les techniques de criblage Bddit°.

Le paragraphe suivant tente de résumer les avamsg@gsires dans ce domaine en se

limitant toutefois aux projets reliés a la catalgsgmétrique.

ll. Tests de criblage rapides

Pour une réaction catalytique donnée de transfaomatun composé\ en un composé
d’intérét B il faut, dans un premier temps disposer d’'un testcriblage capable de détecter
spécifiguement le produit de la réactiBndans le mélange souvent complexe résultant de la
réaction. Ceci est un aspect important car soulentréactions chimiques catalytiques non
optimisées produisent des mélanges de produitspcetr quantifier le bon produit, il faut

envisager, la plupart du temps, une étape de gatidin. Une fois le test mis au point la premiere

'8 C. Gennari, U. PiarulliChem. Rex2003 103 3071.
93) M.G. FinnChirality 2002, 14, 534; b) M.T. ReetzZAngew. Chem. Int. E@002 41, 1335; c) J.F. Traverse,
M.L. SnapperPrug Discov. Today002 7, 1002; d) M.T. ReetZ,omb. Chem. & HT3006 9, 295.
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étape du criblage est représentée par I'essai, pounétal donnél, d’'une série de ligands, ici
L1 — Lg (cf. figure 4). Le ligand le plus actif/sélectdteensuite sélectionné (ick) et sa structure
est variée afin d’obtenir une famille de ligandsiratydes structures proches;{ — Lz,). Parmi
ces ligands, les meilleurs systémes (ex, Lsm) sont ensuite utilisés pour prouver la généralité
du catalyseur : des composés de la méme familldegpeoduit de dépard sont utilisés A; —

A7) et parmi ceux-ci les meilleurs sont sélectionféspourL s etA,, A, etAg pourlzy). A ce
point, le processus de découverte/optimisationati@yseur est terminé et les meilleurs résultats

représentent des systemes ternaires duNiype/Ay.

Test de criblage Catalyseur
M/L
A » B +C + D
M,éthodes / l Fluorescence
Séparatives
HPLC, GC, LC/MS... L
Colorimétrie
Recherche
du catalyseur
généralité généralité
A
M A';‘v AA67
W As A
AA4 A
Ll A2 3 A2 3
| o A
L A7 71—
W T T T T T T BT optmisaion
Lo| [l Lo Lo Lag Loe Lot Lgg Lan Loi Ly Luc Ly Lom Ly, (BCHVILE €fOU SElectivite)
LS
L6
L7
LB
activité

Figure 4. Présentation schématique de la stratégie apgligué découverte de catalyseurs

Un test de criblage doit donc dans l'absolu pemmetie cribler I'ensemble des
expériences représentées dans la figure 4 de magierdentifier la ou les meilleures
combinaisons.

Plusieurs criteres permettant d’évaluer un tesiriidage doivent étre soulignés :

 fiabilité (pas de faux positifs et des faux négatif

» reproductibilité et robustesse (simplicité des prhaes)
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» rapidité (grande capacité de criblage, automatisastandardisation — ex. plaque
96 puits)
* geénéralité (capacité de s’appliquer a plusieurstsats ou réactions)
Rares sont les tests de criblage disponibles detaeht qui possedent I'ensemble de ces

qualités.

Le criblage a haut débihigh throughput screeninglans l'industrie pharmaceutique est
devenu si efficace dans les années 1990 que, depess la synthése des candidats ayant une
structure «drug like» qui est devenue I'étape limitante dans le pmeesge découverte de
nouveaux médicamerits Dans le domaine de la découverte de catalysesrsnéthodes de
criblage a haut débit et de synthése combinatomé apparues récemment, et ont été développé
ensemble.

Dans ce document nous allons présenter une séledti® méthodes qui nous ont paru
remarquables dans le domaine.

Au sein de ce chapitre nous allons nous limiter méthodes susceptibles de s’appliquer

a la découverte de catalyseurs pour les réactimastiésélectives.

[I.1. Criblage de catalyseurs par des méthodes chneatographiques

Les techniques chromatographiques « classiquess phase vapeur ou en phase liquide,
utilisant des phases stationnaires chirales, oétlét premieres méthodes de criblage de
catalyseurs asymétriqgues ayant été utilisées. e te méthode, connue et utilisée depuis
longtemps par les chimistes, n'est pas vraimentnugtode de criblage a haut débit. En effet,
méme une fois optimisées, les conditions de la COHRCPV nécessitent un temps minimum
d'analyse d'échantillons (typiqguement ~30 minutksatillon) portant le nombre d'analyse par
jour a seulement quelques dizaines. Ceci reprédéntenvénient majeur de la technique
chromatographique, elle reste une méthode « em séme pouvant pas attendre le rendement
d’'une méthode « en parallele ». Ce propos doitefoig étre relativisé par les récents progrés
techniques qui permettent de faciliter l'utilisatiole cette technique (passeur automatique
d'échantillons) mais aussi d'augmenter les cadeswaiminuant le temps d'analyses. Ainsi de
nouveaux appareils, toujours plus performantsvarie jour depuis les travaux décrits dans ce

paragraphe, ces matériels ont bien évidemment wnpcoportionnel a leur efficacité.

%0 J K. BorckhardtToday’s Chemist at Worko98 7, 35.
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En ce qui concerne le criblage a I'aide de la CRVate, dans un travail publié en 2001,
M.T. Reetz présente le criblage a haut débit deétolution cinétique dwac-2-phényl-1-

propanol catalysée par des lipases mutahtes

Z>0Ac
Y\OH +\;/\OH Lipase \‘/\OAC . \;/\OAC
Ph Ph Ph Ph

Schéma 4 Réaction modéle pour le criblage a haut déhbisatit la CPV chirale

Dans cette étude, par l'utilisation de deux chramgeatphes en phase vapeur et en
injectant les différents échantillons a un certaitervalle de temps, les auteurs réussissent a
obtenir un systeme capable de réaliser la mesurkexiges énantiomérique de plus de 700
échantillons par jour, en tenant compte du fait Gudurée d’'une analyse est inférieure a 3,7
minutes. Il est a remarquer que le systeme d’iilgecest complétement automatisé et le
traitement des données se fait a I'aide d’un otdima Pour accélérer I'analyse, un echantillon
est injecté avant que l'analyse de I'échantillog@édent soit terminée, ce qui conduit a
I'obtention des chromatogrammes superposés. Usddanéthode mise au point celle-ci permet
d’obtenir des pics exploitables, sans superposi@rpar conséquent de pouvoir accéder a la

valeur de lee

| PAL |
A

T
oo

GCI GCll HP-IB

1&1

Figure 5. Schéma du double chromatographe en phase vagil@é par M.T. Reetz

L M.T. Reetz, K.M. Kiihling, S. Wilensek, H. HusmathW. Hausig, M. Herme<atal. Today2001, 67, 389.
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Figure 6. L'injection décalée des échantillons conduit & deromatogrammes « superposes ».

Dans la figure 6 est présenté un chromatogrammenaol#n injectant des échantillons en
mode continu. On observe qu’en choisissant soigimaest les conditions de séparation on peut
obtenir des signaux exploitablds (eprésente le solvark, le produit de départ € le produit

acylé).

Dans une autre étutfeparue en 2002, le criblage & haut débit utilisa@PV chirale est
employé pour réaliser des mesures d’excés énanimueédans un milieu multi-composant.
Ainsi, pour I'addition énantiosélective du diéttgihc sur un aldéhyde, deux catalyseurs sont

évalués sur trois aldéhydes différents.

OH
©/CHO ©/\Et
EtZZn QH
: CHO Catalyseur 9% : g
OH
W
Ph Ph
cat. Me\('\OH ou Meﬁ/kOH
NBu2 NHBu

Schéma 5 Exemple de catalyse asymétrique multi-substrat

22 C. Wolf, P.A. Hawes). Org. Chem2002 67, 2727.
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La simple injection du milieu réactionnel permeaatéder rapidement a la valeur de
I'induction asymeétrique, a I'’énantiosélectivité, mmdement chimique, a I'activité du catalyseur
et a la spécificitt du substrat pour le catalysehiral. La figure suivante présente le

chromatogramme typique obtenu pour ce genre d'expe. Ceci a permis aux auteurs
d’identifier le systéeme binaire catalyseur / sudisti(1R,2S9-N,N’-dibutylnorephedrine /

cyclohexanecarboxaldéhyde comme étant le plus imeaiat parmi les systémes testés, avec un

rendement de 96% et un exces énantiomérique degR)(%

=

1
]
(41
i
Tim
By
{Entcranl slandard)
i
ViRt
@f\ Er

ik

T <:>_CI N

-—

I T 1
] 5 10 min

Figure 7. Chromatogramme chiral de I'expérience multi-sraist

Un autre exemple tres intéressant de criblage +aulistrat a été publié par H.B.

Kagarf®, appliqué a la réaction de réduction énantiosékeales cétones par le borane en

présence d’organocatalyseurs borés chiraux.

% a) X. Gao, H.B. KagarChirality 1998 10, 120; b) T. Satyanarayana, H.B. KagAdy. Synth. CataR005 347,
737 (review).
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)OL + BHy THF LA — H><OH
R™OR THF ROR! R

Schéma 6 Réduction énantiosélective des cétones par Enleachiral en présence d’'un organocatalyseur chiral

Les substrats sont organisés en groupes pour rgpépaser de superpositions de pics lors
des séparations en CLHP.

0 0 0 o
Y ETS SAD
1a 2a 3a 4a CF,

Schéma 7 Groupe de cétones capables de fournir une sépacatrrecte en CLHP chirale

A la fin de la catalyse une simple injection en GLkhirale permet de séparer les 12
composants du mélange (4 cétones et 8 énantiomesescools).

Cette méthode est intéressante car elle permeherseule analyse d’obtenir plusieurs
mesures dee Par contre, I'inconvénient de ce procédé esttamté par le fait que le criblage
peut se faire seulement dans le cas d'un groupeutbstrats fournissant une séparation

exploitable en CLHP entre les différents composedutbrut réactionnel.

[1.2. Méthodes basées sur la spectroscopie UV-VI$ la fluorescence

Un type de test énantiosélectif basé sur la flumese a été développé par J.-L.

Reymond et nous allons présenter ici son applicgtiour la réaction d’hydrolyse asymétrique
d’acétates chiradt

24 G. Klein, J.-L. ReymondHelv. Chim. Acta 999 82, 400.
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Esterase/ Esterase/
Lipase Lipase
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R S
HLDH, NAD*

o B BSA, pH > 7 S
)J\/\ \1
(0] (0] (0] HO (0] 0]

=

0o Umbelliferone,
fluorescente

Schéma 8 Hydrolyse énantiosélective des acétates, oxydak#ol'alcool et libération d’'umbelliférone

Dans un premier temps, I'ester est hydrolysé parlipase ou une estérase pour fournir
I'alcool correspondant qui, ensuite est soumis & uxydation en présence de I'alcool
déshydrogénase de foie de cheval (HLDH) et de ini@otide adénine dinucléotide (NAD La
cétone résultante, une fois mise en présence araftubovine (BSA), a pH basique, subit une
B-élimination pour libérer I'umbelliférone, prodditiorescent.

Le rapport entre les vitesses des deux réacti@mas en paralléle sur les substf@jet
(R)-esters permet de calculer 'énantiosélectivitéatesymes testées pour la réaction donnée.

Cette méthode présente aussi l'avantage d’étre dehsible, selon les auteurs une
concentration de seulement 10 pg/mL de substra¢gaantillon étant suffisante pour avoir une
mesure fiable. En revanche, cette méthode nécdasiigmthése des deux substrats chiraux dont

les hydrolyses doivent étre menées séparement.

Une stratégie plus interessante consiste a délestdeux énantioméres d’un composé au

sein d'un mélange grace a des molécules sensquablea de discriminer les deux énantiomeres
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d’un produit chiral. Le premier exemple de ce tgeesenseur a été décrit en 1996ais n'a pas

été pour le moment utilisé pour le criblage delgatrs asymétriques.

Ce senseur optique, a base de calixarene fonctiséeaa la particularité de présenter
des spectres d’absorption différents dans le wsibh présence de I'énantiomé&eu S d’un

aminoalcool/amino acide.

Figure 8. Senseur colorimétrique en présence de I'énanteReéu S d'un aminoalcool (& gauche) et le méme
senseur colorimétrique en présence de I'’énantioRereS d’'un aminoacide (a droite).

Ainsi le senseur optique qui a I'état pur est obl@n rouge présente une bande
d’absorption a 515,5 nm, mis en présenceRjtpbénylglycinol change de couleur pour devenir
bleu violet, entrainant un déplacement de 23 nnladeande a 515,5 nm et I'apparition d’'une
nouvelle bande d’absorption a 652 nm. Par contréérsantiomére § du phénylglycinol est
additionné, méme a des concentrations importaraasune modification dans le spectre
d’absorption n’a lieu et la solution reste rougecidlémontre qu'il est possible de concevoir un
test de criblage a haut débit basé sur une telthadé colorimétrique, test capable d’'indiquer

I'’énantiosélectivité d’'une réaction.

3y, Kubo, S. Maeda, S. Tokita, M. KubNature1996 382, 522.
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En s’inspirant du travail décrit plus haut ainsiequ’un autre article publié
ultérieuremerif, une équipe de I'Université de Virginie aux Etdlisis a congu un nouveau

senseur chiral fluorescent capable de discrimiedeux énantioméres d’arhydroxy acidé’.

FLUORESCENT

NON FLUORESCENT

Schéma 9 Structure du macrocycle synthétisé par L. Pu

Ce senseur chiral macrocyclique, issu du couplagdelix molécules de BINOL avec
deux molécules de 1,2-dicyclohexyléthylenediamin& garticularité d’augmenter de facon
significative l'intensité de son émission en fluswence lorsqu’il est mis en présence d'un
énantiomere de l'acide mandéliqgue. L'énantiom&edu senseur augmente son émission
seulement en présence du aci@enjandélique tandis que I'énantioméRene détecte que le
acide R)-mandélique.

Cette reconnaissance chirale sélective a aussiipaum auteurs de tracer la courbe de
'augmentation de la fluorescence en fonction decdamcentration en analyte. Des études
complémentaires ont montré que le signal fluoresestbien proportionnel a la concentration
en un énantiomére.

La méme équipe a mis au point un systéme similzapable de discriminer les deux

énantioméres des dérives acidemminés®.

%Y. Kubo, Synlett1999 2, 161.
277.-B. Li, J. Lin, L. PuAngew. Chem. Intl. Ed. Engl005 44, 1690.
28], Lin, Z.-B. Li, H.-C. Zhang, L. Pd,etrahedron Lett2004 45, 103.
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Ces études, baseés sur l'utilisation des senseuraughmontrent qu’il est possible, de
concevoir un test de criblage a haut débit permetaaccéder aux valeurs a= dans divers

mélanges d’énantioméres.

[1.3. Criblage de catalyseurs par thermographie infarouge

La thermographie infrarouge peut étre utilisée potaliser le criblage d'un grand
nombre de réactions chimiques énantiosélectivesreta montre une étude publiée en 898
Le principe du test est basé sur le fait que power néaction chimique exothermique donnée, le
dégagement de chaleur en présence d’'un catalymaice sera plus rapide que dans le cas de la

réaction non catalysée.

Cat. / |

ﬂ Caméra a Infrarouge

Dégagement de chaleur
rapide di a la présence

du catalyseur. u

OO OO O@s Réaction exothermique
-

Figure 9. Principe de la méthode thermographique

La réaction modele est I'acylation énantiosélectivel-phényléthanol par I'acétate de
vinyle, catalysée par les lipases. Il est connuapite transformation se fait avec une sélectivité

de 99% en faveur de I'énantioméRen présence de la lipase@andida antarctica

OA
OH __ohe OAc . OH

A

Ph™ "CHj Lipase de Candida antarctica ph/\CH 3 ph)\CH 3

Schéma 10Acylation du 1-phényléthanol en présence de édpCandida antarctica

2 M.T. Reetz, M.H. Becker, K.M. Kiihling, A. Holzw#rtAngew. Chem. Intl. Ed. Engl998 37, 2647.
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Les réactions sont effectuées en absence et eenpeesie 'enzyme sur le mélange
racémique ainsi que sur les produits de départtié@pams. La figure suivante montre les
expériences realisées en absence d’enzyme a t & 0=3,5 min respectivement et I'expérience
en présence d’enzyme ou on voit clairement un d&gagt thermique relativement important
dans les puits correspondant au énantioni@jedu produit de départ, un dégagement moins
important pour le racémique et quasi nul pou{Sg Ainsi, il est évident que I'énantiome(R)
réagit beaucoup plus vite que (8) et par conséquent en déduire I'énantiosélectidié

I'enzyme pour I'énantiomer@R) du substrat.

rac (S) (R)

t = 0,5 min., avec enzyme

Figure 10. Image thermographique des plaques de catalyse.

L’'avantage de cette méthode est sa grande capieit&iblage et sa généralité, toute
réaction exothermique pouvant étre criblée paeaetthode. Par contre son inconvénient réside

dans son incapacité a quantifier I'exces énantia@uérpour une réaction.

[1.4. Tests basés sur I'électrophorese capillaire

En partant de l'idée que l'usage des cyclodextrommame phases pseudostationnaires en
électrophorése capillaire peut conduire a la séiparachirale des deux énantiomeres d’un
produit, M.T. Reet? a mis au point un systéme de criblage ultra rapide réactions
catalytigues énantiosélectives ayant un débit eaiimisé) d’environ 7000 déterminations ek
par jour. Selon les auteurs, apres optimisatiosysteme aurait la possibilité de cribler entre
15000 et 30000 catalyses par jour. Les catalyset réalisées en plaques format 96 puits et

I'électrophorése est entierement automatisée litautin systeme MegaBase.

9 M.T. Reetz, K.M. Kiihling, A. Deege, H. Hinrichs, Belder,Angew. Chem. Intl. Ed. Engl00Q 39, 3891.
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La synthese énantiosélective d’amines chiraleséackbisie comme réaction modele

(schéma 11).

o NHa/[H]

)J\ R catalyseur

R NHj, catalyseur

>

* R
H,O
enzyme fluorescent
' SEPARATION PAR
NHCOR ELECTROPHORESE
CAPILLAIRE

Schéma 11Voies de synthése énantiosélective des amineglehi

Afin de pouvoir détecter les molécules par fluoessme induite par laser, les amines sont
couplées avec lisothiocyanate de fluorescéine. sD&n figure suivante est présentée la
séparation par électrophorése capillaire de quslgypes d’amines chirales couplés a

I'isothiocyanate de fluorescéine.

@
o +
0
o (&
®
& 6]
@ @
.
1 S
N
ket —
L
I.Jd*'f_%

15 18
t/min —

Figure 11 Exemple de séparation chirale des énantiomers®dimine chirale par électrophorése capillaire
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La mesure desepar cette méthode peut se réaliser avec un dapiessionnant, ce qui
fait de ce procédé un des plus rapides dispondatsllement.

[1.5. Tests basés sur la spectrométrie de masse

Plusieurs méthodes de détermination de I'excés tiomaérique a l'aide de la
spectrométrie de masse ont été publiées dansdeatiiré’ mais nous ne détaillerons ici que la
méthode de criblage publiée par M.T. R&tZe procédé, basé sur un concept enoncé par A.
Horeau dans les années 189@ermet de réaliser jusqu’a 1000 mesureselgar jour et, selon
les auteurs, cette méthode serait applicable ppwédolution des mélanges racémiques. Pour
exemplifier, M.T. Reetz applique ce procédé a Isoldion cinétique de I'acide 1-phényl-

éthylacétique réalisée par les lipases.

OAC OAC[D4] Lipase OH OH
+ - + T
N
Ph” “CHj Ph” “CHj Ph” “CHj Ph~ “CHj
+ +
CD3CO,H CHyCOLH

Schéma 12 Résolution cinétique des pseudo-énantiomeres

A la fin de la réaction l'analyse par spectrométlie masse permet de mesurer les
intensités relatives des pseudoénantiomeres detdépaluels ainsi que le rapport des intensités
relatives de l'acide acétique et de I'acide acéideutéré, ce qui conduit a la valeur de I'exces
énantiomérique.

313) J.H. Guo, J.Y. Wu, G. Siuzdak, M.G. Fidmgew. Chem. Intl. Ed. Endl999 38, 1755; b) W. Schrader, A.
Eipper, D.J. Pugh, M.T. ReefZan. J. Chem2002 80, 626.

%2 M.T. Reetz, M.H. Becker, H.-W. Klein, D. Stéckigtngew. Chem. Intl. Ed. Endl999 38, 1758.
% A. Horeau, A. NouailleTetrahedron Lett199Q 31, 2707.
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Figure 12 Spectre de masse des deux produits de dépantpsEmantiomeéres)

L’inconvénient de ce procédé serait la nécessitépaparer les substrats pseudo-
énantioméres, mais, une fois cette étape acconlpliméthode permet un criblage rapide et
efficace des biocatalyseurs ou des catalyseursigi@s. Cette méthode ne peut pas non plus

étre utilisée dans le cas des substrats prochiraux.

11.6. Tests enzymatiques (EMDe¥)

Pour faire du criblage de catalyseurs pour lestiga énantiosélectives, plusieurs
méthodes enzymatiques d’évaluation deelont été développées. Ici nous n'allons présenter

briévement qu’une seufede ces techniques, adaptée & la réaction d’additiantioséléctive du

diethylzinc sur le benzaldéhyde.

% Enzymatic method for determining enantiomeric exces
%P, Abato, C. Setdl. Am. Chem. So2001, 123 9206.
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Schéma 13Principe de la méthode EMDee

Pour la détection des deux énantiomeres résultalats cette réaction [I'alcool

déshydrogénase dlihermoanaerobium spest utilisée comme enzyme et le NADEbmme

oxydant. La cinétique de l'oxydation peut étre rase en suivant, par spectroscopie UV, la
formation de NADPH X = 340 nm). L'énantiomeréS) de I'alcool est un bon substrat pour

'enzyme (Ky = 6,4 £ 1,1 mM), tandis que IR) en est un inhibiteur (K= 6,0 + 1,5 mM).

L’équation de Michaelis-Menten fournit une corré@atdirecte entre la vitesse de cette réaction

et les concentrations respectives des deux énagrtésnde I'alcool.

Expérimentalement,

chaque brut réactionnel estédiians un mélange contenant

I'enzyme et son co-facteur (NADPpuis la vitesse d’oxydation enzymatique est dgieée.
Selon C.T. Seto, ce type de test est adaptablerf@ent en format plaque 384 puits et, pour une

centaine de réactions, le temps d’analyse nécessarait de 30 minutes seulement.

Vitesse relative

0.8 - g
0.6 - 0 -
0.4 -

0.2 — &

0.0 '(( T T T T T T T T T
-100 -60 -20 20 60 100

ee (%, (S)-1-phénylpropanol)

Figure 13.Relation entre la vitesse d'oxydation enzymatigtibexcés énantiomérique des échantillons
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Ce type de méthode enzymatique a aussi été adaptélgs réactions d’hydrolyse
enzymatique asymétrique deJphénylethylacétatd I'hydrolyse enzymatique asymétrique d’un
acétate allyliqu¥ et pour I'oxydation énantiosélective des thioéhem présence d’isopropylate
de titane (IV)/tartrate/hydroperoxyde de cunténe

Les réactions pouvant étre criblées par cette ndétlsont toutefois limitées puisqu’il est
nécessaire de disposer a chaque fois d’'une enzwarieybere dont la mesure de l'activité
puisse se faire simplement.

Comme nous venons de le voir, il existe de nomle®usethodes de criblage décrites
dans la littérature. Les concepts de ces technigteleurs performances sont tres variés.
Plusieurs méthodes alternatives que nous ne pegsastpas dans ce chapitre sont décrites dans

la littératuré®.

% M. Baumann, R. Stiirmer, U.T. Bornscheueargew. Chem. Intl. Ed. Engl001, 40, 4201.

¥"M.B. Onaran, C.T.Setd, Org. Chem2003 68, 8136.

3 C.M. Sprout, C.T. Set@rg. Lett 2005 22, 5099.

%9 a) M.T. Reetz, A. Eipper, P. Tielmann, R. Mynéttlv. Synth. Cata002 334, 1008 (spectroscopie de RMN);

b) G. Klein, J.L. ReymondAngew. Chem. Int. EQ001, 40, 1771 (systémes bases sur des chélateurs desxmétau
comme quencheurs de la fluorescence), ¢) G.T. @ogelS.J. Miller,J. Am. Chem. So00], 123 6496
(fluorophores sensibles au pH), d) E.R. Jarvo, E®ans, G.T. Copeland, S.J. Millel, Org. Chem2001, 66,
5522; e) G. A. Korbel, G. Lalic, M.D. Shail, Am. Chem. So2001, 123 361feaction microarrays
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lll. Objectifs de la thése

Comme nous venons de le voir dans les paragramtéegdents, la méthode la plus
efficace pour la découverte de nouveaux catalyseysse sur le criblage a haut débit. Méme si
dans la littérature un certain nombre de testsua di&bit ont permis I'identification de systemes
catalytigues innovants, ces technigues sont soimplétes (ex. incapacité de déterminer le
rendement chimique d’une réaction) soit trop ongeswu difficiles & mettre en ceuvre.

Dans ce manuscrit nous nous proposons de prédantese en ceuvre d’'une nouvelle
technique de criblage a haut débit basée sur dekodes utilisées en immunologie. Cette
technique sera appliquée a la découverte de noxvegatemes catalytiques pour des
transformations énantiosélectives et pour desigectie couplage.

Dans la premiéere partie du manuscrit nous alloréssgmter deux versions du test
immunoenzymatique adapté pour les réactions stleses, une faisant appel aux anticorps
monoclonaux énantiosélectifs, et une deuxieme satii des anticorps polyclonaux
énantiosélectifs, facile a mettre en ceuvre, rapideirtout moins onéreuse que la précédente.

Dans la derniere partie du manuscrit nous all@wic une méthode immunométrique

capable de réaliser le criblage a haut débit detickes de couplage.

Ces techniques développées au laboratoire ormrtecplarité d’étre capable de réaliser le
criblage a haut débit dans un temps court pour namdy nombre de systémes catalytiques
(théoriqguement on peut atteindre I'analyse de 1&fantillons par jour) et présente I'avantage
de permettre, dans le cas des transformations iésélactives, d’'accéder a la valeur du

rendement chimique et de I'excés énantiomeérique.

Basés sur les résultats obtenus dans notre laberatms recherches ont consisté a
démontrer que les techniques immunoanalytiquesgesassur ['utilisation des anticorps
spécifigues peuvent également étre des méthodeshdi® dans le cadre du criblage de
catalyseurs. Avant de rentrer dans le vif du sujetonvient de rappeler quelques notions

d'immunologie.
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Chapitre 1. Généralités sur les dosages

immunologiques®

|. Le systéme immunitaire et la structure des antiorps

|.1. Structure

Le role du systeme immunitaire est de protégergdarsme contre les agressions
extérieures. Lorsqu’'une molécule ou un organismenger pénetre dans le corps notre systeme
immunitaire génere une réponse par l'intermédidies leucocytes produits par les cellules
souches au sein de la moelle osseuse. Lors de régitmse immunitaire les lymphocytes
produisent desnticorps entités dirigées spécifiquement contre la stmectirangere. Cette
structure (molécule, virus etc.) capable de générer réponse immunitaire porte le nom

d’antigene

Selon la structure proposée par G.M. Edelman er3*97es anticorps sont des
immunoglobulines constituées de chaines lourdes»«(fitavy et de chaines légeres « L »
(light). Ces chaines lourdes sont unies entre elles pamains deux ponts disulfures
intercaténaires. Chaque anticorps comporte desmggionstantes (C) et des régions variables
(V). Les régions variables sont propres a chaqtieaps tandis que les régions constantes sont
semblables pour toutes les immunoglobulines d’uasse donnée. Dans les régions variables se
trouve une région dite hypervariable correspondansite de liaison de I'antigene. Les chaines
lourdes différencient les cing classes d'immunoglimies. La figure 14 présente la structure des

immunoglobulines G qui seront utilisées tout awglde ce travail de these.

40R. Bador, Y. Barbier, H. Bonnet, A. Charrié, G.adfiere, R. Cohen, H. Dechaud, D. Hartmann, B. Kré&b
Grillet, Y. Lasne, M.J. Latapie, G. Villées Immunodosages de la théorie a la pratjdtee de TACOMEN,
QOullins, 1990

41 G.M. EdelmanSciencel973 180, 830.
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Figure 14. Structure de base d’une immunoglobuline G

[.2. Production des anticorps

Selon la théorie la plus couramment admise aujburdla production d’anticorps débute
par la fixation spécifique de I'antigéne sur lesiphocytes B capables de le reconnaitre, ce qui
induit leur prolifération, puis leur transformati@m plasmocytes et ensuite la production et la

libération d’immunoglobulines spécifiques dans iéeu extracellulaire'?

1.2.1. Anticorps polyclonaux

Lorsque un immunsérum contient plusieurs typestitarps dirigés contre différents
haptenes (ou différents épitopes du méme antigén@)rte le nom desérum polyclonalPour
I'obtention d’un sérum, des injections d’antigesest faites a un animal. Un certain temps apres
I'inoculation, appelé période de latence, des amnpie sont produits. Si une deuxiéme injection
d’antigéne a lieu, la réponse est beaucoup plesseatet de meilleure qualité.

Les techniques d’obtention d’un anticorps les teqies restent encore tres empiriques et

il n'existe pas pour linstant de recette univelssele résultat d’'une immunisation dépend

2. Roitt, J. Brostoff, D. Malelmmunologie fondamentale et appliquétedsi, Paris1985
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largement de plusieurs facteurs : I'espece anintaleature de I'antigéne, I'association ou non
de plusieurs antigénes, l'utilisation d’adjuvarésyoie d’administration, la dose injectée, et la

séquence des injections.

On distingue deux types d’antigenes : les antig&@pesitanément immunogenes et les
hapténesLes hapténes sont de petites molécules qui n@goent aucune réponse immunitaire
sauf s’ils sont couplés a une protéine porteuspaids moléculaire important. Les molécules
ayant une masse inférieure a 1000 ne produisentnaugponse immunitaire tandis que les
molécules dont la masse est comprise entre 10800€t induisent des réactions variables.

Ainsi, pour obtenir une réponse immunitaire contmee petite molécule il faut
absolument la coupler a une protéine pour obtenguez I'on appelle un immunogéne conjugué.
Les protéines les plus utilisées comme porteumanunologie sont I'albumine bovine (BSA,
facile a obtenir), la thyroglobuline (trés immunaogget 'hémocyanine de patelle (KLH).

Les méthodes de couplage haptene protéine poffiztsappel a des réactions chimiques
robustes, telles que le couplage peptidique ad'alds carbodiimidé$ le couplage de deux
fonctions amines en utilisant le toluéne 2,4-dijsomté’, le couplage peptidique au moyen
d’anhydride mixt&’, le couplage au moyen d'un sel de diazoffuou le couplage au moyen du
glutaraldéhyd?¥.

La technique dimmunisation proprement dite comsist injecter une préparation
antigénique en plusieurs sites par voie intrademmidies injections sont répétées plusieurs fois
(1-2 fois/mois) et, apres trois ou quatre mois,sdimg est prélevé pour tester la production
d’anticorps. Si la concentration (le titre) d’amtips spécifiques est insuffisante, les injections
sont poursuivies. Dés que le titre envisagé esination effectue un prélevement massif du sang

de I'animal.
Caractérisation d’'un immunsérum
Un immunsérum est un réactif qui est caractérisérpes parametresle titre (la dilution

pour laquelle on observe 50% de liaison de I'amggénarqué)/affinité (la mesure de la
constante d’association,k€n mol/L) etla spécificité (la capacité de I'anticorps a ne reconnaitre

*3a) J.C. Sheenan, G.P. HessAm. Chem. Sot955 77, 1067; H.G. KhoranaChem. Ind1955 1087.

44 a) A.F. Schick, S.J. Singet, Biol. Chem1961, 236, 2477; b) D.H. Clyne, S.H. Norris, R.M. Modesta,JA
Pescle, V.E. Pollakl. Histochem. Cytocherh973 21, 233.

“>B.F. Erlanger, F. Borek, S.M. Beiser, S. LieberndarBiol. Chem1957, 228 713.

6P, Mojaverian, G.D. Chas&, Pharm. Sci198Q 69, 721.

4"T. Ternynck, S. Avramea$echniques immunoenzymatiqued. INSERM, Paris] 987
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que l'antigene contre lequel il a été dirigé). Satttgu’'un immunsérum polyclonal est constitué
de plusieurs anticorps dirigés contre différentsigénes ou différents épitopes du méme
antigene, on peut, dans certains cas observer gegkons croisées. Ce sont des interactions

qui se produisent entre I'anticorps et des molécdiestructure différente de I'antigene. On peut
estimer cette « non-spécificité » de I'nmmunséruar f& pourcentage de réactions croisées

correspondant au rapport d’affinité en pourcentalgelimmunsérum pour deux composés.

1.2.2. Anticorps monoclonaux

Selon la théorie de la sélection clonale chaquephguyte B ne reconnait qu’un seul
déterminant antigénique d’antigéne et par conséquierprime qu’un seul type d’anticoffis
Ce type d'immunoglobuline, produit par une celldeonnaissant spécifiquement un antigene
ou par une cellule « mémoire » a vie longue estméanticorps monoclonalC’est en 1975 que
les anticorps monoclonaux ont été obteiusiitro pour la premiére fofs. Les cellules de
certains myélomes de souris ont la propriété denskiplier in vitro en donnant des clones
immortels, a la différence des lymphocytes. Endusant une telle cellule myélomateuse et un
lymphocyte B d’'une souris immunisée, des celluidsrides ou hybridomes sont obtenus. Cette
cellule porte les caractéristiques des celluleseméelle possede la spécificité du lymphocyte B
et la malignité du myélome (capacité de se repredodéfiniment et rapidement).

Apres cette étape de fusion cellulaire s’en suie w@iape de dilution limite des
hybridomes de maniére a n’avoir statistiquementige’cellule par puits, celle-ci prolifere sur
milieu de culture pour former un clone de celluke produisant qu’'un seul type d’anticorps
(figure 15).

Les anticorps monoclonaux produits par ces cellates® homogenes de point de vue

moléculaire et ont une monospécificité pour unagg@tdonné.

“8 £ M. BurnetAust. J. Scil957, 20, 67.
4 G. Kohler, C. MilsteinNature1975 256, 495.
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Figure 15. Principe de préparation des anticorps monoclonaux

ll. Principaux types de dosage immunologique

I1.1. Interaction anticorps-antigéne™

Les interactions entre les anticorps et les anéigesont de nature non covalente et ne
conduisent jamais a la modification définitive i ldun ni de I'autre. Ce sont des interactions de
type hydrogene, ioniques, van der Waals ou hydrogofaibles individuellement mais fortes

dans I'ensemble.

Pour la réaction entre un anticorps et un antiggnpeut écrire I'équation suivante :

*%a) M.W. Steward, J. Steensgaakdfibodyaffinity : thermodynamic aspects and biologicalnsigince CRC
Press,1983 b) J.F. Bachimmunologie Flammarion,1986
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Ky
Ag + Ac Ag-Ac

ou Ac représente I'anticorps, Ag I'antigéne libteAg-Ac le complexe antigene anticorps,ek

ko étant respectivement les constantes de vitesseat’®tion et de dissociation.

Cette réaction étant réversible, a I'équilibre Uautité de complexe antigene anticorps est
égale a la quantité du méme complexe dissocié paé de temps, phénoméne décrit par

I'équation :

d[Ag- Ac]

L5 = k[ Al A] -k Ag - Ad

Par conséquent, a I'équilibre

d[Ag-Ad _ _ B k _[Ag-Aq _
EEErTe— 0 ou k[ Ag][ Ac] = k,[Ag— Ac]| et K, —[Ag][Ac] K,

ou Ky (unité L/mol) est la constante d’association aquiébre (appelée aussi constante

d’association intrinséque). g'=K4 (mol/L) qui est la constante de dissociation guiébre.

Il existe des nombreuses méthodes de dosage imogigo€’. Toutes ces méthodes
peuvent étre classées en deux groupes, selondpsrpons relatives d’anticorps et d’antigene
mises en jeu. La premiére classe de méthodes ctenfes techniques dites «en défaut
d’anticorps » ouméthodes par compétitiorandis que de la deuxiéme classe font partie les

méthodes « en exces d’anticorps », comme la méthpplelée sandwich».

*L L. Wide, Principles of competitive protein-binding ass@dell W.D., Franchimont P. Ed., John Wiley & Spns
New York,1983.
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11.2. Méthodes par compétitiorr?

Si 'on met en présence un antigéne Ag, ce mémigerd « marqué » Ag* et un
anticorps dirigé contre cet antigene Ac, et, si]fMig*] une compétition vis-a-vis des sites

anticorps, comme décrit dans I'équation suivariéaklit.

Ag+Ac Ag-Ac

+

Ag*

Ag*-Ac

Si les concentrations en anticorps [Ac] et en a&mig marqué [Ag*] sont fixes,
'augmentation de la concentration en antigéne [agpéterminer le déplacement de I'équilibre
vers la formation du complexe antigene anticorps-f&].

En partant des solutions de concentrations conami@sitigene, on peut tracer wwrbe
d’étalonnage qui relie la concentration mesurée en complexeAg*] a [Ag]. En utilisant cette
courbe d’étalonnage il nous est possible de détennt@é concentration en antigeéne Ag dans des
milieux de concentration inconnue. Cette courbeatb@nage (figure 16) est une représentation
semi logarithmique qui utilise en abscisse le ligare de la concentration initiale en antigéne
[Ag] et en ordonnée le rappoB/By qui est caractéristique pour le complexe Ac-Agb
représente la concentration en complexe Ac-Ag*leseace de Ag €8 la concentration en Ac-
Ag* en présence de Ag.

*23) R.S. Yallow, S.A. Berso®rinciples of competitive protein-binding assa@slell W.D., Daughaday W.H. Ed.,
Lippincott Philadelphial97% b) R.P. Ekins, G.B. Newman, J.L.H. O’Riord&tatistics in Endocrinologyl.S. Mc
Arthur, T. Colton Ed., MIT Pres497Q c) W.H.C. Walker, P.M. Keanélandbook of Radioimmunoassay
Abraham G. Ed., Marcel Dekker, New YodQ77.
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Figure 16. Courbe d’'étalonnage pour un dosage par compgtitio

La sensibilité¢ d'un dosage est exprimée par la eomation minimale détectable en
antigene. Cette valeur dépend des caractéristideida courbe d’étalonnage et de la précision
des mesures au voisinage dg Bn pratique, la précision de la mesure du panarigt est
estimée (écart type sur une population statistique de 5 & 10 mesyreis) on calcule, en se
rapportant a la courbe, la concentration [Ag] cepmndant & une mesure de B égale-8B(le
taux de confiance du dosage est alors de 99%)eshtimaation plus grossiere de la sensibilité est
donnée par la concentration [Ag] correspondante&raasure de 50% du paramétre B(8tué
dans la partie linéaire de la courbe sigmoide)yénéral il est considéré que le dosage est fiable
pour une mesure de B/Bomprise entre 20 et 90% sur la courbe d’'étaloenhg valeur de la
concentration [Ag] correspondant a B/B0% est relative de l'afinité de I'anticorps pour

I'antigene.

Typiquement, pour mettre en ceuvre un tel test disaides plagues Maxisorb 96 puits
sur la surface desquelles 'anticorps monoclonétéafixé. Dans chaque puits, I'antigene et un
antigéne conjugué a une enzyme, dans notre caétylelsoline estérase (EC 3.1.1.7) sont
ajoutés (étape 1, figure 17). Le choix de cetteymrazest basé sur le fait qu’elle posséde une tres
grande activité catalytique £k= 16000 molécules/site/sec.), ce qui confére aunjugués Ag*
une activité spécifique élevée, supérieure ou égaelle des traceurs radioactifs. L’antigene et
I'antigene conjugué (« traceur ») vont entrer empétition pour occuper les sites de I'anticorps
de détection. Aprés avoir effectué un lavage affirdiner toutes les espéces non liées, (étape 2,
figure 17), l'acétylcholineesterase est détectéelpaméthode d’Ellmat, utilisant un mélange
d’ acétylthiocholine (pseudo substrat de I'AChE) @& DTNB (5,5-dithiobis(acide-2-
nitrobenzoique) (étape 3, figure 17). L’hydrolyse ¢t pseudosubstrat catalysée par I'AChE

3 G.L. Ellman, K.D. Courtney, V.Andres, R.M. Featstene Biochem. Pharmacql1961, 7, 88.
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produit la thiocholine qui réagit avec le DTNB pdormer un thiol aromatique (déprotonné
dans les conditions de pH utilisées). Ce dernieneshromophoréifhax= 414 nmgmax = 13600
cm*M™) qui absorbe dans le visible produisant une caiéeine (schéma 14).

oy X

\
Lavage S

v

'<._@ @ —<. Absg?ance

Figure 17. Principe du test par compétition. A = antigerdgtecter, E = AChE, S = substrat Ellman
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Schémal4. Principe de la méthode colorimétrique d’Ellman

Cette méthode colorimétrique permet de mesurecdesentrations en AChE qui sont
ensuite exprimées eanités Ellman (UEIl). Une UEIl est définie comme étant la quanti
d’enzyme produisant un accroissement d’absorbaptique d’'une unité a 414 nm pendant une
minute, dans un volume de 1 mL de milieu d’Ellmpaur un trajet optique de 1 cm, a 25°C.
Une unité Ellman correspond & 7,35%10nités enzymatiques, I'unité enzymatique UE étant
définie comme la quantité d’enzyme catalysant liojygse d’'une pmole de substrat pendant une

minute a 25°C.
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[1.3. Méthodes type « sandwich »

La particularité de cette méthode est qu’elle nasgtlicable que pour la détection d’'un
antigéne possédant au moins deux épitopes.

Dans le cas de la méthode appelée « sandwich x,atgicorps sont utilisés. Le premier
anticorps est fixé a un support solide (anticorgst) et doit étre présent en quantité suffisante
pour que le nombre de sites de liaison soit supérg@ nombre de molécules d’antigenes
présentes dans les solutions a doser. Aprés lareagi¢ I'antigéne suite a une incubation par ce
premier anticorps (étape 1, figure 18), un lavagjeeffiectué (étape 2, figure 18), et le deuxieme
anticorps (anticorps marqué) est additionné alemilétape 3, figure 18). Ce deuxiéme anticorps
va se fixer sur le deuxieme épitope de I'antigéineaeprendre « en sandwich » I'antigéne entre
les deux anticorps. Ensuite, un simple lavage pedéiminer I'excés d’anticorps marque non

lie.
(5]

)
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Figure 18. Méthode immunometrique a deux sites (sandwichj)icArps noir = anticorps de capture, anticorps ver

= anticorps de détection, A-B = antigéne, E = AChE

Contrairement au test précédent, la concentratioangéigene est dans ce cas directement
proportionnelle a la valeur de I'absorbance (dénsjitique, DO) suite a I'activité enzymatique
(AChE).
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Figure 19. Courbe d’étalonnage typique pour un dosage «sahd»

Les tests immunologiques ont des applications tresibreuses en biologie et en
particulier dans le domaine du diagnostic, par rerjusqu'a présent, leurs applications pour
répondre a des questions de chimie restent tréedm
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Chapitre 2. Criblage de réactions énantiosélectives

I'aide d’anticorps monoclonaux énantiospécifiques

Empruntés a l'industrie pharmaceutique, les cotscep la chimie combinatoire et du
criblage a haut débit ont été intégrés et utiliaésc succes dans le domaine de la catalyse
organométallique depuis une dizaine d’années comous I'avons résumé dans le chapitre
introductif. Il existe en effet un nombre importade parametres qui peuvent influer sur une
réaction chimique catalysée par un complexe orgaétallimue (nature du métal, du ligand,
solvant, température, stoechiométries etc.) et baivent il est trés difficile de prédire leur
impact respectif sur I'efficacité de la réactionredCest particulierement vrai lorsque I'assise
théorique, mécanistique, de la réaction en questisinmal établie dans la littérature. La
combinaison catalyse et criblage a haut débit pewérer dans ces circonstances extrémement
utile car elle permet d'accéder a un grand nombBifodmations en peu de temps. Cette
approche nécessite toutefois un appareillage apgprpprmettant d’effectuer un grand nombre
de catalyses en mode paralléle et une méthodedldage permettant de sélectionner rapidement
la ou les meilleures conditions réactionnellest&Caerniere exigence est encore aujourd’hui I'un
des points limitants de cette approche. Malgréfémts de nombreuses équipes de recherche a
travers le monde, que nous avons tenté de résuarey ldntroduction de ce manuscrit, le
nombre de méthodes de criblage fiables et rapikts timité>*

Suite a une collaboration entretenue avec le SekécPharmacologie et d'Immunologie
(SPI), il nous est apparu évident que les méthddedmmunoanalyse répondent parfaitement
au cahier des charges d’'une bonne méthode degeibles méthodes sont en effet couramment
utilisées par I'industrie du diagnostic ou la cazkert la précision de la mesure sont des qualités
de la plus haute importance.

Comme nous l'avons décrit dans le chapitre 1, Iéthodes immunoanalytiques reposent
sur la reconnaissance anticorps/antigene ou apsifmptene et permettent une détection d’un
composé dans des milieux complexes sans obligadie®ntraitement ou purification des
échantillons.

Notre objectif est donc d’adapter ce type de tastriblage de catalyseurs et notamment

de catalyseurs asymétriques (figure 20).

* a) A. Hagemeyer, P. Strasser, A.F. Volpgh-Throughput Screening in Chemical Catalysiiley-VCH; b)
M.T. ReetzAngew. Chem. Int. E@002 41, 1335.
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Figure 20.Dosages immunologiques comme outil pour la recteedeshnouveaux catalyseurs.

Le criblage de réactions asymétriques par immurlgs@anécessite de disposer
d’anticorps capables de lier et donc de doser uh d&s deux énantioméres du produit de la
réaction pour laquelle nous souhaitons découvriswplusieurs catalyseurs.

De tels anticorps énantiospécifiques sont dessoptiécieux et peu d'articles dans la
littérature traitent de leur obtention et caras@ion. Aprés un bref rappel bibliographique de
I'état des connaissances sur les anticorps ayanveleus d’énantio-sélection de liaison et des
résultats du laboratoire obtenus avant le débutedé¢ravail de these, nous présenterons les
travaux effectués durant cette these dont I'olfjesti d’optimiser et d’utiliser ce type de test de

criblage vis-a-vis de deux réactions chimiqueségbl

a7



|. Art antérieur et résultats du laboratoire

I.1. Rappel de la littérature sur les anticorps énatiospécifiques.

Les anticorps sont des protéines, il peut doncbtamévident qu’ils soient capables,
comme des récepteurs ou des enzymes, de lier da fagantiosélective un composé chiral
donné. Dés 1928, Karl Landsteiner, qui avait dégblé les bases de la reconnaissance
moléculaire par le systéeme immunitaire, a pu déneorgue les anticorps étaient capables de
discriminer les stéréoisomeéres de composés chirdDe.facon trés surprenante cette découverte
n'a pas été valorisée durant de nombreuses anneées.

Ce n'est qu’en 1998 que I'équipe de B. S. Greeripuin article fondateur dans lequel la
faisabilit¢ de produire des anticorps énantiosjmeis est démontré@.Ces chercheurs ont
utilisé deux haptéenes énantiopurs dérives de lanypak@nine possédant une fonction azido
permettant leur accrochage covalent a une profgameeuse (schéma 15). Les bio-conjugués
ainsi obtenus ont servi a I'immunisation d’animayx ont alors produits des anticorps contre

ces hapténes.

Ancrage An(ir,ellge
orotéine /\ protéine /_\‘
N

Ns ’ : )'CO0©
Co0o HaN
o

HoN
°®

Schéma 15Structure des haptenes ayant conduit a I'obtemtianticorps énantiospécifiques.

Les anticorps récoltés se sont avérés fortemenmntiédacriminants: seul un
énantiomeére de la phénylalanine est reconnu par aggorps (celui ayant servi a
limmunisation). Ainsi, des anticorps anti-(L) etta(D)-acides aminés ont été obtenus et utilisés
plus tard dans une série dapplications telles deiedéveloppement dimmunosensors
énantiodiscriminafS pour la détection de traces d'impuretés énantiimués>®

> K. Landsteiner, J. van der SchekrExp. Med1928§ 48, 315.

% 0. Hofstetter, H. Hofstetter, V. Schurig, M. With B.S. Green]. Am. Chem. So998 120, 3251.

®"a) O. Hofstetter, H. Hofstetter, M. Wilchek, V.t8rig, B.S Greenl\at. Biotech1999 17, 371; b) P. Dutta, C.A.
Tipple, N.V. Lavrik, P.G. Datskos, H. Hofstetter, Bofstetter, M.J. Sepaniaknal. Chem2003 75, 2342.
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Ce travail a également permis de démontrer quait @ossible de produire des anticorps
contre des constituants du « soi ». En effet, ¢&dea aminés (L) sont largement présents in vivo
puisqu’ils constituent les briques élémentaires gestéines, or l'un des dogmes de
'immunologie stipule que I'on ne peut induire déponse immunitaire contre des éléments

appartenant aux molécules endogenes.

Un autre travail mené initialement par une équipkafdaise puis relayé par I'équipe de
C. R. Martin en Floride décrit I'obtention d’antips énantiospécifiques et leur utilisation a des
fins de séparation d’énantiomeres. Le composédeaziont la structure est décrite dans le
schéma 16, présente une activité inhibitrice d'emzy de type aromatase. Ce composé
comprend deux centres stéréogénes et sa synth@semet pas de les controler. Les auteurs ont
alors entrepris de produire des anticorps énarémigues dans le but de développer une
méthode séparative efficace.

L’hapténe choisi pour ce travail comprend une famctcide carboxyliqgue permettant
son ancrage sur la protéine porteuse et a ét&séutdous forme racémique. On peut donc
considérer que 4 composes différents ont été piEsem systeme immunitaire (immunogene
RR, RS, SR et SS). Apres les étapes d'immunisatiarionage, 4 anticorps monoclonaux ont
finalement été isolés et produits. Deux de cesargs n'ont pas de réelle énantiospécificité de
lisison pour le composé biologiquement actif, lesuxd autres possédent par contre une

préférence de liaison prononcée pour un seul émate>®

Ancrage
s HN protéine
NC inhibiteur 1 anticorps
\—com

d'aromatase o anti-(RS)
Immunisation Fusjon Clonage )
4 anticorps

OH |:> I:> |:> Monoclonaux
1 anticorps

F anti-(SR)

~ N (racémique)

Schéma 16 Structures du composé biologiquement actif etldgténe ayant servi a obtenir des anticorps
monoclonaux énantiospécifiques.

Ces anticorps ont été par la suite fixés sur upatdsolide et ont permis l'isolation des
énantioméres du composé inhibit&r.

% a) O. Hofstetter, H. Hofstetter, M. Wilchek, V. t8ig, B.S. GreenChem. Commun200Q 1581; b) O.
Hofstetter, H. Hofstettelznantiomer200Q 6, 153 c) A. Tsourkas, O. Hofstetter, H. Hofstetier,Weissleder, L.
Josephsomingew. Chem. Int. EQ004 43, 2395.

¥ T.K. Nevanen, L. Séderholm, K. Kukkonen, T. Suortti, TRerinen, M. Linder, H. Séderlund, T.T. Teeli,
Chromatogr. A2001, 925, 89.

®0'3S.B. Lee, D.T. Mitchell, L. Trofin, T.K. NevaneH, Soderlund, C.R. MartirGcience2002 296, 2198.
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A notre connaissance, outre les résultats obterams dotre laboratoire, les travaux
publiés par I'équipe de B. S. Green et celle deRCMartin sont les seuls décrits dans la
littérature concernant la production et I'utiligatid’anticorps énantiospécifiques.

Aucune des applications décrites ne fait appel wilifation d’anticorps énantio-

discriminants dans un but de cribler des réactiande catalyseurs.
[.2. Résultats du laboratoire

Des 1997, notre laboratoire s’est intéressé a dalymtion d’anticorps anthydroxy-
acides. Les premiers travaux avaient pour objeldfudier la réponse immunitaire en fonction
du mode d’ancrage de I'haptéaenydroxy-acide’* En effet, il est communément admis que le
mode d’ancrage de I'haptene a la protéine porteusate la réponse anticorps vers les motifs
structuraux les plus éloignés du point d’ancr¥gen d'autres termes, la spécificité des anticorps
est maximale pour la partie de I'haptene la plusigéée du point d’ancrage a la protéine
porteuse. Ainsi, deux hapténes dérivés de l'acidadéligue ont été couplés a une protéine
porteuse via deux points d’ancrage bien distirmtiéma 17). Chaque hapténe a été utilisé sous

forme racémique puis les immunogénes ont été égeicides lapins.

Immunisation o) Immuni i
) _ Anticorps OMe T nicorps
anti-racémique
(racémique)
(racemlque)
HO™ » COxH

Schéma 17Influence du mode d’ancrage de I'hapténe surpamse anticorps.

Les résultats de ces immunisations ont montré goeyme attendu, les anticorps

polyclonaux les plus spécifiques pour le matidhydroxy-acide sont ceux résultants d’une

61 E. Taran, H. Bernard, A. Valleix, C. CréminonGtassi, D. Olichon, J.-R. Deverre, P. Pradel®i). Chim. Acta
1997 264, 177.
%2 M. Sela,Sciencel969 166, 1365.
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immunisation par un immunogene présentant la fonai-hydroxy-acide la plus éloignée du
point d'ancrage a la protéine. Cette spécificigssavérée étre de surcroit une énantiospécificité
puisque les anticorps polyclonaux obtenus se saaréa lier de fagon privilégiée I'énantiomere
(R) du dérivé de l'acide mandélique. Ces anticorps par la suite été utilisés comme outil

analytique permettant le suivi de réactions chire&]ti

Des travaux ultérieurs du laboratoire ont amenéo@lyre des anticorps monoclonaux
dirigés contre un autre analogue de I'acide magdélihapténéi3, schéma 18§ Ce composé,
une fois couplé a une protéine porteuse, a ététépux animaux sous forme racémique. Suite a
des étapes de culture cellulaire et de clonageanti®@orps monoclonaux (AcMs) ont pu étre
obtenus et produits en grandes quantités (schén®&8 expériences de tests de compétition de
lisison menées avec les deux énantiomeres de d'atidndélique ont alors montré que lI'on
disposait de deux populations d'anticorps: des-rasemiques (8 AcMs) mais aussi des
anticorps énantiospécifiques c’est-a-dire ne lguitin seul énantiomere de I'acide mandélique
(4 AcMs anti-§ et 1 AcM anti-R)). Malheureusement I'AcM antR), bien que trés
énantiodiscriminant, ne posséde pas d'affinitéisafiment forte pour I'acide mandélique pour

étre utilisé lors de test de criblage.

1 anticorps
anti-(R)
Culture /
OMe Fusion cellulaire
:> : :"> 13 anticorps > 8 anticorps
H3 1500 Hybridomes Monoclonaux anti-racémique
HO™ COzH 4 anticorps
(racémique) anti-(S)

Schéma 18Structures de I'hapténd3 ayant servi a obtenir des anticorps monoclonatixeahydroxy-acides
énantiospécifiques.

Dés lors il était facile d'imaginer l'utilisationedces anticorps pour le suivi de réactions
asymétriques : un anticorps anti-racémate (AcMsEsyira a la mesure du rendement chimique
d’une réaction générant I'acide mandélique et urcarps énantiospécifiqgue (an®)( AcM 8) a
la mesure de la concentration d’un seul énantiomed®nc au calcul de I'exces énantiomérique

via des tests de compétition de liaisons.

® a) F. Taran, P.-Y. Renard, C. Créminon, A. Valle¥ Frobert, P. Pradelles, J. Grassi, C. Mioskawsk
Tetrahedron Lett1999 40, 1887. b) F. Taran, P.-Y. Renard, C. Créminonyalleix, Y. Frobert, P. Pradelles, J.
Grassi, C. MioskowskiTetrahedron Lett1999 40, 1891.

® F. Taran, P.-Y. Renard, H. Bernard, C. Mioskow¥kiFrobert, P. Pradelles, J. GrassiAm. Chem. Soc1998
120, 3332.
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Pour valider ce concept, des travaux ont été emdrequr la réaction de réduction
énantiosélective de I'acide benzoyl-formique (BF) @&cide mandélique (MA) par transfert

d’hydrogéne sous catalyse organométallique (figdne
AcM 6 A
M1-4/L1-22 (? 9
+
source de H “

7 COH 2 HO MACOZH HO” “CO,H

BF
Métaux : Y

v

AcM 15
M1 :[RUCl ,(p-cym] ,
M2 : [RuCl ,(benz)] , L R R’
M3 : [RhCl  ,(Cp)] » 1 H H
M4 :[IrCl ,(Cp)] » 2 CRSO H
3 C,FeSO H
- . 4  4-CF,GH,SO H
Ligands: 5 24,6-CH sCHSO H
O 6 4- CHGCH,SO H
7 GFsSO H
WNHR WNHR g TS H
9 GHCO H
O NHR' NHR' 10 4- CHGH,SO 4- CHCsH,SO,
latze 1 GRCHCG GROHCO
. 13 CRSO, H
L1aLll 14 GESO H
15 4- CHC;H,SO, H
NHR 16 2,4,6-CH ,GH,SO H
‘NHR ): 17 4- CFGH,SO, H
NHR' NHR' 18 CFRSO, CF,SO
OO 19 CHSO, CHSO
L22 20 H H
21 CF,SO H
22 H H

L20,21

Figure 21.Réaction cible et systemes catalytiques choidts=Bcide benzoyl-formique ; MA = acide mandélique.

22 ligands chiraux et 4 métaux différents ont aiég combinés dans différentes
conditions de solvants en présence de 2 sourcgdrd@ene. Plusieurs centaines d’expériences
ont été ainsi réalisées en mode paralléle danspldegies de microtitration (96 puits) puis

criblées a I'aide des anticorps (figure 22).
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* Couleur ?
.'\ = lavage jaune Détermination
transfert I::> Y du Rdt

Etape 2 : compétition Etape 3 : révélation
de liaison
B - BF Y
mm _ = AcM 15
HE 1 - (R) MA anti-racemate
cat  =0OMA
.'1.. ? = bioconjugué I =AcM 8
- enzyme-produit énantiospécifique
Etape 1 : catalyse
r— ) | Couleur ? o
YR [ ] avage jaune Détermination
I:: > due.e.
transfert
Etape 2 _: compétition Etape 3 : révélation
de liaison

Figure 22.Procédure de criblage des catalyses. BF = aciasolgeformique ; MA = acide mandélique ; E =
Acétylcholinestérase.

La procédure s’opére en trois étapes : une foigdastions catalytiques réalisées dans
des plaques de 96 puits (étape 1), les bruts ofmetis sont alors transférés sans traitement dans
les puits de deux autres plaques (une pour la mekurendement chimique, I'autre pour celle
de l'excés énantiomérique, étape 2) contenant legrédients nécessaires aux tests
immunoanalytiques. Il s’établit alors une compétitde liaison vis-a-vis des sites des anticorps
adsorbés sur le support solide. Apres une étadavdge, l'activité enzymatique du conjugué
H3-Acétylcholine-estérase est réveélée par additiomédwtif d’Ellman (étape 3). L'intensité de
la couleur jaune observée en fin de processusiestsement proportionnelle a la concentration
en produit de réaction (acide mandélique, MA). Jats et criblage de I'ensemble des
différentes combinaisons ont été réalisés en sarleMjours” La figure 23 montre une partie

des résultats, parmi les plus significatifs.

% F. Taran, CGauchet, B. Mohar, S. Meunier, A. Valleix, P.-Y.riRed, C. Créminon, J. Grassi, A. Wagner, C.
Mioskowski,Angew. Chem. Int. EQ002 41, 124.
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Rendements Excés énantiomériques (S)
O 0-10% @ 50-70% 8 0-10% 45-60%
() 10-30% z 70-90% 10-30% @ 60-75%
O 30-50% @ 90-100% O 30-45% @ 75-90%
S

Sans L
Ru; : [RuCly(p-cym)],

- SO,CF,
» |

L2 : WNH
O NH,

* L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11
% T
LRSS e e
44+ ++ 44444

¢ L12 L13 L14 L15 L16 L17 L18 L19 L20 L21 L22 f L12 L13 L14 L15 L16 L17 L18 L19 L20 L21 L22

Sans H, SansH,

Figure 23.Résultats du criblage de 96 catalyses réaliséesutamélange DMF/HD a 25°C en présence de 2% de
catalyseur (rapport M :L = 1 :1,6) et de HCOOH/TE¥haqgue puits correspond a une combinaison paéreute
métal et de ligand L.

Sur I'ensemble des expériences réalisées, une senlkinaison s’est avérée efficace en
termes a la fois de rendement et d’exces énantiqueérDeux types de contrdles ont alors été
réalisés: il a tout d’abord été vérifié que le sy catalytique mis au jour par la méthode de
criblage était réellement efficace dans les coodgide synthése organique classique (schéma
19).

R Rdt ee
< >— 9 9
‘Socha 99% 82%
oNH o
RuUCl,(p-cym 90% 92%
O -, [RuCl,(p-cym)]; ] v
R
2% s
0,
o)\coona = HOJ\COOH 0 75% 73%
DMF/H,O; HCOOH/TEA
N,
2 mmoles 25T - 12h. @[/)_ 65% 93%
d 98% 66%

Schéma 19Réduction énantiosélectivecdtétoacides par le systéme catalytique mis en geakors du criblage.

Valeurs déterminées par CLHP.

Puis 42 échantillons pris au hasard ont été amalps¢ CLHP, les rendements et les
exces enantiomeérigues ont alors été confrontés masultats obtenus par la méthode

immunoanalytique, d’excellentes corrélations ogtaditenues (figure 24).
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Rendements Excés Enantiomériques
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Figure 24.Corrélations entre les valeurs de rendementsstds énantiomériques obtenus par CLHP et test
immunologiques (EIA).

Ces résultats montrent bien que la technique immalgtique est fiable et permet de
cribler un grand nombre de réactions en un temgssdourt. En revanche, il faut admettre une
certaine imprécision de la mesure : I'analyse stigtie des résultats montre que l'intervalle de

confiance dans la détermination des rendementssa¢xtés eénantiomérique estdE0%.

Une autre limitation de ce test est sa sensibitie. effet, I'anticorps anti-racémique
utilisé (AcM 15) ne possede qu’'une affinité médeopour I'acide mandélique. En conséquence,
les bruts réactionnels ont du étre testés relatéverooncentrés ce qui pose deux problemgs :
les réactions catalytiques ont dues étre réalis@esmilieu trés concentré (0,1M) ce qui est
consommateur a la fois en réactifs et en catalyseiily certaines interférences ont parfois été
constatées au cours du criblage résultant dinctibilig@ entre certains catalyseurs

organométalliques et le traceur enzymatique utis®du test.

Au cours de ce travail de thése nous avons eté@seentiliser des systéemes catalytiques
dont nous ne disposions gu’en trés faible quantitiis avons donc eu comme premier objectif
d’optimiser ce test de criblage et en particuliendaméliorer sa sensibilité.
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lI. Optimisation de la technique de criblage

Dans cette partie du projet de thése deux réaction particulierement focalisé notre
attention : la réduction énantiosélectiver-aiéto-esters et I'insertion énantiosélective d'esgé
métal-carbénoides dans la liaison OH de l'eau (eah@0). Ces réactions génerent des

hydroxy-esters qui aprés une étape (non racém)§&mte saponification conduisent ax

hydroxy-acides pouvant étre détectés par des apsicoonoclonaux antit3.

1) Réduction 1) Insertion HO
enantloselectlve énantiosélective
2) saponlflcatlon 2) saponification

CO.H N7 “COR'

Schéma 20Réactions cibles

La facon la plus évidente d’améliorer les perforogmen terme de sensibilité du test de
criblage est d'ajuster les structures des subgimatsiveau du groupement R, schéma 21) de ces
réactions de maniére a ce que les produits généigist mieux reconnus par les anticorps que ne
I'était 'acide mandélique. Ces anticorps ont &tedpits suite a une immunisation par I'hapténe
H3 qui comprend le motif acide mandélique mais awssiammonium quaternaire et un
groupement méthoxy (schéma 21).

I
NN
ks No
R 9 @
HO™ "CO,H CO5H HO™ "CO.,H
Hapténe H3 Ac. mandélique Ac. p-N(Me)s-mandélique  Ac. p-tBu-
mandélique

Schéma 21 Structure de I'haptenid3 et de deux dérivés d’'acides mandéliques.

Nous avons donc opté pour la synthése de deuxédéde I'acide mandélique (MA)
comportant une substitution en positipara qui se rapproche structurellement de celle de

I'hapténeH3. Le premier de ces dériveés comporte donc un groepe ammonium quaternaire

Y. Sun, X. Wang, J. Wang, Q. Meng, H. Zhang, ngi Z. ZhangQrg. Lett 2005 7, 5425.
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qui a 'avantage de reproduire celui présent darssrlicture du compo$€3 mais qui peut poser
des problémes de solubilité et/ou de réactivité sildsstrats correspondant. Le deuxieme dérivé
comprend un groupemetdrt-butyl qui peut interagir avec les sites de liaisi®s anticorps par
des liaisons hydrophobes et ainsi permettre undemid liaison ; ce groupement a I'avantage

d’étre plus inerte chimiqguement que ne I'est urugement ammonium.

Afin de voir si les anticorps complexent de facamtd et énantiosélective ces deux
COmposEs, il est nécessaire de disposer des danki@gmeres purs de chacun de adsydroxy-
acides. Nous avons opté pour une synthése des sés\pacémiques suivie d’'une séparation par
CLHP sur colonne chirale. Les tests immunologiquesiemandent que de tres faibles quantité
de produit (~ug) pour étre réalisés, aussi lesraéipas des énantiomeres de chaque dérivés ont
été réalisées suite a des injections sur colonalytaque.

La synthése du produit portant une substitutiopaa triméthylammonium a été faite en
quatre étapes, avec un rendement global de 43%. fésant réagir le para
(diméthylamino)benzaldéhyde avec le cyanure deéthgisillyle en présence de TEA la
cyanhydrine correspondante est obtenue avec uremertt quantitatif. Ce produit est ensuite
hydrolysé en présence de MeOH/HCI pour fourni-hydroxyester correspondant avec un
rendement de 43%. La réaction de ce dernier pr@dait I'iodure de méthyle dans lI'acétone a
reflux permet d’accéder au composériméthylammonium, qui, apres saponification fatrn

I' a-hydroxyacide attendu avec un rendement quantitatif

OTMS OH Mel o
CHO MeOH Acétone | S] COM
e
/©/ TMSCN, TEA N Hol come _ (refiu) N 2
~N >
N DCM, 0T ~N 4Ny 99% ® N
| quant. ‘ ‘
KOH aq
MeOH
quant.
FN psso OH
| | ©
8.0E+05] H | CO2H
|l ®\N
Conditions de séparation : soeos| | | Ac. p-N(Me)s-MA

Colonne : Chirobiotic |
Eluant : CH;CN/H,0 = 20/80
Débit : 0.8 mL/min. | e
Détection : UV (220 nm) | i

00E+00 TG00 2000 30.00 0,00 50,00 min]

Schéma 22Synthése de I'acide-N(Me)s-MA.
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En ce qui concerne l'autre produit, portant unesstution tert-butyle enpara, deux
voies de synthése ont été utilisées, une voie aghé&se qui ressemble a celle présentée
précédemment, et qui conduit au produibydroxyacide en trois étapes avec un rendement
global de 50% et une autre V¥ieplus directe, qui permet par condensation delélayde de
départ sur le bromoforme d’accéder au produit egésn une seule étape et avec un rendement

de 95%.

LiCl, KOH, CHBr3
Dioxane, H,O
95%

OH
OTMS OH KOH ag.

CHO  TMsCN, TEA MeOH, HCI MeOH COH
- - CN CO:Me  quant.
DCM, 0T 50% Ac. p-tBu-MA
quant.

eeeeee

Conditions de séparation :

Colonne: ADR s
Eluant : CH,CN/H,O/TFA = 20/80/0.1

Débit : 1 mL/min. 408403
Détection : UV (220 nm)

aaaaaa

Schéma 23Synthése de I'acidetBu-MA.

Maintenant que nous disposons des deux énantiontgrases composés-hydroxy-
acides nous avons estimé la capacité des antiadgsslier de facon énantiospécifique. De fagcon
parallele I'acide mandélique a également été atitismme composé de référence. Nous avons
gardé l'anticorps AcM 8 comme anticorps spécifiglee I'isomere § des a-hydroxy-acides
puisque, comme mentionné dans le paragraphe préicédéui-ci possede de bonnes propriétés
de liaison. En revanche, nous avons décidé d'étlelepropriétés de liaison de I'AcM 6, qui est
le seul anticorps monoclonal an®)( dans le but de remplacer I'anticorps anti-racgmiAcM

15. Les résultats sont résumés dans le tableau 1.

®”N. Momiyama, H. Yamamotd, Am. Chem. So2005 127, 1080.
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(S

R

HO” ~CO.H HO" ~CO.H
B/Bo 50% B/Bo 50% Réaction
AcM R (LM) (LM) croisée
H n.d. 8000 0%
AcM 6 (anti-R)) %g n.d. 115 0%
\®
—/N—E 0,94 0,03 3,2%
H 20 n.d. 0%
AcM 8 (anti-©) %é 0.78 n.d. 0%
\®
—/N—§ 0,42 10,24 4.1%

Tableau 1.Enantiospécificité des deux AcMs pous-Biydroxy-acides.

Les résultats montrent globalement que les deuxaps testés ont de bien meilleures
affinités pour ces deux nouveauaxhydroxy-acides que pour I'acide mandélique et eorent
leur forte énantiospécificité de liaison. L’AcM @ligne pouvait pas étre utilisé dans un criblage
de réaction générant I'acide mandélique possedemicdpacités de liaison suffisantes pour les
composép-N(Me)s-MA et p-tBu-MA pour étre désormais employé dans des testgidige.
Cet anticorps pourra donc remplacer avantageusdiaetitorps anti-racémique AcM 15.

Nous avons choisi le compopéBu-MA comme produit a détecter dans les réactions
chimiques que nous envisageons. En effet, ce cadmpss tres soluble dans les solvants

organiques et la présence d'un groupemtBu n’'est pas susceptible de géner au bon

déroulement des réactions, ce qui n’est pas foroelaeas du compogeN(Me)s-MA.

La figure 25 montre les gammes étalons obtenues lagedeux anticorps spécifiques et

les deux énantiomeéres @guBu-MA. Ces résultats attestent de I'excellente épapécificité des

anticorps vis-a-vis de ce compose.
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Figure 25. Gammes étalon obtenues avec les deux anticorpgi@slectifs pour les deux énantiomérespdBu-
MA. Conditions: dans les puits d'une plaque 96 puits sont addités 50 uL d’ACM (AcM6 ou AcM8) a 10ng/mL,
50 uL de traceur enzymatiqut3-AChE a 2 UEIl et 50 uL de p-tBu-MA (R) ou (S) fHiédentes concentrations.
Incubation 12 h a 4°C, lavages puis révélation tetivité enzymatique par addition de 300 pL duatéfa
d’Ellman.

L’ a-hydroxy-acidep-tBu-MA est détecté par les deux anticorps avec @esililités
environ 100 fois plus élevées que I'acide mandélide test de criblage sera donc environ 100
fois plus sensible. Les réactions chimiques pourréime réalisées dans une gamme de
concentrations pouvant aller de 1M a 1mM, ce quues nette amélioration par rapport au test
initial.

Le test de criblage utilisera donc désormais deodc@ps énantiosécifiques, un
anticorps qui détectera I'énantiomeéi®) du composép-tBu-MA et un second qui détectera
'énantiomere §). Les substrats que nous utiliserons lors des rexmes de catalyse

comprendront un groupemdu enparade la fonction qui sera le lieu de la catalyse.

Cependant avant de réaliser 'ensemble des expésede catalyse et de criblage, il
convient de vérifier la précision et la fiabilité de test optimisé.

Pour cela nous avons réalisé des dosages de mekdegeeux énantioméres du composé
p-tBu-MA a l'aide du test immunologique. Ainsi, lesueénantiomeres ont été mélangés dans
différentes proportions R)/(S = 100/0; 90/10; 80/20; 70/30; 60/40; 50/50 ; 40/630/70;
20/80; 10/90 et 0/100) de maniere a préparer desi@ms ayant dege théoriques allant de

100% en faveur de I'énantiomér®)(a 100% en faveur de I'’énantiomer®).(Les valeurs
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expérimentales dese des mélanges ont alors été déterminées par ledéestriblage. Une

excellente corrélation entre les valeurs théorigiepérimentales a été trouvée (figure 26, A).

COLH
R)-p-tBu-MA S)ptBuMA
A) )
fffffffffffffffff 100 -
Y=0,998IX + 3,7/649 60 é 15
R2=0,9911 N R (- 10]
77777777777777777 I A ]
3 40 S s R Moyenne + 2 g = 6.7
£ X [ |
g Ty S Lg ! M =19
& . : : : | cn o n 01 " n oyemne ==
£ -100 -80 60 -40 K 20 40 60 80 100 @ [T ST ) 8 Moyenne-20=-29
3 '
-10]
-100 -80 -60 -40 20 0 20 40 60 80 100

Moyenne (ee Théo/ee Exp)
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Figure 26. Validation du dosage. A) Corrélations desexpérimentaux et théoriques ; B) représentatioBldad &
Altman. Conditions: dans les puits d’'une plaque 96 puits sont addiés 50 pL d’AcM (AcM 6 ou AcM 8) a 10
ng/mL, 50 pL de traceur enzymatigue H3-AChE a 2I,UE) pL de mélanges (R) + (S)-p-tBu-MA dont la
concentration globale est de 10 pM pour I'AcM 61etM pour I'AcM 8. Incubation 12 h a 4°C, lavagesspu
révélation de I'activité enzymatique par additiom 800 uL du réactif d’Ellman.

L’ensemble des données de cette expérience peaittréité statistiquement, afin de
déterminer la précision du dosage, par la représientde Bland/Altman (figure 26, Bf) Cette
analyse représente la différence des valeurs tiéesiet expérimentales en fonction de la
moyenne des valeurs, elle donne un intervalle aiaotce (correspondant a deux écarts types
autour de la valeur médiane) pour la mesure dedgxnantiomérique de5%. De facon plus
détaillé, cette représentation montre que la ptide ce test est meilleure lorsque les valeurs
de eesont fortes (écarts types plus proches de la méjizlle est en revanche plus faible pour
leseemodestes.

Ces résultats sont donc globalement encourageaigguen choisissant judicieusement
les composés a utiliser dans les réactions deysatahous avons pu améliorer a la fois la
sensibilité mais aussi la précision $% contrex 10% avec l'acide mandélique) du test de

criblage.

8 3.M. Bland, D.G. Altmanl.ancet1986 1, 307.
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lll. Synthése d’a-hydroxyacides chiraux

[1I.1. Importance des hydroxy acides

Les acidesi-hydroxy carboxyliques chiraux et leurs esters ésentent aujourd’hui des
intermédiaires synthétiques importaitCe type de motif fait partie de la structure detaines
molécules biologiquement actives, nous pouvonsr cité le Pobilukast (Smithkline ;
antiasthmatique, antagoniste leucotriéne), le €efdt(Glaxo ; antibiotique de la classe des
céphalosporines de quatrieme génération), I'Amhtea® (Myogen ; traitement de la

hypertension pulmonaire) et le Tezaglitazar (AZaeca, traitement du diabete).

CO,H
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H Cefetecol
HO

N
O  Cco,H
OFp=¢
O—<\ /

Ambrisentan Tezaglitazar

) —
10
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Schéma 24 Structure de quelques agents thérapeutiques kysinticture di-hydroxy (ou alkoxy) acide

En tant qu’intermédiaire clé de synthese, nous posixiter leur emploi pour la synthése
des produits biologiqguement actifs tels que le Ruir (Pfizer, antiviral), le Benazepril
(Novartis, inhibiteur de I'enzyme de conversion)eeCilazapril (Roche, inhibiteur de I'enzyme

de conversion).

%9 a) S. Hanessiafotal Synthesis of Natural Products : The Chirorpgach Pergamon, New York,983; b) K.
Mori, The Total Synthesis of Natural Prodycs Apsimon, Ed., Wiley Interscience, New YodQ81 c) D.
Seebach, E. Hunglebihlavlodern Synthetic Method®. Scheffeld Ed., Otto Salle Verlag, Frankfurt &main,
1980
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Schéma 25 Structure de deux-hydroxyacides d’'importance industrielle
[11.2. Voies d’acces aux structures de type-hydroxy acide

Plusieurs méthodes de préparation pour ce gencerdposé ont été déja publiées, parmi
lesquelles nous pouvons citer des méthodes chirsfijueéthodes utilisant la fermentatidnou
la catalyse enzymatiq(fe

Parmi les méthodes chimiques, seulement peu camtudsdes produits ayant des valeurs
de ee importantes. Les méthodes de fermentation sonteeanche, capables de fournir des
produits ayant des valeurs de importantes par contre les concentrations obternesroduit

sont faibles et l'isolation de celui-ci difficild.es méthodes enzymatiques représentent des

@) K. Soai, T. Isoda, H. Hasegav2hem. Lett 1986 1897; b) J.K. Whitesell, R.M. Lawrence, H.H. Chén
Org. Chem, 1986 51, 4779; c) J.K. Whitesell, D. Deyo, A. BhattachgryaChem. Soc. Chem. Coma983 802;
d) R. Gamboni, C. TamnT,etrahedron Letf 1986 27, 3999; d) T. Munegumi, M. Fujita, T. Marujama, $hiono,
M. Takasaki, K. Harad@®ull. Chem. Soc. Jpnl987, 60, 249; e) H.C. Brown, B.T. Cho, W.S. Paidk,0Org. Chem
1986 51, 3396; f) I. Ojima,Pure Appl. Chem 1984 54, 99; g) I. Ojima, T. Kogure, K. Achiwal. Chem. Soc.
Chem. Comm 1977, 428; h) W.H. Pearson, M.C. Chend, Org. Chem 1986 51, 3746; i) D.A.Evans, M.M.
Morrissey, R.L. DorowJ. Am. Chem. Sqd 985 107, 4346.

™ a) H. Gunther, S. Neuman, H. SimdnBiotechnal1987 5, 53; b) H. Simon, J. Bader, H. Gunther, S. Neuman,
J. Thanos,Angew. Chem. Intl. Ed. Engl1985 24, 539; c) S. Tsuboi, E. Nishiyama, M. Utaka, A. &d&,
Tetrahedron Lett 1986 27, 1915.

2 a) M.A. Patterson, R.P. Szajewski, G.M. WhitesjdksOrg. Chem 1981, 46, 4682; b) Z. Shaked, G.M.
Whitesides,J. Am. Chem. Sqcl98Q 102 7104; ¢) J.R. Matos, M.B. Smith, C.-H. Worgjporg. Chem 1985 13,
121; d) C.-H. Wong, J.R. Matog, Org. Chem 1985 50, 1992; e) K. Motosugi, N. Esaki, K. Sodgiptechnol.
Bioeng, 1984 26, 805; f) W. Hummel, H. Schutte, M.-R. Kul&nn. N.Y. Acad. S¢i1984 434, 195; g) R.
Wichmann, C. Wandrey, W. Hummel, H. Schutte, A.EcBnann, M.-R. KulaAnn. N.Y. Acad. S¢il984 434, 87,
h) M.-J. Kim, G.M. Whitesides]. Am. Chem. Sqd 988 110 2959.
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moyens directs d’accéder a ce genre de produit deecendements raisonnables et des puretés

optiques trés intéressantes.
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R H déprotection HO

[H] OAc
C

Schéma 26 Six voies d’acceés auxhydroxyacides optiquement enrichis

Les six principales voies d’obtention desiydroxy acides optiguement enrichis utilisées
actuellement font appel a des réactions totaletiffidtentes :

* la premiére voie A) utilise une réaction d’'addition énantiosélectidain
équivalent de cyanure sur un aldéhyde suivie dhyugolyse>,

» La voieB conduit auxa-hydroxyacides par une réaction de Friedel Crafteeaun
halogénure aromatique et un ester glyoxylique ysé® par des catalyseurs
chiraux.

» Une autre voie@) permet I'obtention dea-hydroxy acides par I'hydrogénation

asymétrique d’un acétate d'éfibl

3 a) D.H. Dao, M. Okamura, T. Akasaka, Y. Kawai,Hida, A. Ohno,Tetrahedron: Asymmetr4998 9, 2725: b)
W. Adam, M. Lazarus, C.R. Saha-Mdller, P. Schreletrahedron: AsymmetdQ98 9, 351; c) Y. Hashimoto, E.
Kobayashi, T. Endo, M. Nishiyama, S. Horinoudiipsci. Biotechnol. Biochem996 60, 1279; d) F. Effenberger,
Angew. Chem. Intl. Ed. Endl994 33, 1555.

™ a) N. Gathergood, W. Zhuang, K. A. JgrgenserAm. Chem. So200Q 122, 12517; b) Y. Yuan, X. Wang, X.
Li, K. Ding, J. Org. Chem2004 69, 146.
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e La voieD propose I'ouverture des époxydes dérivés de kagigicidique par des
dérivés métalliques nucléophil@s

» La voieE propose la synthése deshydroxy acides par le traitement des acides
aminés optiquement purs par diazotization suividrolyse .

» La derniere voieK) présente I'obtention des mémes composeés par ggdation

asymétrique des cétoesters corresponéfants

Dans ce manuscrit nous allons étudier la voie itjaed, ainsi qu’une autre voie non
décrite au début de ce travail et correspondalmseftion des carbenoides dans la liaison O-H

de l'eau.

[11.3. Premiere réaction cible : La réaction d’insetion des especes

métal-carbénoide dans la liaison OH de I'eau

111.3.1. Généralités sur les composés de type diaeb les carbénoides

Les composés de type diazo représentent une alaspeoduits organiques, neutres de
point de vue électrique, ayant la particularité vdia dans leur structure un groupement

fonctionnel N lié & un atome de carbone.

R_R RER
MO N
N© N

Schéma 27 Structures limites des composés diazo

> M.J. Burk, C.S. Kalberg, A. Pizzand, Am. Chem. Sot99§ 120, 4345.

8 a) M. Larcheveque, Y. Petifetrahedron Lett1987, 28, 1993 ; b) K.B. Sharpless, J.M. Chofigtrahedron Lett.
1985 26, 4683.

""F.J. Urban, B.S. Moord, Heterocycl. Cheni992 29, 431.

83a) C. LeBlond, J. Wang, J. Liu, A.T. Andrews, Y.-8un,J. Am. Chem. So&999 121, 4920; b) X. Zuo, H. Liu,
M. Liu, Tetrahedron Lett1998 39, 1941; c) H.-U. Blaser, H.-P. Jalett, F. SpindlerMol. Catal. A: Chem1996
107, 85; d) M. Kitamura, T. Ohkuma, S. Inoue, N. Sallo,Kumobayashi, S. Akutagawa, T. Ohta, H. Takd&a,
Noyori, J. Am. Chem. Sot988 110, 629.

" a) M.P. Doyle, M.A. McKervey, T. YeVlodern Catalytic Methods for Organic Synthesis viiiazo Compounds
Wiley Intersciencel998 b) D.J. Miller, C.J. MoodyTetrahedron1995 51, 10811.
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En ce qui concerne la synthése des composés deligp® nous allons nous limiter aux
méthodes de synthése des composés dautdmzocarbonyle, composés d'intérét pour le travail

présenté ici (schéma 28).
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Schéma 28Principales voies d'acceés aux compasé€kazocarbonyles.

La premiére synthése d’un tel produit a été réaldains les années 1880 par T. Cuftius
(diazotization des acides aminés naturels) maiscteaposés diazo sont devenus vraiment
accessibles dans les années 1920 quand F. Aridtisterf' et W. Bradley et R. Robinsth
ont publié des méthodes efficaces d’acylation dzalinéthane a l'aide des chlorures d’acide.

Probablement la voie la plus intéressante pourdacc ce type de produit est le transfert

du groupement diazo, concept décrit par O. Dimeith1918% Cette méthode repose sur le

8a) T. CurtiusBer., 1883 16, 2230; b) T. Curtius). Prakt. Chem 1888 38, 396.

8.a) F. Arndt, B. Eistert, W. PartalBer., 60B, 1364; b) F. Arndt, J. AmendBer., 1928 61B, 1122; c) F. Arndt, B.
Eistert, J. AmendeBer., 1928 1949,

8. Bradley, R. Robinsod, Chem. Sag1928 1310.

8 0. Dimroth,Ann. Chem 191Q 373 336.
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transfert du groupement diazo a partir d’'un réa@di est invariablement un azoture de
sulfonylé®) & la molécule d'intérét. Pour que cette méthodst sraiment efficace
synthétiguement il faut que la position méthylenenedu carbonyle soit suffisamment activée
pour réagir avec le partenaire donneur. De ce @ntue les substrats peuvent étre classés en
deux catégories : ceux suffisamment activés poagiréavec le donneur de diazo et ceux qui
nécessitent la présence d’'une base faible poutidon (ex.p-cétoestersp-cétoamidesf-
dicétones, esters maloniques etc., nécessitent louprésence de la triéthylamine pour
I'activation).

Cette réaction fonctionne trés bien pour les sabsiou le méthylene a transformer en
groupement diazo est flanqué par deux groupememt®yle, mais pour les substrats n'ayant
gu’'un seul carbonyle en positian il est nécessaire soit d'optimiser le systéme danrde
diazo/base soit d’appliquer la technique de trahgfe diazo déformylant introduite par M.
Regit?°. Cette méthode nécessite dans un premier tempscomgensation de Claisen du
méthylene sur le formiate d’éthyle en présence @’loase suivie d’un transfert de diazo comme
décrit précédemment. Il est important de noterapite procédure peut étre effectuée en un seul
pot, sans isolation préalable du produit de coratems Une version de cette méthode a été
décrite par M.P. Doyle qui utilise a la place duni@te d’éthyle du trifluoroacétate de
trifluoroéthyl€®. De méme, une modification importante de la méthddformylante de M.
Regitz consiste en I'activation du méthyléne pardoglatiorf’ ou acylation avec de I'oxalate de
diéthylé®.

Les diazos sont des composés ayant la capacitée ddcomposés en carbénes par
différents agents chimiques ou physiques. Ainsipeat les décomposer en les chauffant, en les
irradiant (photodécomposition), en les mettant gisg@nce d’'un acide protique ou d’'un acide de
Lewis et, finalement, en les mettant en présengeedfjuantité catalytique de certains métaux de
transition.

Dans ce document nous n'allons détailler que lesom@ositions catalysées par les
complexes de métaux de transition. Pour que cepless soient des catalyseurs actifs pour la
décomposition des diazos ils doivent étre des acuie Lewis, c'est-a-dire étre insaturés

coordinativement pour permettre une attaque nubiémlu composé diazo. Cette réaction

8 M. Regitz,Synthesis1972 351.

% M. Regitz,Angew. Chem. Intl. Ed. Engl967, 6, 733.

8 M.P. Doyle, R.L. Dorow, J.W. Terpstra, R.A. Rodenke J. Org. Chem 1985 50, 1663.

87a) B.W. Metcalf, K. Jund, J.P. Burkhardietrahedron Lett 198Q 21, 15; b) A.D. Abell, M. Brandt, M.A. Levy,
D.A. Holt, Bioorg. Med. Chem. Left1996 6, 883.

8 a) M. Regitz, F. Menz, CherBer., 1968 101, 2622; b) R.E. Harmon, V.K. Sood, S.K. Gugnthesis1974
577.
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dépend de deux facteurs, de I'électrophilie du huaransition et de la stabilité du diazo. Les
substituants situés en positiarpar rapport au groupement diazo jouent un roleoinamt pour
sa stabilité et, par conséquent, pour sa réactoa@me présenté dans le schéma suivant.

Réactivité
N, Ny
N,
Z Y Z
NS R S,
(0] (@] (0]
Stabilité

Schéma 29 Evolution de la réactivité et de la stabilité same série de composés diazo. Z, Y = R, OR, RR
alkyl, aryl, H

L’éventuelle présence sur le métal de ligands pefliencer de facon significative la
réactivité du carbénoide généré

Les métaux capables de réaliser cette transformaant les métaux de transition
insaturés coordinativement et capables de stabilsecarbénoide résultant et, dans cette
catégorie seulement les métaux de transition silaés la partie droite du tableau périodique,
dans la troisiéme et la quatrieme période (géndeie cuivre, cobalt, fer, palladium, rhodium et
ruthénium) remplissent ces demandes. Historiquemkntpremier métal utilisé pour la

décomposition des composés de type diazo a étévie?.

Les carbenes générées catalytiquement a particaeposés de type diazo (schéma 31)
représentent des intermédiaires d’un grand inEmésynthése organique aujourd’hui. Parmi la
multitude de réactions que ce type de substratcagtble d’induire, deux réactions sont
remarquables : la cyclopropanation des alcenegsetdactions d’insertion dans des liaisons
simples. Dans ce document nous n’allons détaillerlgs réactions d’insertion.

Les composés comportant un groupement fonctionedlypge diazo sont des substrats
capables, en présence d’'une quantité catalytiquedains métaux de transition de générer une
espece chimique réactive appetéebénoide

Ce type de composé a la capacité de s'insérer disiaisons carbone — hydrogéne ou
hétéroatome — hydrogéne pour fournir des produitsettion comme le montre le schéma

suivant.

89 A. Padwa, D.J. AustirAngew. Chem. Intl. Ed. Engl994 33, 1797.
0 0. Silberrad, C.S. Roy, Chem. Sog1906 89, 179.
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X-H ML,=CR, —— C ML,

Schéma 30Réaction d'insertion d’'un carbénoide dans urisdiaX-H. X=C, Si, N, O, S, Se, P, Halogene

Un autre aspect intéressant de cette réactioraesaacité de se produire aussi bien en
présence d’une liaison non activée et non-polarare les liaisons C-H et Si-H que pour les

liaisons plus polaires comme le N-H, O-H, S-H, SéRHH, ou halogene-H.

Dans ce document nous allons nous limiter a lagmtésion des réactions d’insertion
dans la liaison O-H car seulement cette transfoomagst en rapport avec le travail fait dans

notre laboratoire.
I11.3.2. Réactions d'insertion des carbénoides danges liaisons OH
La décomposition des composés diazo en présengartienaires hydroxyliques (eau,

alcools, phénols ou acides carboxyliques), permdbimation d’'une nouvelle liaison C-O par

insertion du carbene (ou carbénoide selon le @® k& liaison O-H du partenaire hydroxylique.

Y~ Z Aou hv ou ML ROH H
\ﬂ/ N [ AN ] > Y\i/Z
Na B OR

Schéma 31Insertion dans une liaison O-H

D’'un point de vue mécanistique, il n'y a pas, a joer, de preuve expérimentale
incontestable pour décrire le déroulement de letiga Généralement, trois types de mécanisme
ont été proposés (schéma 32):

a) insertion concertée dans la liaison O-H

b) protonation du carbéne (ou protonation du compdséodpour conduire a un ion

diazonium qui ensuite perd une molécule d’azotajiesde réaction avec le RO
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c) attaque nucléophile sur le carbéne électrophile fmuner un ylure, suivie de transfert

d’hydrogéne

¥, 2
H---OR
a)
Y. 2
- H
[Y\/Z] b) \H( RO - Wy
+ ROH OR
c)

Schéma 32Hypothéses mécanistiques pour la réaction d'ifserta) mécanisme concerté; b) mécanisme multi-
étapes passant par un intermédiaire de type carbo¢a) mécanisme multi-étapes passant par @nrédiaire de
type ylure

De ces trois propositions de mécanisme, seul leamgne empruntant la voie a) semble
étre le plus favorable a une version asymétriquia dgéaction.

Dans le cas de la décomposition des produits dedygiazo carbonyle catalysée par le
rhodium (I1), malgré les recherches intenses meddas le domairié on ne peut pas proposer
aujourd’hui de meécanisme avec certitude. Le méonamiggénéralement accepté est une
adaptation de celui proposé par P. Yates pour &rdposition en présence du cuivre des
diazocétoned. Ainsi, selon ce type de mécanisme, I'atome dbarze polarisé négativement va
se complexer au site axial du catalyseur a baskatium, au cours de la premiére étape.

La seconde étape considérée comme limitantrrespond & la perte de la molécule

d'azote. Des études cinétiqdé®nt donné des arguments en faveur de cette hygmtide

°1 a) D.F Taber, R.E. Ruckle Jd., Am. Chem. Sqcl986 108 7686; b) M.C. Pirrung, A.T. Morehead Ji.,Am.
Chem. So¢1994 116 8991; c) M.P. Doyle, L.J. Westrum, W.N.E. WolthuM.M. See, W.P. Boone, V. Bagheri,
M.M. PearsonJ. Am. Chem. Sqc 993 115, 958.

%2p. Yates,). Am. Chem. Sqd 952 74, 5376.

% E.M. Wong, J. Wang, A.C. Hengge, W. Warg. Lett, 2007, 9, 1663.

% a) A.J. Aniciaux, A.J. Hubert, A.F. Noels, N. Pk, P. Teyssié). Org. Chem 198Q 45, 695; b) M.E. Alonso,

M. Garcia, C. DelTetrahedron1989 45, 69; c) M.C. Pirrung, H. Liu, A.T. Morehead Jt.,Am. Chem. Sqcd 996
118 8162, d) M.C. Pirrung, H. Liu, A.T. Morehead Jr.Am. Chem. Sq&002 124, 1014.
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méme, une étude menée sur une série-dimzophénylacétatdsconduit & une détermination

d’un coefficient de Hammett négatif ce qui est en accord avec cette hypothese.

N NO
Y N® /W\® rapide |, ©lx FOR
R o — — R T
/ /‘\/RGN:OR R” “COR 7 (&
1l
N
lent N,
| 1/ COR
carbénoide de Rh(ll) /th—‘filh R

Schéma 33Mécanisme probable pour la formation du carbéndizrhodium (II)

Les intermédiaires réactionnels de type diazoniuesgntés dans la figure précédente ont

déja été mis en évidence par spectroscopie optigde RMN®.

Les composési-diazocarbonyl peuvent s’insérer dans la liaisoH Qle l'eau, des

alcools, des phénols et des acides carboxyliguaslfeniques (schéma 34).

0 = R"OH 0 =
R)km R
N2 @ H
Rll

Schéma 34R"=H, alkyl, aryl, RCO, RS©

Les réactions de ces composés avec les alcoolenpe@s un grand intérét synthétique,
spécialement pour la préparation deslkoxycétones ouwn-alkoxyesters chiraux. Dans la
littérature, les réactions avec l'eau et les ph&rsdnt moins bien répertoriées quoi que
récemment on a pu voir un intérét croissant posidesix transformations.

Probablement le premier exemple de réaction d’iisedans une liaison O-H catalysé

par un métal de transition est celui décrit parCAsanova et T. Reichstein, qui ont décrit la

% 7. Qu, W. Shi, J. Wangl. Org. Chem 2001, 66, 8139.
% J.L. Maxwell, K.C. Brown, D.W. Bartley, T. Kodadekcience1992 256, 1544.
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transformation d’'une diazocétone @méthoxycétone en présence de méthanol et d'unditpia
catalytique d’oxyde de cuivre {l)

Une étape importante dans le développement de cétetion correspond a la
découverte, en 1973, par un groupe belge, de lalysat au rhodium pour les réactions
d'insertion d'alcools et de I'edti Ce méme groupe a publié, plus tard, le méme dgpeatalyse
au rhodium pour la réaction d'insertion de I'éthgltbacétate dans la liaison O-H du phénol
pour fournir le phénoxyacétate avec un rendemetiorire de 909%°.

ROH
Rh,(OAc)
NG Zaoy 4 O. _OR
/\[( 82-88% ~
] Y

R = Alkyl, aryl.
Schéma 35Réaction d'insertion dans la liaison OH de I'ed@s alcools et des phénols catalysée par le nmodiu

Malgré le potentiel synthétique énorme de cettetiga peu d’applications en synthese
asymeétrique sont disponibles dans la littérature p@ut citer ici un exemple publié en 1995 ou
le rhodium acétate catalyse I'insertion dgitétoester dans la liaison O-H {t6)-3-buten-2-ol
pour former un intermédiaire de type éther allyfiqgqui subit in situ un réarrangement

sigmatropique pour fournir I'alcool tertiaire fin@vec un excés énantiomérique de ¥2%

schéma 36.
r n (0]
Rh,(OAc) O O (0]
O O 2 4 ~
HG, ‘\H benzene, 75% _ N
H
" X g

Schéma 36 Premier exemple d’insertion « asymétrique » darsliaison OH catalysée par le rhodium

Cet exemple est aussi important pour un autre aspaaompétition entre la réaction
d’insertion et de cyclopropanation, qui est en tavee la réaction d’'insertion. Cette tendance a

été par la suite confirmée a plusieurs reptfses

°"R. Casanova, T. Reichsteldelv. Chim. Actal195Q 33, 417.

% R. Paulissen, H. Reimlinger, E. Hayez, A.J. HuteriTeyssiéTetrahedron Lett 1973 2233.
% A.F. Noels, A. Demonceau, N. Petiniot, A.J. HubBrtTeyssiéTetrahedron1982 38, 2733.
1993 L. Wood, B.M. Stoltz, H.-J. Dietricd, Am. Chem. Sqcl995 117, 10413.
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Une autre approche pour l'utilisation de cette tiéacen synthése asymétrique a été

proposée par C. Moody qui utilise un auxiliaire rahipour obtenir des produits d’insertion

diastéréomériqué¥ (tableau 2).

N,

Ph)J\H/OR
o)

_ROH OR'
cat. Rhy(OAc), Ph
o)

H

OR

Entrée R’ R Rendement (%) rd Isomere majoritaire
1 A% Me 95 52 :48 n.d.
A

H 84 50 :50 n.d.
5 Rt Me 75 54 :56 S
iPr 82 62 :38 S
H 79 66 :34 R
3 Ph Me 63 72 :28 R
gf iPr 85 68 :32 R
tBu 40 76 :24 R
Ph H 85 75 :25 S
4 m; iPr 71 71 :29 R
Me 98 66 :34 R
S 3 iPr 82 74 :26 R
SO,N(c-Hex), tBuU 37 75 :25 R

Tableau 2.Préparation asymétriquesgalkoxyesters a partir de diazoesters chiraux

Y. Landais, dans une étudepubliée en 1997, décrit deux stratégies d'obtentes

produits d’insertion de maniere énantiosélectile premiéere, consiste a utiliser un auxiliaire

chiral dérivé de la pantolactone.

Deux partenaires hydroxyl ont été testés: I'eaui @ fournit le produit hydroxy

correspondant avec un rendement chimique de 75% excés diastéréeomeérique (ed) de 50% et

le méthanol qui a fournit I'éther méthoxy attendee@ un rendement de 75% et un ed de

seulement 5%.

101E Aller, D.S. Brown, G.G. Cox, D.J. Miller, CNloody, J. Org. Chem 1995 60, 4449.
192p Bulugahapitya, Y. Landais, L. Parra-Rapadd?anchenault, V. Webed, Org. Chem 1997, 62, 1630.
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N ROH R
2

cat. Rhy(OAc) X ,
Ph/\)J\WO"’ - : Ph/\j\f(o !

0
o o} o ©

R=H Rdt75% ed 50%
R=Me Rdt 75% ed 5%

Schéma 37Insertion énantiosélective catalysée par le rhadin présence d’un auxiliaire chiral pantolactone

La deuxiéme stratégie décrite dans cet articleésgmte le premier exemple de catalyse
asymeétrique pour cette réaction d’insertion dansaigon O-H utilisant un catalyseur chiral.

Malgré le rendement moyen de 59%, et la trés faibleur de leeil s’agit du premier exemple

prouvant qu’il est possible d’insérer de facon aéymgue des carbénoides dans des liaisons OH

a l'aide de catalyseurs chiraux.

N, HOH OH
cat. Rh,(5S-MEPY
N O A Js Phwov
Ph o
o
CO,Me Rdt 59%

ee 8%

NFRh = Rh,(5S-MEPY),

O7Rh
4

Schéma 38Premier exemple d'insertion énantiosélective diassliaisons OH a I'aide d’'un catalyseur chiral soir
substrat prochiral (Y. Landais, 1997).

En s'inspirant du travail précédent, M.P. Doyle gmse en 200%° d’associer un
auxiliaire chiral a un catalyseur asymétrique. Hilisant le Rh(4R-MEAZ), en tant que
catalyseur, l'auteur réalise l'insertion du compadi@zo dans des liaisons OH avec des

rendements trés corrects et des ed intéressants.

193M.P. Doyle, M. YanTetrahedron Lett2002 5929.
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ROH OR

cat. Rh,(4R-MEAZ O,
Ph)KI(O/" 2 s Ph)\f( '

CcO 2Me

R=H Rdt59% ed 70%

OTRAO
4

Schéma 39Association d’un auxiliaire chiral (pantolactoné)Y&ain catalyseur asymétrique

Peu aprées le début de nos travaux dans ce donm&@ageipe de G. Fu a publié ce qui
correspond au deuxiéme arti@esur l'insertion catalytique énantioséléctive ddeguel est
décrite la conversion du phényldiazoacétate ad’'adin catalyseur a base de cuivre complexé
par des ligands chiraux de type bis-aza ferrocénprésence d’alcools en produits d’insertion
correspondants avec des rendements chimiques pliant'a 94% et desejusqu’a 90%. Dans
I'étude d’optimisation du substrat, G. Fu a troupéen utilisant un substrat diazo fluoré les
rendements et lese peuvent étre améliorés jusqu'a des valeurs de @Psevanche, pour la
réaction d’insertion dans la liaison O-H de I'elusystéme catalytique proposé par les auteurs
conduit a des résultats modestes, avec un rendenwmn de 55% et ugefaible de 15%.

Cet exemple représentait a I'époque le meilleutéesye catalytique pour l'insertion des

carbénoides dans la liaison O-H de I'eau.

ROH
Cu(OTf), 2%
0 BIS-AF 3 8% 0
Ph H20 4% Ph
\[HJ\O/ 2 - - O/
N, DCE, t.a. RO H
R=H Rdt55% ee 15%
S R=Me Rdt 86% ee 69%
e R=Et Rdt 85% ee 87%
W R=iPr Rdt 76% ee 68%
N R=CH,CH,TMS Rdt 94% ee 90%
é BIS-AF

Schéma 40Insertion énantiosélective dans la liaison OH'elau et des alcools a I'aide du catalyseur asyéeri

décrit par G. Fu.

1041 C. Maier, G. FuJ. Am. Chem. So2006 128, 4594.
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[11.3.3 Criblage de catalyseurs pour la réaction éantiosélective d’insertion

d’espéces métal-carbénoide dans la liaison OH ded#u

Notre intérét pour la synthese desiydroxy acides utilisant la réaction énantiosékect
d’insertion d’especes métal-carbénoide dans ladimiOH de I'eau est justifié par le fait que
I'eau représente un réactif non dangereux, respaktde I'environnement et trés peu onéreux.
De facon globale, cette réaction utilisant de I'eammme réactif et de 'azote comme seul sous-
produit est tres intéressante et correspond pamf@int aux besoins de la chimie organique de
synthése moderh®. Par contre, les processus énantiosélectifs efficaitilisant 'eau comme
réactif disponibles dans la littérature resterg preu nombreux, la taille réduite de cette molécule

la rendant difficilement controlable dans un precasstéréosélectff.
a) Criblage des métaux de transition

Afin d’explorer les possibilités offertes par cetéaction nous avons décidé d’effectuer,
dans un premier temps, un criblage des métaux stilsies de catalyser cette transformation.

Théoriquement, tous les métaux de transition sitesss la partie droite du tableau
périodique sont susceptibles de catalyser la déositgn des composés de type
diazocarbonyle. Pour tester si cette hypothesephtpge avec succeés a la réaction d’insertion
dans la liaison OH de I'eau nous avons effectu&rniblage de quelques especes métalliques

susceptibles de conduire a des résultats intérsssan

E
g
4 2bFe 2’Co | %Ni Cu
5 44Ru 45Rh 46Pd 47Ag
6 ®0s | "Ir ®pt | ™Au

Figure 27.Extrait du tableau périodique des éléments avee em évidence des 12 métaux de transition
susceptibles de catalyser des réactions de décdimpates composés de type diazo

195 J. Li, T.-H. ChenQrganic Reactions in Aqueous Medidewer Academic Publisher, Dordrectf97.
1%3) H. Alper, N. HamelJ). Am. Chem. So&99Q 112, 2803; b) M. Tokunaga, J.F. Larrow, F. KakiuchiNE
JacobsenSciencel997, 277, 936; c) A. El-Qisairi, O. Hamed, P.M. Hendy,Org. Chem1998 63, 2790.
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Dans un premier temps nous avons synthétisé lestratibdiazo comportant un
groupementert-butyl en positiorpara. Ce composé sera notre substrat modéle et formgita,

a la réaction, le produg-tBu-MA pouvant étre détecté par le test immunoaicaig

Ny

CO,Me TsN3, DBU CO Me

CH3CN,

0°C puis 25
18h

76%

Schéma 41Synthéese dpara-tert-butyl-phényldiazoacétate de méthyle
La synthese de ce produit diazo est aisée, en tape,éa partir dgara-tert-butyl-

phénylacétate de méthyle, qui, aprés avoir réagt da DBU et 'azoture d@ara-toluene
sulfonyle, fournit le produit envisagé avec un remeént de 76%.

Trois équivalents d’eau sont utilisés pour cettagformation et la charge catalytique
utilisée pour la procédure standard de criblagel@$% mole.

N, OH
Métal 5%
CO,Me H,0 3 éq. CO,Me
DCE, 25, 18h

Schéma 42Réaction cible utilisée pour le criblage des lgaturs métalliques
Les 12 métaux susceptibles de catalyser cetteiodaonht été criblés. Pour la plupart

d’entre eux plusieurs sels inorganiques ont éti®gest quelques complexes organométalliques
ont aussi été utilises.
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Figure 28. Criblage de catalyseurs métalliques pour la i@actinsertion dans la liaison OH de I'eau

Ce premier criblage (38 expériences) montre quer, ploaque métal testé, il y a au moins
une espece capable de catalyser cette transformdfiette information est d’'une grande
importance car on sait que les ligands organiqoegptexés par les métaux peuvent activer ou
désactiver ces derniers par rapport a une tranafeym catalytique d’'un substrat. La seule

exception est 'osmium, mais dans ce cas nous nawesté que le tetraacétate d’osmium (1V).
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Par contre, dans la littérature il existe de nombrexemples de décompositions de composés de
type diazo par des catalyseurs & base d’osMium

Parmi les systemes criblés on observe clairementi@gatalyseur le plus efficace pour
cette transformation est le [Ru€ym)Ch],, la conversion du substrat erhydroxyacide étant
totale dans ce cas. De facon plus globale, on penstater que les complexes de ruthénium,
rhodium, palladium, argent et de cuivre sont less gfficaces parmi ceux testés dans cette étude.
A la vue des résultats obtenus avec le catalygeugpicym)CkL], nous avons voulu dans un

premier temps explorer le potentiel de ce catalyseu
b) Catalyse par le ruthénium

A ce jour, tres peu d’exemples sont disponiblessdanlittérature pour des réactions
d’insertion des carbénoides de ruthénium dans idesohs oxygene-hydrogéne. Le premier
exemple a été publié en 1996 quand une équipenindia prouvé que le Ru{PPh); était un
bon catalyseur pour les réactions d’insertion d’'urtiazoacétophénone dans les liaisons O-H
du méthanol (70%) et du phénol (749%) Des conditions de température relativement ékevée

sont toutefois nécessaires (schéma 43).

N, RuCl(PPh3)3 2-3% OR
+ R—OH

benzene 80T

Schéma 43Insertion des carbénoides de ruthénium dandalssris OH

L’autre exemple disponible a cette date conceiinsdttion du diazoacétate d’éthyle dans
la liaison O-H de l'eau et d’'alcools, catalysée pas complexes de ruthénium monomere
obtenus avec des ligands de type diamines sulfpages des rendements compris entre 75 et
95% %,

1973) D.A. Smith, D.N. Reynolds, L.K. Wod, Am. Chem. Sqcl993 115 2511; b) A. Demonceau, C.A. Lemoine,
A.F. Noels, I.T. Chizhevsky, P.V. Sorokifigtrahedron Letf 1995 36, 8419; ¢) A. Demonceau, C.A. Lemoine,
A.F. Noels, TetrahedrorLett, 1996 37, 1025.

19835 Sengupta, D. Das, D. Sen Sarffetrahedroriett, 1996 37, 8815.

199F Simal, A. Demonceau, A.F. NoeRetrahedror_ett, 1999 40, 63.
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Ts—N ~
LN/ Cl
N
P 2 R OR

Schéma 44 Insertions de carbenoides de ruthénium dansalssris OH

Suite a ces observations nous avons décidé d'eéecine étude plus approfondie des
guelques sels de ruthénium disponibles commercaiénia réaction test est la méme que celle
utilisée précédemment pour le criblage des catalgsmétaliques.

N, OH

Ru x% mole
COyMe H,0 3 éq. COsMe

DCE, 25°C, 18h

Entrée  Complexe de ruthénium  Charge catalytique (mie %) Rendement (%)

1 Ru(bipy}Cl, 5 0
2 Ru(indényl)(PP$)Cl; 5 30
3 RUCH(NH3)s 5 0
4 RuCICp(PP¥) 5 28
5 Ru(cod)CJ polymére 5 0
6 Ru-cym)Ch]. 5 100
7 Ru-cym)Ch]. 2 100
8 Ruf-cym)Ch], 1 91
9 Ru@-cym)Ch]. 0,5 89
10 Rup-cym)ClL], 0,1 62
11 Rup-cym)CL], 0,01 3

Tableau 3.Test de quelques sels de ruthénium disponiblesraoialement

Parmi ces six complexes de ruthénium le diméreichiato(para)cyméne ruthénium (II)
est, de loin, le catalyseur le plus actif. A 5% ende charge catalytique la transformation du
substrat diazo em-hydroxyester est compléete en moins de 30 sec. HWeooigs alors voulu savoir
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jusqu’ou on pourrait diminuer cette charge catglyg afin de rendre la réaction encore plus
économique en catalyseur.

L’étude faite en variant cette charge catalytiqnéee0,01% et 5% mole/mole montre
gu’en réduisant cette charge jusqu’a 0,5% les medés restent tres corrects.

Suite a ces résultats encourageants, nous avons eaplorer la généralité de ce
catalyseur. Pour cela, une série de composés diadans un premier temps été synthétisée
(schéma 45).

R Rdt
MeO‘@*? 61%
DBU, TsNj N, ; 070,
2 0°C puis 25C R™ COyMe
12h. cl
e

Schéma 45Synthése de quatre dérivés diazo.

Nous avons alors mis a réagir certains de ces ceéspdiazo en présence de trois
équivalents d’'eau et une quantité catalytique dlyseur [Rug-cym)ChL],. Les résultats

obtenus sont résumés dans le schéma 46.

R Rdt

N, OH

Ru(pcym),Cl], (1 %mole 0
Py [Ru(pcym),Cl], (1 %mole) PY Meo@§ 83%
R” ~CO,Me R™ ~CO,Me

CH2C|2’ Hzo (3 eq)

25T - 12h.
CIQ? pas de réaction

N g pas de réaction

Schéma 46Réaction de quatre dérivés diazo en présence etedel [Ruf-cym)Ch],.

81



Malheureusement ces premiéres expériences tentenordrer que ce complexe de
ruthénium n’est pas général puisqu’il ne semble éfficace que vis a vis des dérivés diazo
comportant un groupement aromatique riche éleajumment. Le substrat dichloré ou le
substrat comportant une double liaison sont resuntacts aprés I'expérience et I'ajout de

quantité croissante de catalyseur n’améliore paésialtat.

Nous avons alors voulu voir si ce catalyseur pdupaésenter un intérét pour la
préparation di-hydroxy esters énantiomériquement enrichis. Damspremier temps, nous
avons décidé de synthétiser un composé diazo padgaeim groupement chiral sur la fonction
ester située en positian Notre choix s’est naturellement tourné vers Eers de pantolactone
qui d’aprés la littérature sont les plus aptes aigér une induction asymétrique (voir partie
introductive de ce chapitre). La préparation deamaposeés s’est inspirée des procedés décrits

dans la littératuré'®

Q DCC/DMAP BBU.TeN
CH,Cl , TsNg N
CO,H 25T - 12h = o —_—
4 O 0 puis 25T Q o
12h. o
(R) pantolactone (85%) o (46%) (o]

Schéma 47 Synthése d'um-diazo ester de pantolactone.

Si la préparation du composé diazo souhaité n‘apopse de difficulté majeure, nous
avons observé en revanche une complete racémightignoduit lors de I'étape de transfert de
diazo probablement liée aux conditions basiquescete réaction (présence de DBU).
L’injection en CLHP sur colonne chirale du compatiézo montre bien deux pics d’égale
intensité, ce résultat décevant est intrigant puisg’a pas été mentionné dans la littérature dans

les mémes conditions de réaction.

Nous avons alors voulu former un complexe de rutmdrchiral et pour cela nous avons
synthétisé, a partir du complexe dimérique de nit/@ un complexe chiral, comportant des

ligands chiraux de type pyridine bis-oxazolinepselin procédé décrit dans la littératdte

10p Bulugahapitiya, Y. Landais, L. Parra-RapadoPRnchenault, V. Webed. Org. Chem1997 62, 1630.
11 H. Nishiyama, Y. Itoh, H. Matsumoto, S.-B. Park,Itoh,J. Am. Chem. Sqdl994 116, 2223.
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| X
/CI\ o) N/ o)
O |'RU\C|/RUII " + /%{\l '\}\—)
/\

CH,Cl,

25T, 1 min.

puis ethyléne 1 atm.
une nuit

Schéma 48Synthése du catalyseur chiral de ruthénium

Un essai de catalyse asymétrique de la réactiosetiion dans la liaison OH de lI'eau a
été alors conduit en présence de 5% (mole/molepdmmplexe chiral n’a pas fourni le produit
attendu, aucune réaction n’étant observée.

L’ensemble plutbt décevant de ces résultats naxmduit a explorer cette réaction avec

d’autres especes métalliques.

c) Catalyse par le rhodium

Dans la littérature, le catalyseur métallique deixipour les réactions de décomposition
des composés de type diazo est a base rhodiuntiriBre. Les composés de type dirhodium(ll)
tetraacétate ont été synthétisé dans les anné@8'4@6leur application en tant que catalyseur
pour les réactions de décomposition de composéxo diaété introduite en 1973 par Ph.
Teyssié™®

Ce type de catalyseur a l'avantage d'étre tréd échiarge catalytique généralement
inférieure a 2%) et de pouvoir accepter une varétge de ligands de type carboxylate et

1123) L. Nazarova, I.I. Chernyaev, A.S. Morozo¥h, Neorgan. Khim1965 10, 539; b) F.A. Cotton, N.F. Curtis,
C.B. Harris, B.F.G. Johnson, S.J. Lippard, J.T. adV.R. Robinson, J.S. Wodsgiencel964 145, 1305.
3R, Paulissen, H. Reimlinger, E. Hayez, A.J. Hutt TeyssiéTetrahedroni_ett, 1973 2233.
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carboxamidate pontés ce qui permet une modulat®nladréactivité et de la sélectivité
difficilement atteignable avec les catalyseursselie cuivre et de palladium.

De méme la géométrie des complexes a base de m@biest favorable a ce type de
réaction, chaque rhodium présentant une géométta&drique. Vue « de profil » la molécule a
I'apparence d’'une couronne riche en électrons atrémités et pauvre au centre, au niveau de

I'atome de rhodium, comme présenté dans le schamarg.

)\ riche en éléctrons

pauvre en éléctrons

Schéma 49Vue globale et latérale d’une molécule de tettste de dirhodium(ll)

Nous avons choisi comme catalyseur des sels deurnfid) complexés par des ligands
chiraux couramment utilisés en catalyse asymétrgjuummmercialement disponibles, ils ont été
utilisés a 2% mole/mole. Le rhodium (Il) tétraatétast utilisé comme catalyseur de référence.

Les structures des catalyseurs sont présentéesedsetsema 50.

-
-

CO,Meé - ,CO,Me -, ,CO,Me

O—t—Rh N—Rh N—Rh K<!\l—-Rh
O——Rh o "Rh @) -Rh o O -Rh
~4 -4 J4 -4
Rh,(OAC), Rh,(S-MEPY), Rh,(S-MEOX), Rhy(S-MPPIM),
(N2
S0,

N O7Rh 1Rh

Wl [)~<: |

O1Rh >{Rh

Rhy(S-TBSP), Rh,(S-DOSP),

Schéma 50Catalyseurs a base de rhodium(ll) utilisés paughction d’'insertion
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Tous les catalyseurs ont été testés pour la réadtinsertion du 2-(4ert-butylphényl)-
2-diazoacétate de méthyle dans la liaison OH e@&dtats sont présentés dans le tableau 4.

N, OH
Catalyseur
CO,Me H,0 3 éq. * CO,Me
CH.Cl,
18 h, ta.

Entrée Catalyseur Rendement (%) ee (%)

1 Rh(OAC) 65 0
2 Rh-MEPY 13 0
3 Rh-MEOX 7 0
4 Rh-MPPIM 15 0
5 Rh-TBSP 62 0
6 Rh-DOSP 81 0

Tableau 4.Résultats obtenus pour la catalyse au rhodium

L’aspect le plus important de ce criblage est phbotdraent le fait que, malheureusement,
aucun catalyseur n’a conduit a un produit optiquenaetif. On peut observer que l'acétate de
rhodium(ll), que l'on utilise comme référence, est catalyseur relativement actif pour cette
réaction, ainsi que le R{&TBSP), et le Rh(SDOSP). Les catalyseurs portant des ligands
MEPY, MEOX et MPPIM, qui sont des ligands de tymgboxamidate au contraire des trois
autres qui sont de type carboxylate, semblent meifisaces pour la réaction par rapport a la
référence.

Ces résultats sont peu encourageants et nous eemvaiux problemes d’ordre
mécanistique. En effet, comme mentionné dans didhiction de ce chapitre, trois chemins
réactionnels peuvent étre envisagés au cours dEatdion catalysée par le rhodium. Or, il est
probable que le mécanisme concerté peut conduirda aformation d'un produit
énantiomériqguement enrichi. Ces résultats tentenhdntrer que ce mécanisme n’a pas lieu en
présence de rhodium.
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d) Catalyse par le cuivre, I'argent et I'or

Etant donné que les catalyseurs a base de rhodtursoist révélés des catalyseurs
énantioséléctifs inefficaces nous avons décidésdert d’autres métaux pour cette réaction : le
cuivre, l'argent et l'or.

Malgré le fait que le cuivre ne soit pas un métask tactif pour cette transformation,
comme nous l'avons vu lors du criblage des métiasccatalyseurs a base de cuivre peuvent
fournir des résultats intéressants pour ce type t@amsformation, surtout en termes
d’énantiosélectiotf®. De plus, suite & une collaboration avec I'équibePr. P.G. Cozzi de
I'Université de Bologne, nous disposons de nombi@ands chiraux susceptibles de complexer

ce métal.

Les réactions ont été conduites dans les mémestiomsd la seule différence étant le fait
gue la charge catalytique a été augmentée de 2o radle/mole, a cause de la moindre activité
du cuivre.

Nous avons utilisé la méme réaction en tant quetivkatest, catalysée par 5% (mol/mol)
de cuivre et utilisant 3 équivalents d’eau comnazti€ dans le dichloroéthane comme solvant.
La préparation du catalyseur se fait selon le matodécrit par G. Fu, en mélangeant 5% de sel
de cuivre avec 9,5% de ligand chiral et 10% d’'&w.ne connait pas pour l'instant le réle que
I'eau joue dans ce processus de génération dwsatal G. Fu en faisant des essais d’insertion
de carbénoide dans la liaison OH des alcools amhaputen générant le catalyseur sans eau on
peut faire chuter les exces énantiomériques de 8828%.

La seule hypothése que I'on peut émettre mais lamuelle nous n'avons pas de preuve
expérimentale est que, dans le cas du cuivre '@gul va se coordiner sur les deux sites
octaédriques de I'atome de cuivre afin de contri@lestoechiométrie pour générer un complexe
bis-aquo de type Cul(H,0O),. L'eau, ligand labile, va ensuite se décomplexas Ide la
génération du carbénoide.
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Schéma 51 Structure hypothétique de I'espéce catalytique

Il parait que I'espéce active qui catalyse la riéacti’insertion est a base de cuivre (I) et
les composés diazo ont la capacité de réduireileec(il) pour former du cuivre (}*. Mais si
le composé diazo est capable de réduire le cuiVrg@ur former du cuivre (I) le nouveau
complexe va adopter une géométrie tétraédriqueglatva probablement s’accompagner, de la
perte d'un ligand bidenté azoté (schéma 51). Laveldeiespéce aura en tant que « ligands » les
trois €léments nécessaires pour réaliser l'insertio carbénoide dans la liaison OH: le
« carbene », la molécule d’eau et une moléculégded chiral.

Dans cette étude de criblage, nous avons choisisklg de cuivre (1) et de cuivre (ll),
ainsi que cing sels d’argent et un sel d’or. Ergaeconcerne les ligands chiraux, nous avons
testé une librairie de 60 de ligands chiraux, ureeti@ d'entre eux étant disponibles
commercialement, l'autre partie étant généreusemmeseg a notre disposition par I'équipe du
Professeur Pier Giorgio Cozzi de I'Université dddgme. La grande majorité de ces ligands sont
des trés bons complexants du cuivre. Selon la it &BAB">, le cuivre (I) est un métal mou et
le cuivre (II) un métal «intermédiaire », d’'ou tepréférence pour des ligands mous et
intermédiaire respectivement. Les ligands azotés, gmur cette raison, des ligands de choix

pour ce métal.

114G, wittig, K. SchwarzenbacHpstus Liebigs Ann. Chem 961, 650, 1.
Y°R.G. Pearsord. Am. Chem. Sqcl963 85, 3533
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Les types de ligands utilisés ont des structurespligs variées (schéma 55): pyridine-
bis(oxazoline) I(1-3 et L29), bis(oxazoline) (4-6, L7-8, L9 etL11, L47), semicorrinesl(12-
13), mixtes phosphine-oxazolineLX5-19), pyrrole-bis(oxazoline) LR21-24, L27), indole-
oxazoline [25-26, L37, L38, L39, L44), ferrocényl-oxazoline L30), (benzo)thiophényl-
oxazoline [31, L33, L34, L36, L42), bases de SchifL.28, L35), pyrolle-oxazolinel(41, L43)
et autres types de structure.

L’ensemble des combinaisons soit 14 métaux x Gihtig (840 expériences) a été mené
en plaque 96 puits (environ 10 plaques) puis cripges une étape de dilution, a l'aide du test

immunologique.

Présentation des résultats

Pour des raisons de clarté nous avons opté poupnésentation graphique des résultats
plutbt qu'une présentation sous forme de tablefw,ddavoir une meilleure vue d’ensemble de
ceux-ci et pour faciliter la compréhension deséldhtes tendances observées (figure 29).

Les résultats sont présentés en utilisant un adelecouleurs. Ainsi chaque carré
correspond a une expérience. Chaque carré estgaeia deux parties selon une de ses
diagonales. La patrtie inférieure gauche reprédenmtendement de la réaction, selon une échelle
des gris tandis que la partie supérieure droiteatté représente I'excés énantiomérique obtenu
et est présenté en utilisant I'échelle des bleuss da cas ou I'énantiomef@est majoritaire et
I'échelle des rouges dans le cas ou I'énantiorRegst majoritaire. Etant donné le fait que le test
immunologique que nous avons développé n’est pasutihqui prétend pouvoir quantifier les
valeurs du rendement et de I'excés énantiomérigae ane treés grande précision, pour chaque
moitié du carré seulement trois nuances de coglenir utilisés, le blanc représentant une valeur
comprise entre 0 et 25%. Le premier degré corraspame valeur entre 26 et 50%, le deuxiéme
entre 51 et 75% et le troisieme une valeur compngee 76 et 100%.

Les structures des ligands utilisés ainsi quedsaltats du criblage des catalyseurs a base
de cuivre, argent et or sont présentés dans lerech8 et la figure 29 respectivement.

N, OH
Catalyseur
CO,Me H,O 3 éq. * "CO,Me
DCE
18 h, 25°C

Schéma 52 Réaction test pour les essais d’insertion engm@s de catalyseurs de rhodionditions: Catalyseur
préformé : métal 0,125 pumol, ligand 0,2375 pmoly 825 pmol, 30 min est additionné sur le compdezod?,5
pmol et HO 7,5 umol, volume total DCE 150 pL ; 25°C, 18h.
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Schéma 53 Structure des ligands ayant été utilisés dansbéage de catalyseurs a base de cuivre, d'argetioe

pour la réaction d’insertion des carbénoides datiaison OH de I'eau
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CU(CH,CN),PF,
CUOTF.CH,
Cu(Clo,),-6H,0
CuBF,-H,0
Cu,0

Cu(OAc) ,-H,0
Cul

cu(oThH,
AgOTf
AgSbF ¢
AgBF,
AgOAc
Ag,CO,
AuCl

L1

L2
L3
L4
L5
L6 Rdt

L7 Légende
L8
L9
L10 0-25%
L11
L12

e.e.

R (5

26-50%

L13

L4 51-75%
L 15

L 16
L17
L18
L 19
L 20
L21
L22
L23
L24
L 25
L 26
L27
L28
L29

76-100%

L 30
L31
L32
L33
L34
L35
L 36
L37

L38
L 39
L 40
La1
L42
L43
L 44
L45
L 46
L 47
L48
L 49

L 50
L51
L 52
L 53
L 54
L 55
L 56
L57
L 58
L 59
L 60

Figure 29. Criblage des catalyseurs a base de cuivre, agg@ntpour la réaction d’insertion
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Comme mentionné précédemment, plus de 800 de systeatalytiques ont été testés
pour cette réaction, mais seulement quelques caisioins sont intéressantes. Il est a remarquer
qgue parmi les 60 ligands utilisés trés peu semlaletiter le cuivre pour cette réaction. En ce qui
concerne le rendement, le meilleur systeme estabéa utilisant la combinaison cuivre (I1)
triflate avec le ligand.4 (bis(oxazoline) R = phényl) qui fournit un rendaerhde 80%. Tous les
autres systéemes fournissent des rendements infedeb0% ce qui prouve que le cuivre reste un
métal relativement peu actif pour cette transforomat

De facon générale les seuls résultats remarqualeerme d’énantiosélectivité sont
obtenus en présence de quelques ligands : lesxaiglines)L4, L5, L6 etL9 et la semicorrine
L12 (on ne peut pas proposer de corrélation struetysalr ces résultats, ce type d’exercice
étant probablement trop risqué).

En terme d’énantiosélectivité le meilleur résuttatrespond a la combinaison liganti?
avec le cuivre (Il) triflate (rendement 34%e 78% ), le cuivre (l) (tetrakis-
acétonitrile)hexafluorophosphate (rendement 26€4,8%) et le cuivre (I) triflate (complexe de
benzéne) qui fournit un rendement de 32% avec gasegnantiomérique de 84% en faveur de
I'énantiomerg(S) de l'a-hydroxyester.

Ce dernier résultat a été confirmé par analyse€h#&tP chirale.

300 Det.A Chl

13.04]

200

100

min

Figure 30. Analyse par CLHP chirale de I'échantilloruehydroxyester énantiomériquement enrichi, issuade |
catalyse par le cuivre et le ligahd2. Conditions: colonne Chiralcel OD, éluant hexane/éthanol 98/1 mL/min ,
détection UV & 220 nm.

Le criblage des métaux effectué initialement a meomjue les sels d’argent étaient
capables de catalyser cette transformation avecahelements intéressants. Nous avons criblé
cing sels d’'argent, I'argent ayant prouvé une @eetaapacité d’énantiosélection pour la réaction

d'insertion des carbénoides dans des liaison§N\NH

1185 Bachmann, D. Fielenbach, K.A. Jgrgen§eg, Biomol. Chem2004 2, 3044.
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Comme on a pu le voir dans la présentation dedtaésunous avons retrouveé ici une
situation partiellement similaire a la celle reneéa dans le cas du rhodium. Plusieurs
catalyseurs a base d’argent réalisent cette tranafmn avec d’excellents rendements, mais par
contre dans aucun cas nous n’obtenons de prodatgiéenrichis. Ceci est di probablement au
fait que, dans le cas de la catalyse a I'argemitramement a la catalyse au cuivre le mécanisme
n'est pas un transfert de carbéne mais plutdt @alyse de type acide de LeWwfs comme
proposé dans le schéma 54.

Selon le mécanisme proposé, le transfert de cléirsdi fait lors de I'étape de protonation
de la forme énolique du substrat complexé par talyseur chiral, ce qui rend le processus

d’énantiosélection peu efficace.

N,
OH R)f\fo
R)*\(O OMe
OMe Ag*
ON----ag* N-Ag"
@N ! - . ©N !
1 (’)@
OMe OMe
H,0
Ag*
®O0OH, |
©
R NJO)
N,
OMe

Schéma 54 Proposition de mécanisme pour la réaction d'titseccatalysée par I'argent

La chimie de coordination de 'argent étant difféeede celle du cuivre nous avons mené
une étude afin de déterminer quel rapport stoeofiiogue entre les composants du catalyseur
serait souhaitable pour obtenir de meilleurs résulpour la réaction d’insertion. Nous avons
varié les rapports entre la quantité de ligandaetglantité d’eau utilisée pour générer le

catalyseur ce qui a conduit aux résultats préseta@s le tableau 5. Ces travaux ont été conduits
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avec la combinaison AgOT# qui lors du criblage s’est révélée efficace emmterde

rendement.

N AgOTf 5% OH
O L4 x%, H,0 y% O
H,O 3 éq.
o) o)
DCE, 18h.

Entrée Rapport Ag/L4/H,O  ee (%)

1 1/1/1 0
2 1/0,5/1 0
3 1/1/0 10
4 1/0,5/0
5 1/2/2

Tableau 5 Influence de la stoéchiométrie métal-ligand pawéaction d’insertion

On observe ici que dans le cas de la réactionysgalpar un mélange Agl/H,O de
1/1/0 le produit d'insertion est obtenu avec unesxénantiomérique de 10% en faveur de
I'énantiomereS ce qui est, & notre connaissance, le premier’ocegedion énantiosélective dans
une liaison OH a l'aide d'un catalyseur asymétriquebase d’argent. Ce résultat montre
également que les conditions de formation des cexepl d’argent utilisées lors du criblage
n'étaient pas optimales puisque apparemment laepcésde I'eau lors de la formation du
catalyseur entraine une chute deel'Cependant compte tenu de la faible valeueelebtenue
lors de cette étude nous n'avons pas jugé utiléaole a nouveau un criblage de complexes

d’argent formeés en absence de I'eau.

Dans le cas des catalyseurs a base d’or les rsspttzuvent que ce métal ou en tout cas
les combinaisons Au@ld-60 ne soient indiquées pour catalyser cette réacties.rendements
et les exces mesurés sont tres faibles. Etant ésriaé similarités entre 'or et I'argent, dans ce

cas aussi il est probable gu’un mécanisme de catayg type acide de Lewis a lieu.
Nous avons alors décidé d’essayer d’optimiser l@sditions réactionnelles pour le
meilleur systeme détecté afin d’améliorer les épagtectivités et surtout les rendements qui

sont relativement faibles.
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[11.3.4. Tentatives d’optimisation des meilleurs sgtémes

Dans un premier temps nous avons effectué une éeid®lvant pour pouvoir observer
leur influence sur les résultats de la réactiorpt Selvants différents ont été utilisés et nous

avons observé que le solvant jouait effectivementole trés important pour la réaction.

Cu(H20),(L12), 5%
CO,Me H,O 3 éq. * CO,Me

solvant, 25°C
18 h.

CN
I X
N HN

MeOQC: 12  CO,Me

Entrée Solvant Rendement (%) e.e. (%)

1 Dichlorométhane 32 72

2 Dichloroéthane 34 74

3 Dioxane 4 4

4 Acétonitrile 4 13

5 Toluene 6 45

6 THF 11 0

7 DMF 40 0

Tableau 6 Influence du solvant. Quantification du rendenute leepar CLHP

Cette étude confirme les données de la littéragtipeilant que pour ce genre de réaction
les meilleurs solvants sont les solvants halogéBffectivement, les deux solvants halogénés
testés produisent des résultats comparables (8294% pour le rendement et 72%%74% pour
'excés énantiomérique). Les autres solvants teligts chuter les rendements et les exces
énantiomériques. Seule la diméthylformamide augenEgerement rendement mais, dans ce cas

un produit racémique est obtenu.
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La structure de type semicorrine s’est montrée ceratant un bon ligand du cuivre pour
cette réaction, alors nous avons décidé d’effedaieriblage de plusieurs catalyseurs générés a
I'aide de ligands de ce type, qui nous ont étérfisupar le Professeur P.-G. Cozzi. Les résultats

et les structures des ligands sont présentéedaléigare 31.

N
2 Cu(H,0)2(L); 5% OH

CO,Me Ho0 3 eq. * CO,Me

solvant, 25°C
18 h.

Ty @]
D‘v © ON IN
:Z-; ILD j':N “?N O(\I
o~ o < 3 T
— ™ . Q - ©
F I £ <9 vy u
00 6 o9& b &
> > 5 5 >
O3 05 00 &L
Sans
L12 e.e.
Rat [
L 61 i\(R)(S)
0-25%
L 62 Légende  26-50%
L 63 51-75%
76-100%
L 13
L 64

Figure 31 Résultats obtenus pour le criblage des catalgsiebase de ligand de type semicorrine

Ces ligands ont tous un squelette commun maisreiftgar les groupements connectés

au niveau des carbones asymeétriques. Ainsi onndigti les ligands semicorrine ayant des
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fonctions esters, comme les ligantd$2 et L64, des fonctions alcoolsL§l et L62) et,

finalement, les alcools protégés comme les ligatdset L13.

Comme on peut le constater, le meilleur systeme regijours le systéme catalytique
généré par les trois premiéres especes de cuieelavigand semicorrine méthyl ester. Malgré
leurs structures variées, les autres semicorrieg®ds n’ont pas amélioré ni le rendement, ni
I'énantiosélection de cette réaction.

Un autre parametre que nous avons voulu étudieleepH de I'eau utilisée pour la
réaction d’insertion, les résultats obtenus au cal# cette étude sont reportés dans le tableau

suivant.

Entrée pHdeleau Rendement (%) ee (%)

1 1 24 71
2 2 32 77
3 3 29 77
4 4 33 75
5 5 34 70
6 6 35 71
7 7 34 73
8 8 34 71
9 9 38 78
10 10 37 71

Tableau 7. Influence du pH de I'eau sur le rendemeate la réaction d’insertion. Quantification du rement et
de I'eepar CLHP

On peut observer que le pH de I'eau qui est uéliesé tant que réactif a relativement peu
d’influence sur le rendement et I'exces énantioquéi On observe une légere amélioration du
rendement quand le pH de I'eau augmente, mais aagmentation n’est pas significative. Les
valeurs d’excés énantiomérigues sont relativentabtes quel que soit le pH de I'eau utilisée.

Nous avons alors voulu voir s’il n’était pas possid’augmenter le rendement de la
réaction en augmentant la quantité d’au utilisée réaction effectuée en présence d’'un grand
exces d'eau (~1700 équivalents) n’a pas conduiéswitat attendu, le rendement obtenu étant de

'ordre de 10%. De méme, la réaction effectuée ddes systemes ternaires monophasiques
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dichloroéthane/acétone/eau ou dichloroéthane/atétimeau a conduit a des résultats
décevants, seulement des traces de produit étettéeés dans le mélange réactionnel.

Une catalyse de transfert de phase a été alorsiiteret en tant qu’agent de transfert de
phase nous avons utilisé le chlorure de tetrabutylanium. Dans ce cas le produit d’insertion
de l'eau n'a pas été détecté. La réaction effecaréeonditions biphasiques (50% eau, 50%
dichloroéthane) en présence du sodium dodécylteul@a2 é€q.) en tant qu'agent de transfert de
phase n’a fournit que 6% de rendementesd chuté a 22%.

Suite a ces tentatives infructueuses, nous avamsepe augmenter la concentration d’eau
dans le milieu réactionnel en utilisant une souromogéne d’eau dans le dichlorométhane de
maniere a nous affranchir de I'emploi d’agents rd@gfert de phase ou de systémes de solvant
ternaire qui peuvent perturber le systeme catalgtidNotre choix de source homogéne d’eau
s’est plus particulierement porté sur les hydrdeesétones.

Certaines fonctions carbonyles présentant des groapts fortement électroattracteurs
en positiona sont, en présence deau, en équilibre avec la donydrate. L’ajout de ces
composés sur des especes métal carbénoides peuireomux composés souhaités selon deux
voies possibles : soit I'hydrate joue le réle darse d’eau homogene soit c’est lui qui réagit en

formant transitoirement un hémiacétal (schéma 55).

Ar” “CO,R Ar/‘\COZR

Ar” s CO,R

Schéma 55Réactions possibles en présence d’hydrates.

Notre choix de composés hydratés s’est porté sucdenposés carbonylés possédant un

groupement Cfen positioma, une série de 15 hydrates a été choisie (schéjna 56
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Schéma 56 Structure des composeésrifluorocarbonyles utilisés dans cette étude

Nous avons souhaité tester cette idée sur plussstemes catalytiques. Bien sir nous
avons effectué ces expériences sur les meillestersgs mis au jour lors du criblage précédent
tels que ceux obtenus en présence de Cuf@THu ligand semicorrinel2 ou encore avec les
ligands bis(oxazolines) (boX)4 et L5. Nous avons complété cette étude avec des ligands
pyridine-bis(oxazoline) (pyboxL1l, L2 et L3. Les catalyseurs ont été géenérés in situ en
mélangeant le cuivre (ll) triflate (5% mol/mol) avke ligand correspondant (9,5% mol/mol) et
de I'eau (10% mol/mol) suivie d’'une agitation pentdd0 minutes avant d’additionner le substrat
et le mélange eau hydrate. Nous avons égalemeti etudier I'influence de la présence des
hydrates sur les complexes chiraux du rhodium gaiemt donné des résultats décevants dans

les études précédentes. L’ensemble des résultsusbest résumé dans la figure suivante.
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N, H,0 3 &q. OH
Hydrate 3 éq.
COzMe . C02Me
DCE, 25°C
18 h.
< (DN “
g T o
o > x g o Q - N .
sE28gg¢ 8 R
r = = = F a0 4 9 9 3 8w 9 d R Y
H,O
H1 L1:R =H;R=iPr
L2 :R'=H; R=Ph
H2 L3:R = Ph: R = Me
H3 e.e.
rRat /|
Ha \l\(R)(S)
0 ) i ° 0-25% N
HS §/N N\) Légende  26-50%
K - 51-75%
He R 76-100%
H7
L4 :R=Ph
H8 L5:R=1tBu
H9
H10 CN
H11 j X
H12 N HN !
R R
H13
H14 L12 : R =CO,Me
L13 : R = CH,-OTBDMS
H15

Figure 32.Influence de la présence d’hydrate sur la réaction

On peut observer, ici, dans le cas de la catalysenodium que, encore une fois, celle-ci
a conduit a des produits racémiques. Dans le cda datalyse par le rhodium tétraacétate on
peut observer un effet bénéfigue du compd8équ fait progresser le rendement de 65 a 80%.
De méme, les complexes de rhodium portant lesdig@arboxylate TBSP et DOSP donnent des
résultats intéressants en présence de plusieuratagdOn peut aussi observer que les hydrates
H13 etH14 semblent favoriser la réaction d’insertion, cedrtes conduisant a des rendements
supérieurs a 80% dans le cas de Il'utilisation ds tes catalyseurs a base de rhodium.

Dans le cas de la catalyse au cuivre, on peubuetr dans certains cas la méme
influence des composé4$13 et H14. Pour les ligands de structure bis(oxazoline) yetdme-
bis(oxazoline) utilisées dans cette étude, I'wdtien des hydrates s’est avérée peu bénéfique.

Seulement dans le cas de I'emploi des semicotih@setL13 on peut observer la formation du
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produit d’insertion énantioenrichi mais, malheuesusnt, dans ces cas, la présence des hydrates
n'améliore pas les résultats. On peut toutefoisarguer que la présence de I'hydraid
combiné avec le systeme catalytigue Cu(@Tf)3 permet une augmentation de l'exces
énantiomérique de 38% a 52%).(

Pour finir, nous avons confirmé, sur 25 échantgloles résultats du criblage effectués
par le test immunoenzymatique en confrontant letews de rendements et d’exces

énantiomeériques avec celles obtenues par CLHP.

De bonnes corrélations ont été obtenues, commewirvpir dans la figure suivante.

y =1,1066x - 4,9067

90 Y =1,0158x - 2,6956

i

00 2 = 0,9206
RZ =0,
50 | R? = 0,8431 g0
70 747 60
60 40 O
—~ | ‘ A
é 50 ) 20 /
z '/ a : ‘
5 40 < ?A/
g 4 [ ] g -100 -50 4 50 100
2 30
. . /n
20 / 40
[ 4 an
0+—mm ‘ ‘ ‘ i 86
0 20 40 60 80 100 100
Rdts (EIA) Ee (EIA)

Figure 33.Corrélation CLHP/Test immunoenzymatique (EIA) paumesure du rendement et des exces
énantiomériques.

[11.3.5. Généralité du catalyseur

Le meilleur systeme catalytique étant, parmi toesx testés, le complexe de cuivre du
ligand L12, nous avons ensuite souhaité mesurer les perfeesate ce systeme pour d’autres
substrats que celui utilisé pour le criblage. Uddgau 8 montre les résultats obtenus en présence
de trois autres composés diazo de la méme farlids.expériences ont été réalisées a I'échelle

du millimole.
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Cu(H20)(L12), 5%

N> H,0 3éq. j)\H
R)J\COZR' R™* "CO.R'
DCE, 25°C, 24h
(S)
Entrée R R’ Rendement (%) ee(S) (%)

1 >L©_§ Me 42 85
2 >L©_§ tBu 35 73

Me 36 72

Lt
4 CO Me 28 72

Tableau 8 Généralité du catalyseur

On peut observer ici, encore une fois, que ledlenes résultats sont toujours obtenus
avec le substrat de référence.

En variant le cycle aromatique ni les rendementesiexces énantiomériques ne sont
améliorées. Le changement de la nature de I'e&enédtiore malheureusement pas non plus les
résultats, dans le cas de I'estert-butylique le résultat étant de 35% pour le rendenet de
73% pour lee

[11.4. Deuxieme réaction cible : Réduction énantioglective des céto

acides

Une autre voie d’accés aaxhydroxyesters énantiomériquement enrichis estdaction
catalytigue énantiosélective desétoesters correspondants.
Dans la littérature existe un nombre relativememtartant de publications décrivant ce

genre de transformation catalytique, que ce soihede homogeéré’ ou hétérogerté®

1173) J.W. Yang, B. ListQrg. Lett 2006 8, 5653; b) C.-J. Wang, X. Sun, X. Zhargynlett2006 1169; c) Y. Sun,
X. Wan, J. Wang, Q. Meng, H. Zhang, L. Jiang, Za&d Org. Lett 2005 7, 5425; d) W. Tang, X. Zhan§Ghem.
Rev 2003 103 3029; e) M.D. Jones, R. Raja, J.M. Thomas, B.B@hnson, D.W. Lewis, J. Rouzaud, K.D.M.
Harris,Angew. Chem. Intl. Ed. Engl003 42, 4326; f) T. Benincori, E. Cesarotti, O. Piccdfo,Sanniccolo]. Org.
Chem 200Q 65, 2043; g) H.-U. Blaser, H.-P. Jalett, F. Spindl&rMol. Catal. A: Chem1996 107, 85; h) P.
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0] OH OH

Catalyseur chiral P
COMe  Agent réducteur *“CO,Me Saponification * CO,H

Y'Y

Schéma 570Obtention des-hydroxyacides optiquement actifs par réductioménaélective des-

cétoesters suivie de saponification

Parmi les procédures décrites, notre attention &ealisée sur un systeme biomimétique
décrit notamment par B. List? Ce systéme utilise un complexe obtenu avec umdiga
bisoxazoline (ligand_6 de notre banque) et le cuivre triflate jouant d&erd’acide de Lewis
chiral en présence d’'une dihydropyridine (analogueNADPH) comme agent réducteur. Ce
systéme permet d'obtenir des-hydroxy-esters avec de bons rendements et exces

énantiomériques (schéma 58).

o%o H, H
</ \ iBUO,C__X__CO,iBu
N N ]
N

l
BA 10% mole Bn

i Cu(OTf), 10% mol A o
e} u 2 0 mole 14 eq. : o
YK K
o] CHCl3 - 72h & -25C o)
Rdt=71-93%
e.e. = 80-94%

Schéma 58Systéme catalytique utilisé par B. List.

Il nous a semblé intéressant d’appliquer les caondit décrites par cette équipe aux
différents systemes organométalliques que nousgrmugénérer grace a notre banque de ligands

et notamment de comparer les résultats obtenuscauecrecueillis lors du criblage précédent.

Gamez, F. Fache, M. Lemairetrahedron: AsymmetrdQ95 6, 705; i) K. Mashima, K.-h. Kusano, N. Sato, Y.-i.
Matsumura, K. Nozaki, H. Kumobayashi, N. Sayo, \ariHT. Ishizaki, S. Akutagawa, H. Takayh, Org. Chem
1994 59, 3064.

18 3) X. Zuo, H. Liu, D. Guo, X. Yangdletrahedron1999 55, 7787; b) H.-U. Blaser, H.-P. Jalett, M. Miiller, M
Studer,Catal. Todayl997, 37, 441; c) A. BaikerJ. Mol. Catal. A: Cheml997 115 473.

193 W. Yang, B. ListOrg. Lett.2006 24, 5653.
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Les paragraphes suivants résument les résultdisjpi@ires que nous avons debuté a la

fin de ce travail de thése.

l11.4.1 Synthése du substrat et de I'agent réductau

Deux voies de synthése du produit de dépacétoester ont été suivies: soit par
oxydation desu-hydroxyesters correspondants a l'aide de I'oxydemhnganése (IV) soit par

traitement & 'Oxone® du précurseur di¥2alont la synthése a été présentée précédemment.

OH MnO, 0 Ny
Acétone o NaHCO,
CO,Me 94% ~ Oxone COsMe
O
Benzéne/
Acétone/H,O

71%

Schéma 59Voies de synthése choisies pour accéder-adtoester modéle.

En tant qu'agent réducteur nous avons préféréetila dinydropyridine ayant des esters
diisobutyle. La synthése de ce composé (DHP) ésttee avec un rendement modeste de 25%,
selon un procédé décht.

WAl
N\"™™N NH,OAc 0 ')
pgit M
O/W/ YO | | O/Y

100°C, 25 %

Schéma 60Synthése de I'agent réducteur

1200 Ma, C. Li, L. Peng, F. Xie, X. Zhang, J. Wafigtrahedron Lett2005 46, 3927.
1213 Torchy, G. Cordonnier, D. Barbry, J.J. Vandgnde,Molecules2002 7, 528.
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l11.4.2. Criblage de catalyseurs pour la réaction gantiosélective de réduction des
cétoesters

La réaction test utilisée pour le criblage a étéélduction énantiosélective du 24@H-
butylphényl)-2-oxoacétate de méthyle pour foureiploduit de réduction correspondant, le 2-
(4-tert-butylphényl)-2-hydroxyacétate de meéthyle, optigeaim enrichi. Une saponification
subséquente en présence d’hydroxyde de sodium olithdem permet d’accéder aadf

hydroxyacide correspondant sans racémis&tion

0] OH
1.Cu 10% OH
O Ligand 10% .
o DHP 2 éq. o
DCE, 72h
2. LiOH aq.

Schéma 61Réaction test pour le criblage des catalyseuns jaoréaction de réduction énantiosélective.
Conditions: catalyseur préformé : métal 10%, ligand 10% da0suL DCE, 30 min, puis cétoester 10 pumol,
dihidropyridine 14 umol, 25°C, 72 h.

Les catalyseurs sont générés in situ, pendant 80puis le substrat et I'agent réducteur
sont additionnés. Le solvant choisi pour cette tiéacest le dichloroéthane car il permet une

bonne solubilisation de la dihydropyridine.

Les ligands chiraux utilisés pour générer les gatlrs font partie de la banque de
ligands utilisée pour la réaction d’insertion etirke structures sont présentées dans le schéma

suivant.

1223) U. Felfer, U.T. Strauss, W. Kroutil, W.M.F. Fa, K. FaberJ. Mol. Catal. B2001, 15, 213; b) Y. Sun, X.
Wang, J. Wang, Q. Meng, H. Zhang, L. Jiang, Z. Zh&rg. Lett 2005 7, 5425.
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L62 R = C(OH)Ph,

~
H SO,NH
Nog 27 Lse NHSO,
O, OH
o
\

Schéma 62Ligands utilisés pour le criblage de catalyséubsse de cuivre pour la réaction de réduction

Six sels de cuivre ont été testés en présencesd8ecégands chiraux (un total de 214
expériences) pour conduire aux résultats suivants :
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Cu(OTf),
Cu(CH,CN),PF,
CuOTF-C H,
Cu(OAc) ,-H,0
Cu(ClO,),-6H,0
CuBF,-H,0

L1

L2

Rdt

B

L3 i\( S

L4 0-25% N
Légende  26-50%
51-75%
76-100%

L5

L6
L7
L8
L9

L 10
L11
L12

L 15
L 16
L17
L18
L 22
L23
L27

L31
L32
L37
L38
L 40

L 42
L 43
L 44
L 45
L 48

L 49
L51

L 53
L 56

L 57
L61

L 62

Figure 34. Résultats du criblage des catalyseurs pour ltiofade réduction asymétrique
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Dans le cas de cette réaction les inductions asiqués sont plus importantes par
rapport a la réaction d’'insertion et beaucoup pligatalyseurs se montrent actifs chimiquement
et/ou énantiosélectifs.

Ainsi, parmi les systemes fournissant I'énantionm{&)avec un bon exces on peut citer le
ligand L8 (bis(oxazoline)), qui en combinaison avec le dtdl de cuivre (ll) fournit 93%
d’exces, mais un rendement faible de 37%. Le systdworit par B. List, qui utilise le ligard,
conduit lui aussi a des bons résultats le rendegtant supérieur a 90% e¢éde 80%.

En ce qui concerne [IénantiomeréR), trois ligands fournissent des résultats
remarquables, les ligands!, L9 etL10. Le ligandL4 (bis(oxazoline)), en présence de cuivre
(I) triflate fournit un rendement faible de 13% isvaun ee de 82%, pour le ligand.9
(bis(oxazoline)), le catalyseur généré en présdeceuivre (ll) triflate fournit 83% d’exceés et le
complexe généré en présence de cuivre (I) tetnathavate hydrate, 78% d’exces. Les
rendements restent par contre faibles, seuleme¥ @ans le premier cas. Le ligahdO
(bis(oxazoline)), en combinaison avec le cuivré tiflate, le cuivre (1) triflate et le cuivre {ll
perchlorate fournit des excés de 80, 77 et 80%emsement. Cependant, les rendements ne
dépassent pas les 40%.

Deux autres ligands ont attiré notre attention ligand L57 (sulfonamide-oxazoline)
s'est révélé tres efficace en terme de conversiomique, ses combinaisons avec les sels de
cuivre (a I'exception de l'acétate de cuivre (It) du terafluoroborate) fournissant le produit
attendu avec des rendements supérieurs a 80% ;eumnallsement dans tous les cas les
énantioseélectivités sont tres faibles, infériedwr@9%.

L’autre ligand d’intérét est le ligaridl 2, la semicorrine qui s’est révélée efficace pour la
réaction d’insertion et qui, dans le cas de latiéaade réduction fournit des rendements tres
honorables et des exces modestes en faveur dati@mere(S). Ainsi, en combinaison avec le
cuivre (1) triflate le rendement est de 77% eeltde 51%, avec le Cu(GEBN)PF; le rendement
est quantitatif et Be de 47%, le complexe généré en présence de peathlde cuivre (Il)
fournit un excés de 59% mais le rendement chut@% thndis que le complexe obtenu en
présence de tertafluoroborate de cuivre (I) conduiin rendement de 32% pour un exces de
52%.

Aprés que ce travail ait été achevé, un articlest apparu dans la littérature, publié par
une équipe de I'Université de Nankai en Chine. i@eatl décrit I'emploi d’un nouveau ligand
du cuivre pour la réaction d’insertion énantiostdecdes carbénoides dans la liaison OH de

'eau. Le systéme décrit dans cette étude est cabjgaau nbtre en terme d’énantiosélectivite,

1235 _F. Zhu, C. Chen, Y. Cai, Q.-L. ZhcAngew. Chem. Intl. Ed. Engl008 47, 932.
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en revanche il est supérieur en ce qui concernecledements. Les meilleurs résultats obtenus

par I'équipe chinoise sont présentés dans le sclsé@iant.

CuSO0, 5%
Ligand 6%
NaBArg 6% OH
- 0. Rdt: 70-91%
CHCl3, 40°C Ri R eer 90-94%
30 min. 0]
vl @ CF3
B
Na
F
3/4
NaBArg

Schéma 63Insertion énantiosélective des carbénoides daliedon OH de I'eau et structure du ligand
asymeétrique proposé par Q.-L. Zhou
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V. Conclusion

Les criblages effectués pour les réactions préssrdéns les sous chapitres antérieurs
nous ont permis de découvrir quelques systemedyiiqtees ayant des propriétés intéressantes

pour les deux réactions ciblées (schéma 64).

N A OH B O

CO,Me insertion CO,Me réduction C'\?
2

840 combinaisons 214 combinaisons

o o
Ph“'-&w Ph
NN
PR C4  Ph

L8-Cu

OH

OH
\}/@ACOZH CO,H

Y

Schéma 64 Réactions cible pour le criblage a haut débitatalyseurs

Pour la premiere transformation, nous avons déréanqie grace a ce type de criblage
nous avons été capables de découvrir un systérabtapie nouveau, fournissant des excés
énantiomériques bien supérieurs a ceux décrit&Sp&iu. Cette réaction a un intérét synthétique
certain car elle permet d'utiliser 'eau comme tdaen synthése, réactif peu onéreux, non
polluant et extrémement efficace en terme d’ « éoua d’atomes ». Le systéme catalytique
utilisé est lui a base de cuivre, ce qui représantautre avantage, ce métal étant peu onéreux
par rapport a ses voisins du tableau périodiqualidap de catalyser cette réaction. De méme, un
systéme catalytique a base de ruthénium découv@ce @ ce criblage permet de réaliser cette
transformation avec un rendement quasi quantigaties charges catalytiques comprises entre
0,5 et 1%.

Pour la deuxiéme réaction cible, nous n’avons, makusement, pas réussi a trouver des
systemes réelment meilleurs que ceux décrits dahgdrature, cette réaction tres connue étant
déja bien documentée. Nous pouvons toutefois namtioque le complexe au cuivre obtenu

avec le ligand_8 est supérieur aux systemes décrits en terme diésélectivité. Les résultats
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préliminaires obtenus sur le substratétoester modéle devront toutefois étre confirhoés
d’études complémentaires. Le criblage des catatgsauconduit par contre a une découverte
surprenante : le systéme catalytique cuivre semi@fournissant les meilleurs résultats pour la
réaction d’'insertion s’est montré aussi actif poette transformation fournissant des excellents
rendements et un excés eénantiomérique de ~60%.

Une perspective possible de ce travail consistaraitéaliser une catalyse tandem

énantiosélective.

insertion
N2 OH
M "Cu/m"
Ar)J\”/COZ e A )\{COQMe
o OH
réduction

Schéma 65 Catalyse asymétrique tandem
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Chapitre 3. Criblage de reactions enantiosélectives a

I'aide d'anticorps polyclonaux eénantiosélectifs.

Les résultats décrits dans le chapitre précédentremtt I'utilité du test basé sur I'emploi
d’anticorps monoclonaux énantiosélectifs pour liblage de réactions asymétriques générant
desa-hydroxy-acides. Les principaux avantages de e¢eéithode résident essentiellement dans
sa rapidité et fiabilité pour mettre en lumiere tesilleurs catalyseurs au sein d’'une banque. En
revanche, cette méthode n’est pas générale dassnke ou pour chaque réaction d’intérét de
nouveaux anticorps monoclonaux doivent étre pred@f, le processus qui méne a l'obtention
d’anticorps monoclonaux est long et tres onéreux.p@ut estimer a plus de 6 mois le temps
nécessaire pour obtenir des anticorps monoclonanitec un haptene d’intérét et ceci pour un
colt de l'ordre de 50 k€.

Le processus qui a mené a I'obtention d’anticorgmaclonaux énantiosélectifs awti-
hydroxy acides, utilisés lors des études précédeateonsisté a injecter un haptene sous forme
racémique et a isoler individuellement chaque ant&e monoclonal suite aux étapes longues et
colteuses de culture cellulaire (figure 35). Deecéttude est ressortie la présence de deux

populations d’anticorps monoclonaux : des antiHragées et des énantiosélectifs.

~1000€ ~
2 Mois I 6 Mois 50'|000€>
O OH
C’BQH Anticorps polyclonaux Anticorps monoclonaux
racémique
Y 1anti (R)
~ Reponse Culture
3x & P 1 immunitaire Y Y cellulaire
D — Y YY DS Y sant(rac)
Y zanti(s)
(R) )
Polyclonal 1 100 22
Polyclonal 2 15 100
Polyclonal 3 100 16

Figure 35. Etapes ayant conduit & I'obtention d’anticorpsiomonaux anti-hydroxy acides. Réactions croisées
des polyclonaux pour chaque énantiomére de I'atidedélique.
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Ces deux populations d’anticorps se retrouventemtés dans le sérum des animaux
immunisés (3 souris) a des taux variables. Le sésinen effet composé d’'un mélange d’un trés
grand nombre d’anticorps différents ; suite a liomsation la concentration en anticorps
spécifiques anti-haptene augmente, mais restdditgle par rapport a la concentration globale
en anticorps. Dans le cas ou I'hapténe utiliséuestacémique deux produits différents sont
présentés au systéme immunitaire et la réponseogpsi peut étre différente pour chacun des
deux énantiomeres de I'haptéene.

Un controle de I'énantiosélectivité de liaison @isis de I'acide mandélique des
anticorps polyclonaux récoltés au cours du proced&btention d’anticorps monoclonaux anti-
a-hydroxy acides montre une préférence a la liadan énantiomeére par rapport a I'autre (voir
encadré dans la figure 35). Cette énantiosélegtidié liaison est significative et variable
(préférence pour I'énantiomer)(ou (§) d’'un anticorps polyclonal a I'autre.

Cette observation montre qu’il est possible de pireddes anticorps polyclonaux (qui,
rappelons le, sont composés de milliers d’anticalifférents) capables d’une énantiosélection
de liaison. Ceci nous a incité a débuter une étaie I'objectif principal est de démontrer la
possibilité de produire des anticorps polyclonaufisamment énantio-discriminants pour étre
utilisés dans des tests de criblage tel que ceisiiam point dans le chapitre précédent (figure
36). Si tel est le cas, le colt ainsi que le tempsessaire a la mise en place d'un test
immunoenzymatique appligué au criblage de catatgseasymétriques s’en trouverait

grandement diminué et deviendrait accessible &ufaapt des laboratoires.

Anticorps
l polyclonaux
Catalyseur

Substrat ——————» Produit (R) +  Produit (S)

Anticorps
polyclonaux

Figure 36. Principe d'un criblage de catalyseurs asymétsquaide d'anticorps polyclonaux.
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|. Obtention et caractérisation d’anticorps polyclonax

énantiosélectifs

Dans le but de maximiser les chances de succes aans opté pour une stratégie
différente de celle suivie lors de la productiorardicorps monoclonaux énantiosélectifs et
décidé dinjecter individuellement des immunogenedbtenus a partir d’hapténes
énantiomériguements purs. Chaque énantiomeére spcaimmjecté a un ou des animaux différents
avec I'espoir que cette immunisation engendre ur thanticorps circulants énantiospécifiques
important.

Le choix de I'haptene s’est rapidement tourné \eeirs-benzoyl-Lysine N-Bz-Lys, schéma 66)
pour les raisons suivanteg) :le groupement amine de la chaine latérale peametncrage aisé
de I'hapténe sur la protéine porteuse, les deux énantioméres de ce composé sont
commercialement disponiblesiel le groupement benzoyl assure une certaine imnmamoite

(aptitude a déclencher une réponse immunitaireotpose.

point d'ancrage
a la protéine porteuse

o

H2N *
CO,H

N-Bz-Lys

Schéma 66Hapténe choisi pour la production d’AcPs énantextés

Il est & noter que le point d’ancrage de I'hapt&ma protéine porteuse a délibérément été
choisi a I'opposé du centre stéréogéne. De cett@émeales anticorps anti-hapténe devraient
présenter une forte spécificité pour le centreathit une faible spécificité pour la chaine
latérale. Ce dernier point peut présenter un agantaportant car de tels anticorps permettraient
de quantifier la concentration de chaque énantierdéme variété d’acides aminlsbenzoylés
et donc d’étudier I'efficacité de catalyseurs pane variété de substrats. Outre la réduction de
colt et de temps de mise au point, un test deagebultilisant de tels anticorps polyclonaux

aurait donc également I'avantage de permettre diétua généralité d’un catalyseur.
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[.1. Obtention d’anticorps polyclonaux anti-N-Benzoyl-Lysine

énantiosélectifs

1.1.1. Préparation des immunogenes et traceurs ennatiques

Comme nous l'avons rappelé dans le chapitre 1gd@fmition un hapténe ne peut induire
de réponse immunitaire, il est nécessaire pour delde coupler de fagcon covalente a une
protéine porteuse par exemple. L'entité obtenug@elde immunogene est alors capable de
déclencher la production d’anticorps suite a sgection. Cette réponse anticorps est multiple :
il y a production d’'anticorps anti-protéine et puotion d’anticorps anti-haptene. Ces derniers
peuvent étre sélectivement détectés par le biaim dfaceur enzymatique résultant de la
conjugaison de I'hapténe avec l'acétylcholine est@(AChE), 'enzyme utilisée couramment au
laboratoire.

La préparation des deux entités, a savoir I'immemeg et le traceur enzymatique,
constitue donc la premiére étape du processus agugiion d’anticorps polyclonaux anti-

haptene. Celle-ci utilise des méthodes classigadsatonjugaison décrites dans la figure 37.
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traceurs enzymatiques /\/\)\
H,N NH H,N NH
Préparation des e} ¢}
immunogénes :
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Figure 37. Préparation des immunogénes et des traceurs atigyes a partir de Id-Benzoyl-R) ou §)-Lysine.
BSA = albumine bovine, AChE = acétylcholine estéras

La préparation des immunogenes a eu lieu par cgeplie laN-Benzoyl-R) ou -
Lysine sur l'albumine bovine (BSA) a l'aide du gimldehyde, un agent de couplage
homobifonctionnel classiqguement utilisé pour le plage d’hapténe possédant une fonction
amine. Ce compose réagit avec les fonctions anded¢'taptene et celles de la protéine porteuse
par formation de base d&chiff Il est a noter que cet agent de couplage exsdentiellement
sous forme de polymere résultant d'une autocondiemsa par réactions
d’aldolisation/crotonisation (schéma 67). La miseceuvre de ce couplage est trés simple et

efficace assurant 'ancrage d’'un nombre importédmagtenes a la surface de la protéine.

CHO CHO

OHC”>">CHO ————>  OHC CHO
polymeérisation n
Glutaraldéhyde

Schéma 67 Structure du glutaraldéhyde.
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La préparation des traceurs enzymatiques nécessjieocédé permettant de controler au
mieux le nombre d’hapténe ancré a la surface deyme, le nombre optimal étant de un
hapténe par enzyme. C’est pourquoi le procédéattile glutaraldéhyde ne peut étre appliqué
dans le cas de la préparation des traceurs. edlest opérée dans un processus en deux temps.
Dans une premiére étape un groupement thiol pratége forme d’'acétate est introduit dans la
structure de I&N-Bz-Lysine grace a I'emploi de I'agent de couplageerobifonctionnel nommé
SATA (schéma 68). Ce dernier posséde un groupeestat activé permettant la formation d’'un
lien peptidique avec la fonction amine déNkBz-Lysine.

De facon paralléle, un groupement maléimide esbdiiit a la surface de I'enzyme
(AChE) via la formation d'un lien peptidique avezsirésidus aminés de I'enzyme et I'agent
hétérobifonctionnel SMCC (schéma 68).

S Qe g

SATA smcc  ©

Schéma 68 Structures du SATA (acide S-acétyl thioglycoliggeSMCC

L’hydrolyse du thioester du dérivd-Bz-Lysine-SATA est alors effectuée par addition
d’hydroxylamine conduisant aux dérivés de Lysineportant une fonction thiol. Ces derniers
sont alors mis a réagir avec le dérivé AChE-SMC@réA réaction a température ambiante
pendant une heure, les conjugués sont alors mustié colonne d’exclusion stérique. Ce type de

préparation de traceurs est couramment pratiqlebauatoire’**
[.1.2. Suivi de la réponse immunitaire

Chaque immunogene a été injecté a deux lapins piar sous-cutanée. Suite a cette
premiere injection, 4 rappels d’injection ont édlisés par intervalle de 2 mois (figure 38). Une

semaine apres chaque injection, un échantillonwsarest récolté pour chaque animal.

1243) D. Caruelle, J. Grassi, J. Courty, B. Groux-baislli, P. Pradelles, D. Barritault, J.P. Caryeleal. Biochem.
1988 173 328; b) P. Pradelles, C. Antoine, J.P. LeloucMaklouf,Methods in Enzymo199Q 187, 82; c) J.
Grassi, Y. Frobert, P. Pradelles, F. ChercuiteGiiaz, J.M. Dayer, P.E. Poubelle Immunol. Method$989 123
193 ; d) L. Duhau, J. Grassi, D. Grouselle, A. hgd, J.M. Grognet). Immunoassa¥99Q 12, 233.
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Figure 38. Protocole d'immunisation et de récolte des sérums

Le suivi de la réponse immunitaire a été réalisétgst ELISA, grace a l'utilisation des
traceurs enzymatiques correspondants, sur les sédas échantillons sanguins collectés. En
effet, l'utilisation des traceurs enzymatiques petrrde détecter la présence des anticorps
spécifiqgues anti-Bz-Lysine. Ainsi, nous avons pungtater la présence dans les sérums
d’anticorps spécifiqgues anti-Bz-Lysine et ceci dé@spremiére récolte de sérum S1, le taux
d’anticorps ne semble pas augmenter de facon Eigtife suite aux trois autres rappels
d’injection.

Il est alors aisé de déterminer I'énantioséledide liaison de ces anticorps spécifiques
en pratiquant les tests de compétition de liaisatreele traceur enzymatique et chaque

énantiomeres de Id-Bz-Lysine. Les meilleurs résultats, obtenus aescsérums S4 des lapins

L1728 et L 1730 sont présentés dans la figure 39.

COOH COOCH

H,N “'NH H,N NH

(R)-Bz-Lys O%\@ (S)-Bz-Lys O;\©

Anti (R) AcPs Anti (S) AcPs

L1730 L1728
100 100 -
80 1 80 ~ (R)-Bz-Lys
—_ (S)-Bz-Lys
S 60 g 60 1
8 o N
a | @ |
m 40 & 40
(R)-Bz-Lys (S)-Bz-Lys
207 20
O T '" T T .""!" 0 T HH\\\HVH\r\HHw‘ T \\\"H
0,001 0,01 0,1 1 10 100 0,001 0,01 01 1 10 100
UM UM

Figure 39. Reconnaissance énantiosélective d¢-Benzoyl-Lysine (Bz-Lys) par les anticorps polycom (AcPs).
Résultats obtenus avec les sérumsC®hditions: dans les puits d'une plaque 96 puits sont addités 50 pL de
sérum (L 1730 ou L1728) dilué 1#160 pL de traceur enzymatique (R) ou (S) & 2 WL de (R) ou (S)-Bz-Lys
10 nM a 100 puM. Incubation 12 h a 4°C, lavages pénglation de I'activité enzymatique par additide 300 pL
du réactif d’Ellman.
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Ainsi, ces résultats montrent clairement une fo#teantiosélectivité des anticorps
polyclonaux (AcPs) antiN-Bz-Lys. Les affinités relatives obtenues suite a&xpériences de
compétition de liaison montrent une différence ®ieon trois unités de grandeur dans la
reconnaissance de chacun des énantiomeéres. Legéafipour I'énantiomére le mieux reconnu
sont de l'ordre de 0,1uM avec une réaction crots&d’ordre de 0,1% pour I'énantiomere le
moins reconnu, ce dernier est donc environ 10@rfains bien lié par les anticorps.

Il est intéressant de vérifier si cette forte éimmdectivité est apparue dés le premier

rappel d'immunisation ou si celle-ci s’est affirgéte aux différents rappels (tableau 9).

Ph Ph
o=< o=
NH NH
HZNU(COZH HZNWCOZH
Bz-(R)-Lys Bz-(S)-Lys
Laoin  SErums B/Bo 50% B/Bo 50% Réaction
P (LM) (UM) croisée
S1 0,95 3,48 27,3%
S2 0,57 1,32 43,2%
L1729 S3 0,51 2,73 18,7%
AcPs S4 0,42 1,52 27,6%
anti (R). S1 0,20 75,89 0,2%
S2 0,27 68,90 0,4%
L1730 ' ' '
S3 0,22 57,00 0,4%
S4 0,14 92,42 0,1%
Laoin  SErums B/Bo 50% B/Bo 50% Réaction
P (LM) (UM) croisée
S1 56,60 0,28 0,5%
S2 22,35 0,19 0,8%
Lirer S3 9,50 0,09 1,1%
AcPs S4 3,43 0,06 1,7%
anti (S) S1 303,66 0,38 0,1%
S2 66,44 0,19 0,3%
L1728 ' ' '
S3 36,00 0,10 0,2%
S4 43,52 0,07 0,1%

Tableau 9.Enantiospécificité des différents sérums AcPs.

Les résultats présentés dans le tableau 9 mordi@@rement que, si il y a eu une légére
amélioration de [laffinité des anticorps suite aukfférents rappels d’injection, leurs
énantiosélectivités sont excellentes (a I'exceptionsérum L1729) dés le premier rappel et
n'évolue pas de facon notable par la suite. Cegitreagu’il est possible, au moins dans le cas
présent, d'obtenir des anticorps polyclonaux ayastreconnaissances chirales requises pour
I'élaboration d’un test de criblage dans un temps tourt (le premier échantillon sanguin est

obtenu apres deux mois).
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Les deux sérums sélectionnés (L1730 S4 et L1728s84di) ensuite utilisés dans une
étape de validation du dosage qui consiste, congngtalans le chapitre précédent, a mesurer
les excés énantiomeériques de mélangeRJee( (5-N-Bz-Lys dans différents rapports (figure

40).

COOH, L1730 COOH7 L1728

HN W

o] o]
(R)-Bz-Lys //‘\© (S)-Bz-Lys ;\©

-100 - - - - 20 40 60 80 100

ee (théorique)

ee (expérimental)

Figure 40. Validation du dosage&onditions: dans les puits d’une plaque 96 puits sont addités 50 puL de sérum
(L 1730 ou L1728) dilué 1/2050 pL de traceur enzymatique (R) ou (S) & 2 UBIuL de mélanges (R) + (S)-Bz-
Lys dont la concentration globale est de 0,1 pMubation 12 h a 4°C, lavages puis révélation detliaté
enzymatique par addition de 300 pL du réactif dih.

Une rapide analyse statistique de ces donnéesmenkiien la fiabilité de ce dosage. La
représentation de Bland/Altmén (figure 41) donne un intervalle de confiance pleumesure

de I'exces énantiomérique de3%.

n 4] | Moyenne + 2 ¢ = 3.3
2N [
| n u Moyenne = 0.3

|

|
|
L

Rt N Moyenne -2 6 = 2.7

eeThéo - eeExp
u
R g
|

T T T T IO T T T

-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80 100
Moyenne (ee Théo/ee Exp)

Figure 41 Représentation de Bland/Altman

125 3 M. Bland, D.G. Altman,.ancet1986 1, 307.
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La valeur de cette précision de mesure de I'exoastéomeérique a toutefois été réalisée
dans des conditions idéales c’est a dire avecaatas deN-Benzoyl-Lysine pures, exemptes
de résidus susceptibles d'interférer avec le dodagte précision est souvent moins élevée lors
de la mesure de=ede solutions brutes comme nous I'avons constaté lachapitre 2.

Ces résultats sont toutefois trés encourageantsnoes permettent d’envisager
sereinement l'utilisation de ce test immunologiguoeir le criblage de catalyseurs générant des
acides aminés N-benzoylés. Avant cela, il convientefois de vérifier la généralité de ce
dosage c’est a dire sa capacité a mesurer I'exa@giémérique d’'une variété d’acides aminés.

Ceci revient a étudier la sélectivité de la recissance anticorps vis-a-vis des
différentes fonctions présentes sur les acides éMNrbenzoylés et en particulier vis-a-vis de

leurs chaines latérales.

|.2. Caractérisation des propriétés de liaison deanticorps polyclonaux

anti-N-Benzoyl-Lysine

Comme nous l'avons mentionné précédemment le méaderage de I'hapténe N-Bz-
Lys a la protéine porteuse devrait étre a l'origuiane production d’anticorps ayant des
propriétés de liaison spécifique fortes pour letreechiral et probablement plus faible pour la
chaine latérale (figure 42). Les premiers résultatécrits plus haut concernant
I'énantiospécificité de liaison vis-a-vis de I'hape N-Bz-Lys semblent confirmer le premier

point de cette hypothése.

Faible spécificité

Forte spécificité

Site de liaison
des anticorps

Figure 42 Propriétés de liaison hypothétiques des anticpobgclonaux antiN-Benzoyl-Lysine.
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Les travaux suivants qui consistent a réaliseredg®riences de compétition de liaison
avec une série de composés structurellement k&€ de I'haptene initial tentent de confirmer

I'ensemble des hypothéses concernant les capadeitésison spécifiqgues des AcPs.
1.2.1. Spécificité des anticorps polyclonaux autoude la chaine latérale

Afin de pouvoir évaluer cette éventuelle spédiide liaison, il convient dans un premier
temps de synthétiser une série d’acides amMkdm®nzoylés. Ces syntheses sont aisément
réalisées dans les conditions de Schotten et Bantfignar réaction & température ambiante des
acides aminés correspondants avec le chlorurerdsple en présence de base (NaOH aqueux).
Une série de 14 acides amirdsenzoylés variant par la structure de la chaiterde a été

ainsi préparée avec de bons rendements en $rit (S), soit au total 28 composés (schéma
69).

Rdts : 80-95%
® vy O | ‘
NH, - HN R = Me, Et, nPr, nBu, iPr, tBu
~ — § i é
CO,H NaOH COzH <(7 =/
25T - 1h
aneTse
T wes— ~ s
q HN : §
R—, ——— R~ 0 d O
CO,H NaOH L

Schéma 69Synthése des acides aminBs €t (S) N-benzoylés

En raison des conditions réactionnelles (Iéger £xd® chlorure de benzoyle), I'acide
benzoique, sous produit de la réaction, doit élireirg. Lorsque la purification des acides
aminésN-benzoylé s’est avérée trop délicate a mettre aerregaar chromatographie sur colonne
ouverte, nous avons opté pour une purificationqlaP préparative (voir partie expérimentale).
D’autre part, nous nous sommes assurés par anprs€LHP sur colonne chirale que les

1263) C. SchotterBer. 1884 17, 2544: b) E. BaumaniBer. 1886 19, 3218.
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conditions basiques utilisées lors de cette étapsydthese n’entrainaient pas de racémisation

des composés.

Disposant de l'ensemble de ces dérivés d’acidesnéminous avons réalisé les
expériences de compétition de liaison par les tgces ELISA usuelles. Les propriétés de
liaison de chaque polyclonal (anB)(et anti-§) pour les deux énantioméres de chaque acides

aminésN-benzoylés ont été ainsi estimées (tableau 10).

AcPs anti-R) (L1730) AcPs anti-§) (L1728)
Ph Ph Ph Ph
o= o= o= o=
(R) NH  (S) NH (R) NH (S) NH
R R—/ R R—
CO,H CTO,H CO,H CTO,H
= B/Bo 50% B/Bo 50% Réaction| B/Bo 50% B/Bo 50% Réaction
(LM) (LM) croisée (UM) (LM) croisée
Py 0,30 61,70 0,4% 530,00 5,60 1,1%
NP 0,25 96,61 0,2% 58,02 0,16 0,3%
P 0,11 40,80 0,3% 25,60 0,04 0,2%
~ 0,05 35,26 0,1% 27,54 0,05 0,2%
P 0,06 167,45  <0,1%| 10391 0,30 0,3%
>|\;1 0,43 150,23 0,3% 150,62 1,42 0,9%
A;L 0,06 10,05 0,6% 175,68 0,09 <0,1%
(s | o003 274 11% | 1335 019  14%
\\\;’z 0,53 141,25 0,4% 148,69 0,81 0,5%
A 0,67 125,36 0,5% 117,75 0,16 0,1%
NN 0,08 4,47 1,8% 108,62 0,14 0,1%
S¢S 0,23 111,82 0,2% 185,24 0,19 0,1%
©\/'% 0,21 33,62 0,6% 39,30 0,10 0,2%
%
©/V 0,10 24,13 0,4% 35,26 0,10 0,3%

Tableau 10.Enantiospécificité des AcPs ailiBenzoyl-Lysine.

Ces résultats montrent clairement que I'énantictigle® de liaison des AcPs est
conservée et ceci quelque soit la nature de IlameHatérale des acides amimédenzoylés. Les

différences d’affinité relatives entre les deux rdi@neres de chaque dérivés sont globalement
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de 2 a 3 ordres de grandeur et ceci pour les dges tde polyclonaux comme en témoignent les

valeurs de réactions croisées.

Ces données démontrent qu’il est possible d’utilees anticorps polyclonaux pour le
criblage de conditions réactionnelles générant angel panel d’acides amindé-benzoylés
permettant de ce fait la mise en place d’'un testrd#age pouvant estimer la généralité d’'un
catalyseur.

Pour compléter cette étude concernant la caraatiénmsdes propriétés de liaison des
AcPs, nous avons entrepris une série d’expérienmtant en jeu des acides aminés variant

structurellement au niveau du groupement benzoyle.

1.2.2. Spécificité des anticorps polyclonaux pouel groupementN-Benzoyle.

Trois types de groupements ont été introduitsladonction amine primaire de l'acide
aminobutyrique en lieu et place du groupement b@naen groupement acétyl, benzyl et tosyl.
Ces synthéses ont été réalisées par le Dr. Pant@hati, post-doc au laboratoire. L'étude des
capacités de liaison de ces composés par les AoRfgncent, comme prévu, la trés forte

spécificité de ces anticorps pour le groupementtdr{tableau 11).

AcPs anti-(R) (L1730) AcPs anti-(S) (L1728)
R R R

R
(R) NH  (S) NH (R) NH (S) NH
/ Yo/ con /" Cco,H /" oM

B/Bo 50% B/Bo 50% | Réaction| B/Bo 50% | B/Bo 50% | Réaction

croisée croisée
p
C;L 0,25uM 96,61 pM| 0,2% | 58,02uM 0,16 uM 0,3%
0
>\-§ >10mM  >10mM - >10mM | >10 mM -

:
d >10mM >10 mM - >10 mM >10 mM -

1,02 mM 10,45 mM 9,8% 1,10 mM| 0,25 mM 23%

O=(I|J=O

Tableau 11.Spécificité de liaison des AcPs ahkBenzoyl-Lysine.
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Seul le dérivéN-tosyl garde la capacité de se lier aux anticorpssravec une affinité
plus de 1000 fois moindre que le compoNébenzoyl avec de surcroit une chute de

I’énantiosélection.

Ainsi, I'ensemble de ces expériences confirmentddthése de travail émise au début de
ces travaux : il est effectivement possible de preddes anticorps polyclonaux suffisamment
énantiosélectifs pour mettre au point une technidgecriblage de catalyseurs asymétriques a
moindre codt. En choisissant judicieusement le md@mcrage il est également possible
d’anticiper sur les propriétés de liaison de cefscarps et ainsi de concevoir un test pouvant

s’appliguer a un panel de substrats.

Il. Utilisation des anticorps polyclonaux énantioseéldits.

Nous disposons donc d’'une méthode de criblage gitant de suivre la formation
énantiosélective d’acides aminBkbenzoylés. Il existe un grand nombre de transftona
chimiques conduisant a ces composés et bon nomlmetred elles ont une version
énantiosélectivé’’ L'objectif de ce travail n'est pas de concurrendes méthodes de
préparations d’acides aminés optiquement pursdaigetes mais plutét de démontrer que I'outil
analytique mis au point préecédemment peut étresétdomme moyen efficace de sélection de

catalyseurs et de conditions opératoires.

[1.1. Réaction cible

Parmi les nombreuses méthodes de préparationdd@a@minés optiquement enrichis,
notre choix s’est porté sur l'ouverture énantiostle des 5(K)-oxazolones par de l'eau
(schéma 70).

127 3) C. Najera, J.M. SansanBhem. Rev2007, 107, 4584; b) C.J. EastorChem. Rey.1997,97, 53; c) K.
Maruoka, T. OoiChem. Rev2003 103 3013.
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Schéma 700uverture d'oxazolones par dédoublement cinétiymamique.

L’'ouverture énantiosélective de ces hétérocyclebaste sur le phénoméne de résolution
cinétique dynamiqu¥® En effet, le proton en position 4 étant relativatracide (pk~9).**° les
oxazolones peuvent étre facilement racémisées kanslieu réactionnel. En présence d’'un
catalyseur asymétrique efficace un énantiomeéere pkra rapidement hydrolysé que l'autre
conduisant a I'acide aming-benzoylé énantiomériquement enrichi (en énantienf®rdans le
cas du schéma 70). Ce processus présente l'avargageapport a la résolution cinétique

« classique », de permettre en théorie un tauwodeersion quantitatif en produit souhaite.

Pour que le processus soit efficace, il est néoesda se placer dans des conditions
réactionnelles limitant au minimum l'ouverture sparee (non catalysée) de l'oxazolone,
phénomene qui induirait une chute des exces émaatiques. Cette ouverture spontanée dépend

de la nature de I'oxazolone mais surtout du pHad@éction.

L’ouverture énantiosélective des Bldoxazolones par de l'eau n’'a été reportée que
sporadiquement dans la littérature (voir ci-despou@ette réaction nous intéresse tout
particulierement pour plusieurs raison} elle utilise de 'eau comme réactif ce qui présam
intérét au niveau du colt et de I'environnemdntelle génere directement des acides aminés
déprotégés au niveau de la fonction acide carbgugli(a la difference de l'alcoolyse) igf)
nous pouvons envisager son utilisation pour lal®ge d’acides aminés marqués au deutérium

et/ou & I'oxygeéne 18.

1281 Ppellissier;Tetrahedror2003 59, 8291.
1293, de Jersey, B. Zern@&iochemistryl969 8, 1967.
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En revanche, de facon similaire a la réaction ditisn étudiée dans le chapitre 2,
I'ouverture énantiosélective des oxazolones pdiede est probablement plus délicate, en raison
de sa tres petite taille, que celle impliquantilfsaition d’alcools.

[1.2. Rappels bibliographiques

11.2.1. Ouverture des 5(4)-oxazolones catalysée par des organocatalyseursrahx.

L’équipe de G. Fu a été I'une des premieres a&@siser a I'ouverture d’oxazolone a
I'aide d’organocatalyseurs chiraux. Cette équip@t@amment développé un analogue chiral de la

DMAP qui catalyse efficacement cette réaction @abl12)-*°

N/

% (5 % mole)

|
Fe
R O
L N NP B ro. = L
0 R T NN Ph
o} o5 H
R'OH - PhCO,H (10%) (S)

© O toluéne, 25C
Essai R R’ Rdt (%) e.e.(%)
1 CHs- CHs- 8 54
2 CHe-CH,-  CHs- 94 44
3 _ CHs- 94 61
4 — CHs- 95 55
5

9= CHs- 93 54
6 as CHs- 94 56

7 /T CHs- 94 50
8 CH-  CHy-CHy- > 95 53
Chs- %g > 95 78

Tableau 12.0Ouverture d’oxazolone par un dérivé chiral de MAP.

1307, Liang, J.C. Ruble, G.C. Ri1,Org. Chem1998 63, 3154.
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Les exces énantiomériques sont de facon globalensoyls peuvent étre ameéliorés par
I'emploi d’alcools encombrés (essai 9) mais dangsala cinétique d’alcoolyse est trés lente

(plusieurs semaines sont nécessaires pour quail@ssit complet).

Plus récemment, un concept intéressant d'orgaalysaur « bifonctionnel » a été
introduit par I'’équipe de A. Berkessel concernaaicbolyse d’oxazoloné&® La conception de
ces catalyseurs repose sur la présence de trtdsesristructuraux : 1) une structure de type urée
ou thiourée susceptible d’établir des liaisons bgdne avec le substrat et ainsi établir une
reconnaissance, 2) une base de Bronsted jouadtelale catalyseur basique et 3) un espaceur
chiral reliant les deux premieres entités. Ce cpnsist avéré efficace : les catalyseurs obtenus
sont les plus performants décrits a ce jour corargriiouverture énantiosélective d’'oxazolone
(schéma 71).

_ o, _
CFq i
X S |
o o FsC N l‘\l H H (NMe, o Rr H
R H H H  NMep L
o} . o
e o ad e i My
N‘<Ph N={ _~_OH R\,\(ko e o)
Ph %
. N
toluéne, 25 - 48h. +~ Ph R Conversion (%) e.e. (%)
- o Bn 96 72
Me 43 72

iPr
tBu
Ph

76
67
76

85
87
75

Schéma 710uverture d'oxazolone par une amine chirale dériVérée.

[1.2.2. Ouverture des 5(4H)-oxazolones catalysée par des complexes

organomeétalliques chiraux.

Trés peu d’exemples peuvent étre trouvés dansttiraliure concernant I'ouverture
d’oxazolones par des complexes organométalliqueanjole réle d’acides de Lewis chiraux. Les
travaux les plus significatifs dans ce domaine wé de I'équipe de D. Seebdthdécrivant

I'utilisation de complexes chiraux du titane (scleén2).

131 A, Berkessel, F. Cleemann, S. Mukherjee, T.N. Biill. LexAngew. Chem. Int. E@005 44, 807.
132K, Gottwald, D. Seebachetrahedronl999 55, 723.
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- o o 2R
R —_ S
° ’ 3//0 Y \"/\H g
K THF, - 28T o
o)
R Rdts (%) e.e. (%)

4-Me-Ph 60 60
4-MeO-Ph 65 54
4-Cl-Ph 48 64
1-Naphtyl 67 54
2-Thienyl 74 72
4NO,Ph T4 60

Schéma 720uverture d’oxazolone par un complexe du titanieath

Il est a noter que les exces énantiomériques sodestes et que surtout le compléxe
TADDOLatedoit étre utilisé en sur-stcechiométrie par rapportsubstrat pour permettre une

conversion convenable.

[1.2.3. Ouverture des 5(4)-oxazolones catalysée par des enzymes.

Comme nous venons de le voir les catalyseurs ghiesi décrit a ce jour ne sont que
d’'une efficacité relative sur cette réaction surteul’on souhaite de haute valeur de En
revanche, les enzymes sont bien connues pourdaaeptionnelles performances catalytiques.

A notre connaissance, seulement deux publicatiorsitemt de [I'hydrolyse
énantiosélective des 3f}-oxazolones par des lipases.

Deux lipases ont été tout particulierement étudiémsraison de leur efficacité : la
Fermlipase Pl lipase extraite de pancréas de porc, qui catdiysermation d’acides aminés
naturels §) et la lipase dAspergillus Niger une lipase catalysant la formation d’acides aminé
non naturelsk).

Les auteurs de ces travaux ont mis au point unopot¢ permettant un taux de
conversion quantitatif des 3f}-oxazolones en acides amingsenzoylés correspondants : les
réactions sont réalisées en présence de quantsgSiqua en enzyme équivalente a celle du
substrat dans du tampon phosphate 0,2 M a pH @buwvde pH correspondant a I'activité

optimum des enzymes selon les auteurs. Un nombreégqoent de substrats oxazolones a été

133) R.-L. Gu, I.-S. Lee, C.J. Sifietrahedron Lett1992 33, 1953; b) J.Z. Crich, R. Brieva, P. Marquart, RAu,
S. Flemming, C.J. Sild, Org. Chem1993 58, 3252.
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utilisé afin d’étudier la spécificité de ces enzgransi que leur efficacité en terme d’exces
énantiomérique (dans tous les cas la conversidé guantitative). L’ensemble des résultats est
résumé dans le tableau 13.

R O
®) B %hHoi?sh et 0 ¢! PH75- 25T ©

R Lipase Temps de réaction (h) ee (%)
: Aspergillus Niger 18 6 (R
{ Fermlipase PL 18 87 (9
\Sfé Asperg-illus Niger 5 83 R
Fermlipase PL 16 80 (9

Aspergillus Niger 20 20 R
©—\SI § Fermlipase PL 20 20 (9
Aspergillus Niger 20 80 R
Q% Fermlipase PL 20 76 (9

: Aspergillus Niger 17 >99 R

d Fermlipase PL 42 >99 0

: Aspergillus Niger 48 30 R
@I Fermlipase PL 48 339
Aspergillus Niger 168 15R)
HOQE Fermilipase PL 120 67 (9
\ Aspergillus Niger 46 57 R
OO—}' Fermlipase PL 46 52 (9
Aspergillus Niger 20 37 R
HO@jpm Fermlipase PL 20 19
Aspergillus Niger 24 57 R
O‘\,ﬁ Fermlipase PL 24 61 (9
3 Aspergillus Niger 100 34 R)
@’N( Fermlipase PL 100 55©
EO:OSA; Aspergillus Niger 30 20 R
o Fermlipase PL 30 55©
B Aspergillus Niger 24 85 R
0 & Fermlipase PL 24 60 (9

Tableau 13.Action des enzymeaspergillus Nigeret Fermlipase PLsur I'hydrolyse de 13 substrats oxazolones.
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Ces travaux montrent clairement que la cinétiqueydfolyse ainsi que les valeurs
d’excés énantiomériques dépendent grandement migtlae de la chaine latérale en position 4.
Dans tous les cas la conversion a été menée jusqoia. Dans ces conditions, I'hydrolyse non
enzymatique des 5)-oxazolones est un phénomene non négligeableépéandl également de
la structure du substrat. Des résultats remarqeadbat obtenus avec le substrat portant un
groupement benzyl en position 4 puisque les aadasés §) et (R) sont obtenus optiquement

purs. En ce qui concerne les autres substratgalears deeesont tres variables : de 6 a 85%.

Des travaux ont également été réalisés sur laiodaditalcoolyse des 5@)-oxazolones
catalysée par des lipases. Dans ce cas, I'entypase deCandida antarctica Bappelé aussi
Novozym) a été I'enzyme le plus étudié.

Des travaux d’optimisation menés sur un substratlaleoont dans un premier temps
montré l'influence du solvant et de la présencéake sur I'efficacité enzymatique (tableau 14).
Les expériences ont été menées en utilisant 2 gu¥adents d’alcool en présence d’enzyme

préalablement séchée supOB, séchage qui d'aprés les auteurs de ces travauxepe
d’améliorer les performances enzymatiddés

Ph

N N~Ph Novozym L
wl - A~
Y —_— ! \r MeO,C N Ph
o o MeOH - 37C H
(S)
(0] (0]

Sans TEA Avec 0,25 eq. de TEA
Essai Solvant RAt (%) o %) RAL(0) o %)
1 CHCI, 65 75 78 89
2 CHCk 63 83 99 75
3 THF 71 97 64 95
4 EtO 90 58 87 97
5 tBuOMe 91 34 90 96
6 Toluene 82 71 82 94
7 CHCN 88 98 44 97

Tableau 14.Influence du solvant et de la présence de bas¢hftamine) sur le rendement et I'exces
énantiomérique de I'ouverture par le méthanol d’ax&zolone catalysée par le Novozynpéase deCandida
antarctica B.

1345 A. Brown, M.-C. Parker, N.J. Turndtetrahedron:Asymmeti3000Q 1687.
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L’acétonitrile (essai 7) mais aussi un mélangeciodfdTEA (essai 6) se sont avérés étre

les solvants de choix pour cette biocatalyse.tlbasoter que I'influence de la présence de TEA,

dont le réle est d’aider a la racémisation de lamtane, est trés variable induisant dans certains

cas une amélioration des exces énantiomériquesigebget 5) et dans d’autres cas une chute des

rendements (essais 3 et 7).

Il a aussi été démontré que cet enzyme acceptaivarnété d’alcools comme substrats

(tableau 15).

ROH ©\
: 0

N\\O(Ph -— "'SNf\YPh NOVOZ?/m Ro,c” "N~ Ph
o Toluéne H
6—(}/ @ 3 TEA (3%%5 eq.) S)
Essai R Rdt (%) ee (%)

1 CHs- 79 94

2 CH;-CHy- 82 97

3 CHs-CH,-CHy- 83 97

4 CH-CH,-CH2-CHa- 81 95

5 CHs-CH,-CHz-CH,-CHz- 32 88

Tableau 15.Influence de la nature de 'alcool sur le rendenatiiexcés énantiomérique de I'ouverture d'une
oxazolone catalysée par le Novozy@a(dida antarctica B

Enfin, cet enzyme tolére également un certain mende variations structurales en

position 4 des oxazolones permettant la préparationamino-esters optiquement enrichis

(tableau 16). Les deux conditions optimales étabtigéalablement ont été utilisées dans ces

expériences. L'emploi de toluene en présence de d&e en général des résultats Iégerement

meilleurs.
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0
O

Ph :
R NT —  a NYPh Novozym MeOZC/\NJJ\Ph
(o] MeOH - 37C S)
o o)
Essai R Conditions Rdt (%) ee (%)
1 @_\ CHsCN 88 98
o Toluéne/TEA 81 05
5 4<,§ CHsCN 96 97
Toluene/TEA 96 97
3 >7§ CHsCN 83 97
Toluéne/TEA 82 95
CHsCN 79 73
4 \ng
Toluene/TEA 69 80
. : : CHsCN 0 -
Toluéne/TEA 40 35

Tableau 16.Influence de la nature de la chaine latérale tetsats oxazolones sur le rendement et I'excés
énantiomérique des réactions d'alcoolyses catatyséele Novozyml(pase deCandida antarctica B

Comme nous venons de le voir, I'ouverture énanéati#e des oxazolones peut étre
réalisée par des catalyseurs de nature trés différdu cours de ce travail de thése, nous avons
focalisé nos efforts essentiellement sur l'utiisatde lipases pour catalyser I'ouverture de ces
hétérocycles. En effet, I'outil de criblage dée@itcédemment devrait permettre de d’évaluer
rapidement l'efficacité catalytique d’'une sérieligb@ses vis-a-vis de plusieurs substrats et ainsi

d’établir un profil de spécificité de ces enzymes.
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[1.3. Résultats

11.3.1. Synthése d’'une série de 5H)-oxazolones.

La préparation des oxazolones a été réaliséectianaur les acides aminBsbenzoylés
correspondants de l'anhydride acétique (schéma T&tte méthode, reportée dans la

littérature > conduit aux produits attendus avec de bons rendisme

Rdts : > 90%

R = Me, Et, nPr, nBu, iPr, tBu
<(7 : C : _
HN Ac,0 Nﬁ /—5 ; C(g
4 Vs
R—<CO2HO 35T - 3h RAng 7 MeS LS

o é 3
(racémique) d @I

Schéma 73Synthése des 5#)-oxazolones.

11.3.2. Mise au point des conditions de catalyse

Comme nous l'avons vu dans le paragraphe biblpgoaie, I'ouverture des oxazolones
catalysée par des lipases est influencée par wmdahs de parameétres tels que le solvant, I'ajout
de base et le pH de I'eau.

Les conditions décrites dans la littérature cormetrr’hydrolyse énantiosélective des
5(4H)-oxazolones a I'aide de lipases utilisent I'eamote solvant (la réaction est effectuée dans
un tampon). Nous avons souhaité modifier ces cimmgditréactionnelles car elles ne sont guéere
compatibles avec une application de marquage. ten, @omme nous I'avons mentionné plus
haut, nous envisageons d’appliquer cette réactitanméparation d’acides aminés marqués au
deutérium ou a l'oxygéne 18. Dans cette optiquestl nécessaire d’utiliser un minimum de

matiére premiére marquéeADou H*0).

135M. Goodman, C.B. Glase#, Org. Chem197Q 35, 1954.
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Ainsi, basés sur les études décrites dans ladittes concernant I'alcoolyse des Bj4
oxazolones, nous avons entrepris un ensemble diexpé : 5 solvants ont été utilisés, nous
avons aussi évalué l'influence de la présence de PEEA) dans la réaction, I'ensemble de ces
conditions opératoires a été appliqué a 10 lipdffésentes. L’oxazolone ayant un groupement
nPr sur la chaine latérale a été utilisée commetiatbraodele.

L’ensemble de ces 60 catalyses a été par la gililé a I'aide du dosage immunologique
mettant en jeu les AcPs énantiosélectifs, les t@susont résumeés sous forme de code couleur

dans la figure 43.

NQ[/Ph
0 J\) §
O z O
O ; B
Lipases IS :
ﬂ —_— HO,C~ N~ “Ph  + Hozc/\NJ\Ph
H,0 (3 eq.) H H
N Ph
e 37C-48h _
_ 3// : Anti-(R) Anti-(S)
pAbs pAbs
O
Légende
Acétonitrile Rdt
THE e.e. (S)
0-25% [\
Toluene 26-50% m

51-75%
76-100%

Dichloromethane

Hexane

Acétonitrile/ TEA (1000:1)

Figure 43.Influence du solvant sur I'efficacité enzymatigliene série de lipases pour I'ouverture énantiasiée
d’'une oxazoloneConditions: 9,85 pmoles d’oxazolone, lipases 2 UEQHB eq., CHCN 20 pL, 37°C — 48 h.

Ces résultats montrent clairement que, dans nogitamms opératoires, I'ajout de TEA
est néfaste a I'activité enzymatique induisant chete drastique a la fois du rendement mais
aussi de I'excés énantiomérique ceci quelque ®rizyme utilisé. L'acétonitrile est le solvant
de choix : pratiguement tous les enzymes testégaidme meilleurs résultats lorsqu’ils sont
utilisés dans ce solvant. Parmi les 10 lipaseséés, I'enzymé.ipase deCandida antarctica B
s’avere le plus actif, de boree sont obtenus dans 4 solvants différents. L’ensendel ces
résultats rejoignent globalement ceux décrits dansttérature (a I'exception des résultats

obtenus avec la TEA).
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Le meilleur résultat de cette série d’expérienceodgenu avec |'enzymeipase de
Candida antarctica Bdans I'acétonitrile. L'analyse par dosage immug@ae donne un
rendement quantitatif avec un exces énantiomérip®4% en faveur de I'énantiomers). (
Nous avons analysé ce méme échantillon par CLH® rdsultats (Rdt > 95%ge = 91%)

confirment ceux obtenus par analyse immunologidjgarg 44)

Candida Antartica B

“ - HO,C™ N~ “Ph " HO.CTNT PR
CH3CN ) ®)
N Ph H,O (3 eq.)
\/g 37C - 48h. _
0 360 000 B
o ! Rdt > 95%
o oo e.e. =91%
2 e impureté W
140 000 " H

100 000 |

‘o

40000

Figure 44.Chromatogramme du mélange réactionnel brut deftiyse patipase deCandida antarctica Bl'une
oxazolone dans I'acétonitril€onditions d’analyse CLHPcolonne Chiralpak AD, éluant : hexane/EtOH/TFA
(95/5/0,1), débit : 1 mL/mn, détection UV a 226 nm.

[1.3.3. Criblage d’'une série d’enzymes pour l'ouveture énantiosélective de 11

oxazolones.

Forts de ces résultats, nous avons entrepris uime dgéxpériences dont I'objectif est
d’évaluer le profil de spécificité de substrat dep@ses différentes. Ainsi, nous avons combiné
ces 9 enzymes avec 11 oxazolones différentes. @hemmbinaison est menée en paralléle a
37°C dans de [lacétonitrile, solvant choisi suiteix aétudes d’optimisation décrites
précédemment. Des expériences témoins menées emcabs’enzyme ont également été
réalisées afin d’estimer I'hydrolyse spontanée deszolones. Au total, une centaine
d’expérience a été réalisée, I'ensemble a été pauite testé a I'aide du test immunologique
utilisant les AcPs énantiosélectifs. En pratiges, €échantillons bruts de catalyse sont dilués (
~1/1¢) puis transférés dans des plaques filles recoesetanticorps énantiosélectifs, le traceur

enzymatique est alors additionné et la compétidieriaison s’opéere pendant 12h a 4°C. Aprés
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révélation de l'activité enzymatique, la quantifioa de la concentration de chaque énantiomeére

est réalisée.
L’ensemble des résultats est présenté selon unamdeur, pour des raisons de clarté,

dans la figure 45.

o}
Lipases g :
“ S —— HOZC/'\N Ph + HO,C” N~ Ph
H,0 (3 eq.) H H
N\]/Ph 37T - 72h.

R Sﬁo Anti-(R) Anti-(S)
pAbs

Légende
e.e.
Rdts (R)(S)
O\/ 0-25%
23 26-50%
A/ 51-75%
2 76-100%
/\/“LL
N

Figure 45.Profil de sélectivité de 9 lipases pour I'ouveeténantiosélective de 11 oxazolor@snditions: 9,85
pmoles d’oxazolone, lipases 2 UEH3 eq., CHCN 20 pL, 37°C — 72 h.

De ces résultats ressortent plusieurs points :

- L’enzymelLipase deCandida antarctica Best clairement I'enzyme le plus efficace dans
bon nombre de cas. Son panel de substrat estdeef@adu ce qui en fait le catalyseur le
plus général de la série testée.

- Les substrats encombrés tel que celui ayant unpgroant tBu sont trés faiblement
hydrolysés et ceci quelque soit I'enzyme utilisé.

- Les oxazolones comportant un cycloalcane (cyclaomepou cyclohexane) sont mal

hydrolysés quelque soit 'enzyme utilisé.
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- Dans le cas de I'oxazolone ayant un groupemenbhggiane sur la chaine latérale, on
observe une inversion de sélectivité des enzymekdsms le cas de I'enzynigpase
d’Aspergillus Niger Ce résultat trés surprenant a été confirmé padrCL

- L’oxazolone ayant un groupement propargyl subit ooeerture spontanée dans les
conditions réactionnelles ce qui doit étre en pald raison pour laquelle les exces

énantiomériques obtenus avec ce substrat sorfatbdss.

Un certain nombre d’échantillons (n = 55) ont égeat été analysés par CLHP et les
résultats ont été comparés avec ceux obtenus paunwanalyse. La figure ci-dessous montre
les corrélations obtenues entre les deux méthodes [a détermination des rendements

chimiques et dese

A) 100 . ' B) B y = 0,9484x - 0,3859

y=0,919x + 1,707 % R® = 0,9295 - 4
R? = 0,8868 L /
-
80

3
\
N\

3 9
T ™ a
= m ons Z 4
g w0 . s
o ] ] [
- 26
'-
™ | |
20 L= "
" u [ ]
u ® T -
" 20 20 40 60 80 100

20

0 20 40 60 80 100

Rdts (EIA) e.e. (EIA)

Figure 46. Corrélations CLHP/dosage immunologique (EIA) plaudétermination du rendement (A) et des excés
énantiomériques (B).

La représentation de Bland/Altman (ci-dessous) dammintervalle de confiance pour la

mesure des rendements et celleakss I'aide du dosage immunologique £1€0%.
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Figure 47.Représentation de Bland/Altman pour la mesureeledements (A) et celle des excés énantiomériques

(B).

La méthode de criblage que nous avons mis au poast donc pas d'une grande
précision mais trouve toute son utilité dans unéqop de criblage de premiere intention dont

I'objectif est de mettre en évidence les combinagdes plus actives.

11.3.4. Application a la préparation d’acides aminé N-benzoylés marqués.

Nous avons souhaité tirer profit de cette réactiofappliquant a la préparation d’acides
aminés énantio-enrichis marqués. En effet, ensatili de I'eau marquée {0 ou H'°0)
I'incorporation de l'isotope devrait étre effectiee conduire a des composeés d’intérét. En effet,
on peut mentionner ici que les acides aminés margug isotopes stables (tels dtieet *%0)
représentent des matériaux aidant l'investigationntetabolisme des acides aminés dans les

organismes et permettent aussi I'élucidation desamiémes biosynthétiquUéd De méme, ces

136 a) T. Furuta, H. Takahashi, Y. Kasuya,Am. Chem. S0d99Q 112 3633; b) D.E. Stevenson, M. Akhtar, D.
Gani, Tetrahedron Lett1986 27, 5661; c) J.E. Baldwin, R.M. Adlington, H.H. Tinf. Arigoni, P. Graf, B.
Martinoni, Tetrahedronl985 41, 3339.
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produits constituent des produits d’'une grande mamee dans l'investigation des structures

secondaires et tertiaires des protéiffes

Nous avons utilisé I'enzymd.ipase deCandida antarctica Bpour ces réactions
puisqu’elle est apparue au cours du criblage coemeyme le plus performant parmi ceux
testés. Deux expériences ont été réalisées empeéde 3 équivalents d’eau lourde ou d&@.

Les résultats sont résumés dans le schéma 74.

CDF%OCF\IB ez?é)h D>§ o enrichissement
R : ) . 490
o 3 o HO,C N Ph isotopique = 48%
NQ,/ H
Igfo Candida (S
o antarctica B Rdts > 95%
“ e.e.~90% (S)
N\Y Ph H,180 (3 eq.) < °
e CH3CN - 48h S
_/ 3//0 8 > Hiso. < enrichissement
(@] \H/\H Ph isotopique =55%

o}
S

Schéma 74Préparation des acides amidébenzoylés marqués au deutérium ou a I'oxygene 18.

Comme attendu, les acides aminés marqués ont hé&rokenus, cependant nous
pouvons noter que les enrichissements isotopiqueisksen plus faibles que ceux des matieres
premiéres : respectivement 99% pourOD et 94% pour L?O. Ceci s'explique trés
probablement par la présence de traces d’eau awdt Ithcétonitrile distillé soit dans les poudres

d’enzymes utilisées.

137, sack, Y.S. Balazs, S. Rahimipour, S. VehaAm. Chem. So200Q 122, 12263.
140



141



Chapitre 4. Criblage de réactions de couplage par

dosage « sandwich »

Art antérieur et résultats du laboratoire

I.1. Techniques de criblage de réactions de couplaglécrites dans la littérature.

Les réactions de couplage entre deux fonctionmgiant la formation de liens C-C, C-O
ou encore C-N font partie des fondements de laheget organique et continuent d’attirer
I'intérét des chercheurs. Les approches alliant@hicombinatoire et criblage a haut débit ont
également été utilisées pour la découverte etiffopation de nouveaux systemes catalytiques
efficaces pour ce type de réaction. Parmi les wiffies techniques de criblage mises au point au
cours des dix derniéres anné&sles techniques basées sur le tranSfedu le quenching de
fluorescence de substrats étiquetés sont cellggussiécrites dans la littérature.

A titre d’exemple, I'équipe de J. F. Hartwig deriversité de Yale a pu mettre en
évidence par criblage rapide un nouveau systemladoglie particulierement efficace pour

réaliser la réaction de Heck & température ambidigiee 48)**°

1383) O. Lober, M. Kawatsura, J.F. Hartwig,Am. Chem. So2001,123 4366; b) O. Lavastre, J.P. Morken,
Angew. Chem. Int. EA999,38, 3163; c) V.P.W. Bohm, W.A. HerrmaBur. J. Org. Chem200Q 3679;

1393) K.H. Shaughnessy, P. Kim, J.F. HartwigAm. Chem. So£999,121, 2123; b) F. Tanaka, R. Thayumanavan,
C.F. Barbas). Am. Chem. So2003,125, 8523.

140 3.P. Stambuli, S.R. Stauffer, K.H. Shaughnessy Hartwig,J. Am. Chem. So2001,123 2677.
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Figure 48.Criblage d’'une banque de catalyseurs pour laicgrade Heck a température ambiante.

Le principe de la technique de criblage est basédilisation de substrats étiquetés par
un fluorophore et par une étiquette capable de ahexnla fluorescence. Suite a l'acte
catalytique, ces deux étiquettes se trouvent ptésesur le produit de couplage, le quencheur
induit donc une diminution du signal fluorescenitiah Ce type de criblage a également été
utilisé avec succés pour d'autres réactions delagap**

Outre la simplicité du protocole de criblage (sienfdcture de fluorescence), le principal
avantage de cette technique réside dans la passithiétablir facilement une cinétique de la
réaction. En revanche, de faux positifs sont souvebservés car certains systemes

organométalliques sont également de bons quenctedhsorescence.

Une autre méthode remarquable par sa simplicitéédigion et son faible colt de mise
en place utilise I'analyse d'image de chromatogi@pghr couche mince de bruts réactionfi&ls.

Cette méthode a été appliquée avec succes a tooréde Sonogashira (figure 49).

1415 R Stauffer, N.A. Beare, J.P. Stambuli, J.F. WigrtJ. Am. Chem. So2001,123 4641.
1423 Garbacia, R. Touzani, O. LavastteComb. Chen2004,6, 297.
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Figure 49. Criblage de catalyseurs pour la réaction de Sastogapar analyse d'image de chromatographie en
couche mince.

Cette méthode utilise du matériel tres peu onéetysermet une analyse qualitative et
guantitative des taches obtenues en CCM. Ainsi,valume connu du brut réactionnel
(échantillon) est déposé sur une plaqgue CCM et &lpées migration, I'image de la plaque est
numeérisée a l'aide d’'un appareil photo numériqueuauscanner et I'image analysée par un

logiciel dédié. L'intensité des taches permet déafer facilement a la valeur du rendement de la

réaction (cf. figure 49).

|.2. Résultats du laboratoire

Depuis quelqgues années notre laboratoire a déweloppe nouvelle technique
immunologique permettant le criblage & haut dést dactions de coupldgé

Cette techniqgue immunoanalytique connue sous le d®m sandwich » est tres utilisée
dans le domaine du diagnostic pour le dosage damgis tels que les protéines, les virus ou les
bactéries ainsi que d’autres macromolécules. Comous I'avons vu dans le chapitre 1, elle
utilise, typiqguement, deux anticorps monoclonalexpremier réalise la capture de I'antigene sur
la phase solide et le deuxieme est utilisé comieetr. Pour pouvoir utiliser un tel test il est
donc nécessaire de disposer de deux anticorps éoreptaires de deux régions différentes,
appelées épitopes, de la macromolécule. L'addd®res deux anticorps sur la macromolécule
se traduit par la formation d’'un complexe terngw@muvant étre détecté grace a l'anticorps

marqué par une enzyme par exemple. Dans ce casngtirement au dosage par compétition

143p, Vicennati, N. Bensel, A. Wagner, C. Créminon[ &anAngew. Chem. Intl. Ed. Engl005 44, 6863.
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décrit dans le chapitre précédent, la concentraimantigéne est directement proportionnelle a

la densité optique mesurée en fin de processus.

ANTIGENE
(virus, bacterie...)

A 4

~ 4
.

Figure 50. Principe du test « sandwich » appliqué a la diéted’antigénes de haut poids moléculaire.

Notre laboratoire a démontré qu'il était possibléaddpter ce type de test
immunomeétrique a la détection de petites molécptasant des épitopes (ici des « étiquettes

chimiques ») contre lesquelles deux anticorps mionacix spécifiques ont été produits.

En pratique, afin gu’un criblage de catalyseur geiigétre mis en place a l'aide de ce type
de test, plusieurs étapes doivent étre réaliségsréf 51). La catalyse, qui doit conduire au
produit « doublement étiqueté » est effectuée dassplaques de microtitration 96 puits puis, le
mélange réactionnel brut est transféré apres diludans une plaque sur laquelle I'anticorps de
capture a été préalablement fixé. Aprés que laucagit été réalisée, les puits sont lavés avec
une solution de tampon phosphate (10 mM conten@680 Tween 20) pour que toute espéce ne
portant pas I'étiquette « de capture®;,soit enlevée. Ensuite, un second anticorps, Spéeide
I'étiquette B, marqué par une enzyme est additionné au miligares\ un nouveau lavage,
seulement les espéces portant les deux étiquaitdsdetectées. Comme dans les chapitres
précédents, I'enzyme utilisée est l'acétylcholireéese dont I'activité est détectée apres
addition d’acétylthiocholine et de DTNB (voir chapi 1) ; une lecture de densité optiqligak
414 nm) permet ensuite de déterminer la conceotratn produit doublement étiqueté, reflet de

I'efficacité du catalyseur testé.
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Figure 51 Principe du test sandwich adapté au criblageéhkesions de couplage. A et B sont les étiquettss d

fonctions chimiques F et F’ respectivement

Afin de valider le concept de ce criblage, celua@té adapté pour la réaction de couplage de
Sonogashira entre un composé aromatique halogéné atcyne catalysée par le palladium.
Deux substrats ont été synthétisés portant desuedtas contre lesquelles des anticorps
monoclonaux spécifiques avaient été produits awvpatd®’. Ces deux étiquettes sont des
molécules comportant un motif imidazole (étiquette et un motif guaiacol (étiquette B)

respectivement.

144E Taran, Y. Frobert, C. Créminon, J. Grassi, icl®@n, C. Mioskowski, P. PradelleGJin. Chem 1997, 43,
363.
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étiquette A étiquette B

A
4 N\
H
N N
</ ]/\/ M . I
N
Boc/ \EDA

1. catalyseur
2. TFA

H OH
N N 0
/ N 2 X >
H<N]/\/ WH ? AChE

AcM 203 AcM 46

Figure 52 Réaction de Sonogashira criblée a I'aide du d@sagdwich

Les anticorps choisis ont été I'’AcM 203 (anti-histae) et 'AcM 46 (anti-guaiacol) car
ils ont produit les meilleurs résultats pour latcag/détection.

Le test utilisant ces deux anticorps peut détedterproduit de couplage a des
concentrations extrémement basses (10 nM), la dimite détection se situant a
approximativement 0,5 nM.

Le criblage de nombreuses conditions catalytiquespeamis [lidentification et
I'optimisation d’'un systeme catalytique hétérogéingure 53, en rouge) capable de fournir des

rendements supérieurs a 80% pour cette réactionigaage.
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Figure 53. Criblage de catalyseurs pour la réaction de aggtle Sonogashira.

Cette méthode a par la suite été validée en ssali une corrélation avec des valeurs
obtenues par CLHP. Celle-ci s’est avérée excelldrfte~ 0,95). Les meilleurs systémes
catalytiques ont été également utilisés avec swsiaegne variété de substrats.

Outre sa simplicité de mise en ceuvre et sa répiitxécution, cette méthode de criblage

est générale puisqu’elle permet d’étudier toutetiéa de couplage quelle qu’elle soit.

lI.  Objectifs. Nouvelle réaction cible

Nous avons souhaité titrer profit de la sensibilitss élevée de la technique sandwich
pour le criblage a haut débit de catalyseurs a tasauivre (I) capables d’accélérer la réaction
de cycloaddition alcyne-azoture.

Cette cycloaddition fait partie de la série de tiéas appelée par K.B. Sharpless « click
chemistry ». Ce sont des réactions qui sont madglaspécifiques, produisant un rendement
important et qui utilisent des techniques expérimes simples. Elles doivent utiliser comme

produits de départ des composés facilement actessibloivent étre respectueuses de
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I'environnement (sans solvant ou utilisant I'eaunooe solvant) et doivent, si possible, éviter
I'emploi des techniques chromatographiques posoléiment du produit de la réacttéh Peu de
réactions sont capables de répondre a ce cahiahaees : I'ouverture des cycles tendus
(époxydes, aziridine¥), la formation d'époxydes & partir d'oléfine et xiygéné*’, et les
cycloadditions 1,3-dipolairé® et Diels-Aldet**.

La réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire des a&y et azotures, appelée aussi la
cycloaddition de Huisgér’, produit thermiquement deux régioisoméres ce uirénd

relativement peu intéressante d’un point de vu¢heyigue.

N. N
R N?
® R’I\N,N\ R1\N,N\\
+ - N+ N
- Sy
_ R
1,4-triazole 1,5-triazole

Schéma 75Produits de la réaction thermique de HuisgenXdégioisomeéres)

La découverte que le cuivre (1) puisse catalyste ¢eansformatiol’* a permis de rendre
cette transformation tres performante et répondantahier de charges d’une réaction de type
« click chemistry » car la réaction catalysée egiaspécifique, c'est-a-dire ne formant que le
régioisomere 1,4-triazole. De plus, la vitesse aleéhction peut étre accélérée par des sels de
cuivre (1) par un facteur de jusqu’a 10 millidrfs

L'intérét pour cette transformation est trés gramduellemertt® car les produits de
départ sont stables et inertes dans la plupartaeditions biologiques et organiques, y compris
en présence de molécules biologiques hautementidanalisées, ainsi que dans la majorité des

conditions réactionnelles utilisées en synthésarigyée>”.

1453) H.C. Kolb, M.G. Finn, K.B. Sharpleséngew. Chem. Intl. Ed. Eng2001, 40, 2004; b) H. C. Kolb, K.B.
SharplessDrug Discov. Todag003 8, 1128.

1451 M. Pastor, M. YusCurr. Org. Chem2005 9, 1.

YT, Siu, AK. YudinJ. Am. Chem. So2002 124, 530.

148 J.G. Fernandes-Bolafios @arbohydrates in Heterocyclic Chemistip Topics in Heterocyclic Chemistrgd.
E.S.H. El Ashry, Springer, Berli2007.

199 B, Gacal, H. Durmaz, M.A. Tasdelen, G. Hizal, Win€a, Y. Yagci, A.L. DemirelMacromolecule2006 39,
5330.

1%0R. Huisgen irL,3-Dipolar Cycloaddition Chemistnged. A. Padwa, Wiley, New York984

151 3) V.V. Rostovtsev, L.G. Green, V.V. Fokin, K.Bh@plessAngew. Chem. Intl. Ed. Eng?2002 41, 2596; b)
C.W. Tornge, C. Christensen, M. Meldal,Org. Chem2002, 67, 3057.

152p Appunkkuttan, W. Dehaen, V.V. Fokin, E. van Bgcken,Org. Lett 2004 6, 4223.

133732 citations pour 'article de K.B. Sharpless lsucatalyse par le cuivre (1) de la réaction del@gddition,
début 2008.

134v.D. Bock, H. Hiemstra, J.H. van MaarseveBar. J. Org. Chem2006 51.
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Depuis la découverte de la catalyse au cuivre,ndesbreux articles dans la littérature
étudient les conditions opératoires pour cettesframation. Au début, pour la majorité des
conditions décrites, Iiodure de cuivre (1) étattisé®*™ puis des méthodes faisant appel a la
réduction in situ du sulfate de cuivre sont appstfi®ainsi que des procédures qui utilisent la
comproportionation du cuivre métallique avec dds de cuivre (Il) pour générer le une espéce
de cuivre (1) active®. Le mécanisme de cette transformation n’est pas éfabli et seulement

des propositions issues de quelques études cieétipnt disponiblé¥.

Une application intéressante de cette réactionasapplication en bioconjugaisdh En
effet, la grande chimiosélectivité de cette réactie couplage ainsi que son efficacité en milieu
aqueux sont particulierement intéressants dansidiep de coupler deux macromolécules par
exemple. Il est relativement simple d’introduire ges biomolécules des fonctions azotures ou
des fonctions alcynes a l'aide de réactions classidelles que le couplage peptidique et en
utilisant un large exces de réactifs. Ces biomdéscpeuvent étre alors couplées I'une a l'autre
si la réaction de cycloaddition possede une cinétiégevée. Ce dernier point est crucial et reste
encore aujourd’hui une limite a [utilisation de ttee réaction en bioconjugaison. Les
macromolécules (protéines, polymeres) sont panitiéin des entités de haut poids moléculaire.
Le couplage covalent de deux entités de cette emamnplique donc forcément des conditions de
haute dilution (& titre d’exemple une protéine dpgoids moléculaire de 100.000 a concentration
de 0,1 mg/mL correspond & une concentration dfeM))

Des recherches ont donc été entreprises dans ysigioupes pour tenter d’améliorer la
cinétique de cette réaction de cyclisation cataysdr le cuivre (I). Les efforts de recherche ont
porté sur 'augmentation des capacités catalytighesuivre (I) par complexation avec des
ligands appropriés. La contribution la plus sigrafive dans ce domaine correspond a un travail
décrit par I'équipe de M.G. Finn en 2004. Une banda ligands du cuivre a ainsi été criblée a
l'aide d’une méthod®® basée sur le quenching de fluorescence accompalgnaaction afin de
mesurer la cinétique de la réaction en présendgifffzents systemes organométalliques testés
(figure 54).

1%53) Q. Wang, T.R. Chan, R. Hilgraf, V.V. Fokin, K.8harpless, M.G. Find, Am. Chem. So2003 125, 3192;
b) F. Himo, T. Lovell, R. Hilgraf, V.V Rostovtsel, Noodleman, K.B. Sharpless, V.V. Fokih,Am. Chem. Soc
2005 127, 210.

1%6y/.0. Rodionov, V.V. Fokin, M.G. FintAngew. Chem. Intl. Ed. Engl005 44, 2210.

1573) S.S. Gupta, J. Kuzelka, P. Singh, W.G. LewisMdnchester, M.G. FintBioconjugate Chen2005 16,
1572; b) A.J. Dirks, S.S. van Berkel, N.S. Hatzakig.. Opsteen, F.L. van Delft, J.J.L.M. Corneliss&.E. Rowan,
J.C.M. van Hest, F.P.J.T. Rutjes, R.J.M. Natkem. ComnR005 4172.

18 \W.G. Lewis, F.G. Magallon, V.V. Fokin, M.G. Fin&, Am. Chem. So2004 126, 9152.
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Les deux réactifs utilisés sont fluorescents, wmgie le produit de réaction, le triazole,
est trés peu fluorescent. La moitié inférieure deplaque représente la méme expérience
effectuée en absence d’alcyne, mais en présenserdbBomologue totalement saturé (alkyl) et

sert comme témoin négatif afin de contréler I'ajp@r éventuelle de faux positifs.
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Figure 54. Criblage de 18 ligands du cuivre (I) pour la té&acde Huisgen

La catalyse est effectuée a des concentrationd geVBen alcyne et azoture, 77 UM en
ligand dans un mélange DMSO/tampon TRIS 38/62. @uadncentrations en cuivre ont aussi
été testées : 0,16, 0,36, 0,71 et 1,43 mM. Il agisdonc pas de concentrations catalytiques en
cuivre. Ces concentrations en cuivre élevées sontag nécessaires a I'avancement de la

réaction dans ces conditions de concentrationivelaent faible en substrat.

Ce criblage a mis en évidence I'importance du ph@re de catalyse accélérée par le
ligand">° pour cette transformation chimique.

Le meilleur ligand pour le cuivre trouvé a l'issde ce criblage est le sel disodique de la
bathophénanthroline (figure 54, ligand 17), quinpetr une accélération notable de la cinétique et
qui présente I'avantage d’avoir une excellentelsioté dans I'eau.

19D J. Berrisford, C. Bolm, K.B. Sharplegsmgew. Chem. Intl. Ed. Endl995 34, 1059.
151



Comme les auteurs le décrivent, I'inconvénient edest est la possible interférence du
fluorophore avec certains ligands comme on peuldskover dans la figure 54 dans le cas du
ligand 6. De méme, ce test ne permet pas de réddiseiblage de plusieurs agents réducteurs,

ceux-ci étant susceptibles de réagir avec le gmepédiazo du quencher.

Afin de pallier aux inconvénients présentés pamkthode de criblage de M.G. Finn,
nous avons voulu adapter notre test immunologique & criblage a haut débit des catalyseurs
a base de cuivre pour la réaction de cycloadddloypne-azoture.

Ce test présente aussi un autre avantage : saegsandibilité ce qui le recommande pour

le criblage des catalyseurs pour des réactionstaffes a haute dilution.

lll. Reésultats

Nous avons entrepris dans un premier temps la éyattles produits de départ alcyne et
azoture devant posséder une étiquette contre lagualis disposons d’anticorps spécifiques. Il
est également nécessaire de préparer le produbwaage triazole afin d’établir une gamme

étalon.

[11.1. Synthése des substrats et du produit de cou@ge

Nous avons utilisé comme substrats des produgsi€tiés de la méme maniere que pour
le test de criblage pour la réaction de Sonogagiriéaentée précédemment. Leur synthése est
aisée, comme le montre le schéma qui suit.
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Schéma 76 Synthése des substrats alcyne et azoture ebduiptriazole

Cette synthese part de produits commerciaux, coftaniele homovanillique et I'acide
hexynoique qui sont transformés par des réactiomses de couplage peptidique pour conduire
aux deux partenaires alcyne et azoture présenéeegemment. Un échantillon analytique du
produit de cycloaddition est obtenu par la catalggesulfate de cuivre (Il) réduin situ par

I'acide ascorbique.

153



[11.2. Mise au point de la méthode de criblage

Disposant des substrats étiquetés et du produdodelage triazole, nous avons alors
confirmé que le test sandwich pouvait étre opénated pour le suivi de cette réaction. La figure

55 montre que le produit de réaction triazole e détecté de facon spécifique et sensible par
I'utilisation de deux anticorps spécifiques desétites.
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Figure 55. Détection du produit triazole

La sensibilité du dosage est comparable a cellereés dans le cas de la réaction de

Sonogashira et nous permet de suivre le dérouledeette réaction dans des conditions de
haute dilution pouvant aller jusqu’a 1.

[11.3. Synthése d’une banque de ligands du cuivrd)

Le ligand « idéal » pour cette réaction, au moingh&orie, doit remplir les conditions
d’un cahier de charges exigeant : il doit, en pegriieu, former un complexe de cuivre tres actif
et, si possible, maintenir I'état d’oxydation +1 duwetal, et enfin doit protéger les entités
biologiques présentes dans le milieu (protéinelynpléotides) en séquestrant le cutifeLa

solubilité dans I'eau est aussi une qualité indispble pour une application de bioconjugaison.

1035 S, Gupta, J. Kuzelka, P. Singh, W.G. Lewis, Minghester, M.G. FinfBioconjugate Chem2005 16, 1572.
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Partant de lidée énoncée dans I'étude de criblage M.G. Finn stipulant que les
structures de type bipyridine sont des ligandseqisales de générer des catalyseurs performants
pour cette transformation et en tenant compte d'aumee remarque du méme auttiqui
indique que les guanidines et les imines sontigaads potentiellement intéressants, nous avons
décidé de synthétiser une série de ligands fajsamie de ces catégories (schéma 77) afin de les
tester, tout comme une série de ligands commercéaliaide du test de criblage & haut débit.

Une premiére série de 15 ligands a pu étre faci¢mktenue par formation de base de
Schiff sous catalyse acide entre un certain nordialdéhydes et d’amines porteurs de fonctions
azotés. Les aldazineS30, C32, C34 et C36 ont été obtenues par condensation de deux
équivalents aldéhydes sur I'hydrazine. La prépanatie ces composés, obtenus avec des

rendements variables, a été facilitée en raisdeuteprécipitation dans le milieu réactionnel.
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Schéma 77 Préparation de ligands potentiels du cuivre &) fprmation d'imines

Un composé de type bis-imidazole a été égalemémiapé selon un procédé décrit dans
la littératuré® (schéma 78).

81T R. Chan, R. Hilgraf, K.B. Sharpless, V.V. Folkibrg. Lett, 2004 6, 2853.
1823 B. Park, H. AlperQrg. Lett.2003 5, 32009.
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Schéma 78Préparation du ligand bis(imidazole)

Une famille de ligands dithiocarbamate / bis(ditiaidoamate) a été aussi synthétisée pour
étre évaluée dans le cadre du méme criblage.

Ces ligands soufrés ont été synthétisés selondeéfure de E.A. Castft, en faisant
réagir les amines correspondantes avec le disulieirgarbone dans I'éthanol comme solvant, en

présence de KOH.

KOH S
R-NH,  + CS, r., JL
EtOH hl SK
KS. N N_ sk i
T <
s S n=2 C48(85%) NH
n=6 C49 (59%)
n=10 C50 (62%) C26 (83%)

Schéma 79 Synthése des dithiocarbamates

[11.4. Criblage a haut débit des catalyseurs

Ayant rassemblé une banque de 50 ligands du ceitvsusceptibles d’accélérer cette
réaction de cycloaddition (schéma 80), nous avoésidé d'effectuer le criblage de ces
catalyseurs a des différents pH et différents regpatalyseur/ligand.

Les catalyses sont effectuées a une concentratigulestrat de 1 mM et en sulfate de
cuivre (II) de 100 uM (10%). 100 équivalents d'acidscorbique sont additionnés dans un
milieu tert-butanol/eau 1 :1 pour assurer la réduction tataleuivre (II) en cuivre (I) lors de la
réaction.

Une expérience en absence de ligand a été aussiwgf€, pour pouvoir quantifier le

phénomene de catalyse accélérée par le ligand.

183 E A. Castro, S.A. Pefia, J.G. Santos, J.C. Végarg. Chem1984 49, 863.
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Figure 56. Représentation graphique des résulatsmditions: 1 mM en substrat, 100 uM CugQ@0 mM acide
ascorbique, tert-butanol/4® 1/1, volume total 200 pL, 25°C-72h.
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Les résultats illustrés dans la figure 56 montggrien absence de ligand, pratiquement
aucune formation en produit de couplage n'est e@sedans les conditions réactionnelles
utilisées dans cette expérience. De méme aucundigaufré ne permet d'accélérer cette
réaction de facon notable. En revanche, un ceriaimbre de ligands azotés dont certaines
phénanthrolines mais aussi des ligands possédamhaiii guanidine semblent donner des
résultats encourageants.

On peut de méme observer que généralement c’emppert cuivre/ligand 1/2 qui fournit
les meilleurs résultats et, en terme de pH, lesti@#s effectuées a pH 8,0 semblent donner des
meilleurs taux de conversion.

Etant donné le fait que le criblage a été effeétude concentration en substrat de 1mM,
nous avons voulu savoir si les meilleurs systenaga\diques étaient capables de catalyser cette
méme réaction mais cette fois-ci effectuée a umeeamration beaucoup plus faible, c’est a dire
a 10 uM en substrat. 100 équivalents de cuivrer(i)été dans ce cas utilisés (1 mM).

Les ligands sélectionnés pour ce criblage sontigemds qui ont fourni les meilleures
performances lors du premier criblage, c'est-a@ieC5, C14 et C37 ainsi que 6 autres ligands
qui ont fourni des résultats légerement inférie @9, C23, C28, C29, C33, C34).

Malheureusement le lot de ligafB9 étant épuisé, nous n’avons pu le tester.
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Figure 57. Réaction test pour le criblagéonditions: 10 uM en substrat, 10 mM Cug@gand 20 mM, 100 mM
acide ascorbique, tert-butanol{B 1/1, volume total 200 uL, 25°C-72h.
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Ces résultats confirment que parmi les ligandpgmés par nos soins les ligar@37 et
C28 forment des complexes a priori plus efficaces cplai obtenu avec la bathophénanthroline
C1 décrit par M.G. Finn. Ces ligands permettent detefe faire fonctionner cette réaction a 10
UM en substrat. Cependant, des larges exces dee@ont nécessaires (100 équivalents) et le
taux de conversion n’est pas total méme apres joois de réaction. Il sera donc nécessaire

d’optimiser ce systeme afin de le rendre intéreggsanr des applications en bioconjugaison.
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Conclusion générale

L’objectif principal de ce travail de these é@dé démontrer que les techniques immuno-
analytiques, bien connues dans le monde du diagnpsiuvaient étre appliquées efficacement
au criblage des catalyseurs chimiques et biologique

Cet objectif a été atteint puisque dans les dgpg&st de projet, décrits dans ce travail, a
savoir le criblage de catalyseurs asymétriques etiblage de catalyseurs pour les réactions de
couplage, les outils immunologiques que nous adéneloppés se sont avérées précieux et nous

ont permis d’accélérer le processus de découvedegtimisation de catalyseurs.

Dans le chapitre 2 spécialement, est présentellage de systemes catalytiques pour
deux réactions énantiosélectives a l'aide d'un fesmt compétition utilisant des anticorps
monoclonaux énantiosélectifs. Pour la réactions@ition énantiosélective des carbénoides dans
la liasison OH de I'eau, 840 systémes ont été téstésqui a conduit a la découverte d’'un
complexe cuivre — semicorrine catalysant la réactdwec un rendement de 42% et un exceés
énantiomérique de 85% en faveur de I'énantiom&ecé¢ qui représentait a I'époque ou les
travaux ont été effectués les meilleurs résultadsr pcette transformatidff. Nos essais
d’amélioration du rendement et de I'exces de dettesformation, malheureusement n’ont pas
fourni les résultats escomptés. En ce qui conclerméaction de réduction asymétrique des
cétoesters, 216 expériences ont été conduitesiceogs a permis de mettre au jour quelques
systémes catalytiques fournissant I'acces aux éeartioméres du produit de cette réaction. Les
exces énantiomériques sont de I'ordre de 90%, paire les rendements sont a améliorer. Un
systéeme organométallique en particulier s’est apérg efficace en termes édeque le meilleur
systeme décrit pour cette réaction asymeétriquen Bi@r, un travail expérimental doit étre

entrepris pour compléter cette étude.

Nous avons également pu démontrer dans le cha&pqteil était possible de développer
ce test de criblage a moindre codt en utilisantasegorps polyclonaux énantiospécifiques. Ces
derniers ont été obtenus suite a une immunisationtiisant des composés énantiopurs. Nous
avons aussi montré que ce test pouvait étre agphgune famille entiére de produits, sans que

des interférences significatives se produisent A& démontrer le concept, nous lI'avons utilisé

184 En 2007 le meilleur systéme décrit dans la littéefournissait 55% de rendement et seulementd&%e pour
cette transformation.
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pour le criblage de biocatalyseurs pour la réactiaiverture enantiosélective des oxazolones.

Cette étude a permis d’établir rapidement un poikpécificité d’une dizaine de biocatalyseurs.

Enfin, le dernier chapitre présente une méthodeumomeétrique communément appelée
« sandwich » et ses applications pour le criblageatalyseurs pour les réactions de couplage.
Dans le cadre de ce travail, le criblage de 40@itioms expérimentales différentes nous avons
découvert un ligand du cuivre performant pour lacté&n de cycloaddition alcyne-azoture de
Huisgen. Ce ligand est plus performant que le ligde référence utilisé en bioconjugaison (le
sel disodique de la bathophénanthroline) dans dedittons difficiles de catalyse, a trés faible

concentration en substrat (10 uM).

En réalisant ce travail de thése nous avons momge les méthodes
immunoenzymatiques sont des méthodes de choixlpauiblage et la découverte de nouveaux

catalyseurs.

De facon plus globale, les trois études présertans ce travail de thése, montrent qu’il
est possible d’obtenir dans une période relativémenrte des systemes catalytiques rivalisant
avec les meilleurs décrits dans la littérature. Uxiape supérieure dans cette recherche
consisterait a appliquer cette stratégie sur umgia plus étendue de catalyseurs potentiels de
maniere a augmenter la probabilité de découvrirsgiegmes encore plus performants. Certaines
limites de ce type d’approche sont toutefois a mener. En effet, les expériences de catalyse
menées en grand nombre nécessitent des procédyr@sneentales simplifiées et sont parfois
incompatibles avec certaines réactions nécessitaet grande rigueur expérimentale. Ce
probleme est essentiellement technologique et alétéoins en partie résolu par l'utilisation de
robots notamment dans l'industrie. Une société cen®hemspeed par exemple fournit des
robots capables de réaliser un grand nombre déoBachimiques en mode paralléle, allant de
la pesée automatisée des réactifs et leur dismibuians des réacteurs multiples jusqu’a
I'analyse des bruts réactionnels. L'utilisationtdls robots est I'une des voies pouvant réduire le
temps nécessaire a la découverte de nouveaux saiady d’intérét mais cette approche
technologique trouvera probablement toute son a&ffi€ lorsqu’elle pourra étre alliée a une
conception et une synthése de catalyseur de grangeeur. En effet, la préparation des
catalyseurs asymeétriques notamment, impliquantyfdhese de ligands chiraux, nécessite de
gros efforts de synthése et par conséquent denthntienps. En revanche, la capacité a générer
« rapidement » de la diversité structurale pewd ébtenue dans les systemes hybrides constitués
de systemes organométalliques enfouis dans des pitdéiques assurant le réle de copule
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chirale. Dans ce cas, la difficulté a générer dgele banques de complexes organométalliques
chiraux est contournée en utilisant la diversitécitirale des macromolécules biologiques. Ces
projets trés prometteurs ont déja été abordés aweres surtout avec les systemes
streptavidine/bioting&”>.

1853) J. Collot, N. Humbert, A. Zocchi, J. Gradinavli, Skander, A. Loosli, J. Sauser, G. Klein, T\VRard,J. Am.
Chem. Soc2004 126, 14411; b) C. Letondor, N. Humbert, T.R. Wardoc. Natl. Acad. Sci. US2005 102, 4683;
¢) G. Klein, N. Humbert, J. Gradinaru, A. lvano¥a,Gilardoni, U.E. Rusbandi, T.R. Waringew. Chem. Intl. Ed.
Engl. 2005 44, 7764; d) C. Letondor, A. Pordea, N. Humb&rtivanova, S. Mazurek, M. Novic, T.R. Ward,Am.
Chem. So2006 128 8320.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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Les solvants et réactifs

Les produits chimiqgues commerciaux sont achetéseaugiAldrich, Acros, Lancaster,
Fluka, Sigma, Bachem et sont utilisés sans aucunfcation préalable.

Les solvants anhydres sont préparés par distitlagaus atmosphére d’azote en présence
de leurs agents desséchants respectifs.

Solvant Agent desséchant
Acétonitrile Hydrure de calcium
Ether diéthylique  Sodium-benzophénone
Tetrahydrofuranne  Sodium-benzophénone

Dichlorométhane Hydrure de calcium

Les chromatographies

Les chromatographies analytiques sur couche miooe effectuées sur des plagues de
verre recouvertes de silice 0,25 mm (6&,AVierck).

La révélation des plaques est effectuée par illatron ultraviolette a 254 nm et/ou par
traitement avec un révélateur. Les révélateurssésildans la majorité des cas sont les vapeurs
d’iode ou une solution agueuse de permanganatetsgium a 0,05%, suivie du chauffage de
la plague CCM a 100°C.

Les purifications par chromatographie sur colonneéé réalisées en utilisant du gel de
silice Merck Kieselgel 60, granulométrie 40-63 pm.

Les analyses par CLHP

Les analyses par CLHP ont été réalisées en utilideanx chaines Merck Hitachi,
équipées de pompes L 6200 et de détecteurs UV-VA350 et L 3000 respectivement et sur un
systeme Shimadzu Prominence équipé d'une pompeirdinaC 20 AB, un passeur
d’échantillons — injecteur SIL 20 A et un détecte¥-VIS SPD 20 A.

Les colonnes CLHP utilisées sont la Chiralcel OeetChiralpak AD et AD-RH (Daicel
Chemical Industries Ltd.).

Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RYIN

Les spectres de RMNH et **C) ont été enregistrés sur un spectrométre Brukande
400. Les fréquences de résonance sont de 400,13 pdHz le proton et de 100,62 pour le
carbone.

Les déplacements chimiques éont exprimés en ppm par rapport & une référéaontle
déplacement est connu (tétraméthylsilane, Td48,00 ppm). Les constantes de couplage sont
exprimées en Hz.

Dans la description des spectres les multiplicdés signaux sont indiqués par les
abréviations suivantes : s (singulet), d (doublet]triplet), g (quadruplet), dd (doublet de
doublets), dt (doublet de triplets), m (massifjatge), app (apparent).

Les spectres infrarouge (IR)

Les spectres d'absorption infrarouge (IR) sont gste2s sur un spectromeétre Perkin
Elmer System 2000 FT-IR. Des pastilles de NaCl stitisées pour les composés liquides ou les
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huiles, tandis que les composés solides sont imtdus des pastilles de KBr. Les nombres
d’onde des bandes d’absorption sont exprimés éhihaur intensité maximale.

Les spectres de masse (SM)

Les spectres de masse par impact électronique ((Y&ant effectués sur un appareil
Hewlett Packard 5873 faisant partie d’'un enseml?& /S Hewlett Packard 6890 series. Les
spectres de masse en mode ionisation chimiquel@ msoniac (IC/NH) sont obtenus sur un
spectromeétre Finnigan — MAT 4600 quadripolaire déwgi piloté par un systeme informatique
Onyx. Les spectres de masse en mode electrosptaguanété réalisés sur un spectrometre
ESI/TOF Mariner (IES). Les spectres de masse erers@attrospray positif ont été obtenus sur
un spectrometre de masse Waters Micromass ZQ fgaste d’'un couplage CLHP/SM Waters.

Mise en gardd.es composés de type diazo sont des composés emxajupotentiellement

explosifs, et par conséquent, I'expérimentateut s manipuler avec précaution, ainsi que les
réactifs impliqués dans leur synthése, comme leduees de sulfonyle. La présence d’un
groupement carbonyle en positienpar rapport au groupement diazo stabilise ce gedee
composeé contre la décomposition thermique. Idéatenue type de produit doit étre stocké a
0°C a I'abri de la lumiére. Malgré le nombre tréaportant d’expériences que nous avons mené
sur des substrats de ce type nous n’avons obseme@ina explosion ou décomposition

thermique.

168



Acide 2-(44ert-butylphényl)-2-hydroxyacétique

OH
OH FB Ci2H160s.

PM 208,25 g-mot.
Aspect: solide cristallin blanc

A un mélange de 12 mL de dioxane et de 12 g deeglant additionnés successivement 2
mL de 4tert-butyl-benzaldéhyde (11,94 mmole), 1,020 g de chode lithium (24 mmole) et
3,250 g d’hydroxyde de potassium a 85% (49,2 mmale)mélange est laissé agiter 5 minutes
puis 1,04 mL de bromoforme (11,90 mmole) sont aalulites. Aprés une heure a 0°C le mélange
est laissé revenir a température ambiante. Aprdsedges, 12 mL d’eau sont ajoutés au milieu
réactionnel qui est ensuite acidifié a pH 1 avecHfl aqueux 1M. Le produit est extrait a
I'éther (3 x 50 mL). Les phases organiques réus@s séchées sur sulfate de magnésium
anhydre puis évaporées pour fournir I'alpha hydragide brut sous forme d’'un solide pateux
jaune (2,37 g, 95%). Le produit est utilisé poétdpe suivante sans purification préalable. Un
échantillon analytique d’alpha hydroxy-acide estistallisé dans du chloroforme.

RMN 'H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 6= 1,31 (s, 9H, tBu), 5,23 (s, 1H, CH), 7,37 (d, 2H,
8,4 Hz, Hy), 7,41 (d, 2H, 8,4 Hz, 1.

RMN C (CDCl, 100 MHz, TMS, ppm)3= 31,3, 34,6, 72,5, 125,7, 126,3, 134,5, 151,9,4.77
SM (IES): m/z (%)= 209 ([M+T).
IR (pastille KBr, cri) : 3437, 2966, 2697, 1717, 1271, 1083, 819.

CLHP chirale (Chiralpak AD-RH, Acétonitrile/Eau/TFA 20/80/0,11amL/min., UV 210 nm,
40°C) : t; 13,60 min, » 15,77 min.

2-(44ert-butylphényl)-2-hydroxyacétate de méthyle

OH
O\ FB C13H1303.

© PM 222,28 g-mdt.

Aspect: solide cristallin blanc-jaune

1 g d’alpha hydroxy acide (4,8 mmole) est solubilitans 15 mL de méthanol anhydre,
puis 30 mg d’acide borique (0,49 mmole, 10%) saiditeonnés au milieu réactionnel. Le
mélange est agité une nuit & température ambiangel@ milieu réactionnel est évaporé pour
fournir le produit brut sous forme d’une huile jauPurification par chromatographie sur silice
(éluant hexane/acétate d’éthyle 80/20). Obtentier24l7 mg (23%) de produit huile jaune qui
cristallise au congélateur.
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RMN *H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 1,31 (s, 9H, tBu), 3,77 (s, 3H, GCHy), 5,16 (s,
1H, CH), 7,33 (d, 2H, 8,4 Hz,#), 7,39 (d, 2H, 8,4 Hz, }).

RMN °C (CDCl, 100 MHz, TMS, ppm)&= 31,4, 34,7, 53,1, 72,9, 125,8, 126,4, 135,4, 1,51,
174,4.

SM (IE, 70 eV): m/z(%): 41(7), 57(28), 77(8), 91(12)05(8), 133(12), 147(6), 148(17),
163(100), 164(17), 207(10), 222(6).

IR (pastille KBr, cnt) : 3455, 2968, 2697, 1738, 1198, 1090, 830.

CLHP chirale (Chiralcel OD, Hexane/Ethanol 99/1 a 1 mL/min., @20 nm, 35°C) :/{ 13,64
min (S), t» 16,55 min R).

2-(4tert-butylphényl)-2-oxoacétate de méthyle

O\ FB Ci3H160s.
© PM 220,26 g-mdt.

Aspect: huile incolore

Méthode A: 400 mg de 2-(4ert-butylphényl)-2-hydroxyacétate de méthyle (1,8 mepaont
dissous dans 150 mL d’acétone anhydre puis 3,2ogyde de manganéese (IV) activé sont
ajoutés au milieu. Aprés 18 heures I'oxyde es#&idiur filtre Millipore® et le filtrat évaporé. 374
mg (94%) d’une huile legerement jaunatre sont akgen

Méthode B: A une solution de 4-tert-butyl-phényl acétatenft, 19,37 mmole) dans 15 mL
d’acétonitrile anhydre, est additionnée, a 0°C,DBU (4,055 mL, 1,4 équivalents, 27,12
mmole). Aprés 15 minutes est additionnée une swiudi'azoture de para-tosyle (5,34 g, 1,4
équivalents, 27,12 mmole) et le milieu est laigsénirlentement température ambiante. A la
fin de la réaction (une nuit, contrble CCM hexanétate d'éthyle 95/5) sont additionnés au
milieu successivement 30 mL de benzene, 20 mL tbaeéet 30 mL d’eau, 60,2 g de NaHLO
(71,66 mmole, 3,7 équivalents) et 120 g d’Oxone®or{opersulfate, 195,2 mmolé&] 10
équivalents). Aprés une heure, I'oxydation est detep(disparition de la couleur orange du
composé diazo, contrble CCM hexane-acétate d'é®iyl®). Filtration des sels, lavage a I'éther
des sels puis le filtrat est extrait a I'éther (A%0 mL). Les phases organiques réunies sont
séchées sur sulfate de sodium anhydre et évapdreéessidu est purifié par chromatographie
sur gel de silice (éluant hexane acétate d’éth§l&)Qour fournir le produit attendu sous forme
d’une huile incolore (3,039 g, 71%).

RMN *H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 1,29 (s, 9H, tBu), 3,93 (s, 3H, GCHy), 7,48 (d,
2H, 8,8 Hz, H), 7,91 (d, 2H, 8,4 Hz, B

RMN *3C (CDCl, 100 MHz, TMS, ppm)s= 30,9, 35,3, 52,5, 125,8, 129,8, 130,0, 159,0,2,64
185,6.
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SM (IE, 70 eV): miz (%)= 77(13), 91(24), 105(14), UIF), 117(17), 118(36), 146(40),
161(100), 162(40), 205(12), 220(1).

IR (pur, cm') : 2964, 2907, 2872, 1742, 1685, 1603, 1216, 11763.

2-(4-(diméthylamino)phényl)-2-(triméthylsilyloxy)acetonitrile

N FB CasHaoN,OSi.
PM 248,40 g-mot.
0~ “CN Aspect: solide beige
|~
/SI\

A une solution de 4-(diméthylamino)benzaldéhydeg (23,42 mmole) dans 25 mL de
dichlorométhane distillé, refroidie a 0° C a l'aidain bain de glace sont additionnés, goutte a
goutte, le cyanure de triméthylsilyle (5,4 mL, 4@pBole) puis 600 pL de triethylamine. Apres
24 heures a 4°C le contréle par CCM montre queédation est compléte ; le produit est isolé
par I'évaporation du solvant. On obtient un sobegge, 3,14 g (95%).

RMN *H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm)3= 0,19 (s, 9H, TMS), 2,98 (s, 6H, 2 x CH3), 5,39 (s
1H, CH), 6,70 (d, 2H, 8,8 Hz, 4, 7,31 (d, 2H, 8,8 Hz, &).

SM (IE, 70 eV): m/z (%)= 105(22), 143(21), 148(36591100), 222(31), 248(70).

IR (pastille KBr, cn) :3434, 2952, 2895, 2813, 1616, 1565, 1527, 14867, 1257, 1229,
1187, 1167.

2-(4-(diméthylamino)phényl)-2-hydroxyacétate de méiyle

\N/
FB C1iH1sNOs.
PM 209,24 g-mot.
0]
HO ~ Aspect: solide jaune
0

11 mL de chlorure d’acétyle sont additionnés goattgoutte dans 160 mL de méthanol
anhydre, refroidi a 0°C. Aprés 30 min., toujour®°&€, sur la solution resultante on canule
(goutte a goutte) une solution de 2,64 g de cyamhgdynthétisée antérieurement (10,6 mmole)
dans 20 mL de méthanol anhydre. Aprés 72 h a 4¥0liant est évapore, le résidu repris dans
20 mL d’eau et neutralisé (pH 8) avec 50 mL d’'uakitson aqueuse molaire de bicarbonate de
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sodium. La solution résultante est extraite a taiee d’éthyle (3 x 50 mL). Les phases

organiques réunies sont séchées sur sulfate degsiagnanhydre puis évaporées pour fournir le
produit brut sous forme d’'un solide marron (2,42@g résidu est purifié par chromatographie
sur gel de silice pour fournir le produit pur séoisne d’un solide jaune (0,944 g, 43%).

RMN *H (MeOD, 400 MHz, TMS, ppm)p= 2,92 (s, 6H, 2 x CH3), 3,68 (s, 3H, &Hs), 5,06
(s, 1H, CH), 6,74 (d, 2H, 8,8 Hzahl 7,23 (d, 2H, 8,8 Hz, &).

RMN 3C (CDCk, 100 MHz, TMS, ppm)&= 40,4, 52,7, 72,7, 112,3, 125,9, 127,6, 150,6,8.74
SM (IES): m/z (%)= 210 ([M+T), (IE, 70 eV): m/z (%)= 120(16), 150(100), 209(21)

IR (pastille KBr, cn) : 3451, 2952, 2886, 2798, 1737, 1615, 1524, 14381, 1270, 1192.

lodure de 4-(1-hydroxy-2-méthoxy-2-oxoéthyl)-N,N,N¥imethylbenzenaminium

o
|
~) - FB CyH1gINOs.
Ne
PM 351,18 g-mot.
Aspect: solide jaune
HO o~

A une solution de 285 mg dehydroxyester obtenu précédemment (1,36 mmole) @ians
mL d’acétone anhydre on ajoute 220 pL de iodurendthyle (3,53 mmole). Reflux pendant 18
heures. Le contréle par CCM montre que la réactest pas terminée alors 250 pL
supplémentaires de iodure de méthyle (4,02 mmolef) additionés au milieu. Aprés 4 heures a
reflux la réaction est complete. Le solvant estpévd, le résidu est repris dans 1 mL de
méthanol anhydre puis précipité par I'addition demL d’éther distillé. 375 mg (78%) d'un
solide jaune sont obtenus.

RMN *H (D,0, 400 MHz, TMS, ppm)3= 3,68 (s, 9H, 3 x CH), 3,78 (s, 3H, CE@Hs), 5,51 (s,
1H, CH), 7,73 (d, 2H, 9,2 Hz, 4, 7,91 (d, 2H, 9,2 Hz, }).

SM (IES): m/z (%)= 224 ([M-T)).

IR (pastille KBr, cnt) : 3480, 3011, 1715, 1464, 1437, 1322, 1235, 1213.
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lodure de 4-(carboxy(hydroxy)méthyl)-N,N,N-triméthylbenzenaminium

S
|
) FB C1iH16INOs.
Ne
PM 337,15 g-mot.
Aspect: solide blanc
HO OH

Une solution de 350 mg (1 mmole) ddrydroxyester dans 5 mL de méthanol est traitée
avec 1,3 mL d’'une solution aqueuse a 0,77 M d’hygile de potassium. Apres 2 heures a t.a. le
milieu est neutralisé par une solution aqueusd &M0g’acide chlorhydrique. Le tout est porté a
sec et ensuite repris dans 4 mL de méthanol. lidesekt filtré sur filtre Acrodisc 0,2 um et au
filtrat est additionné de I'éther anhydre ce quadait a la précipitation d’'un produit blanc, isolé
par filtration (300 mg, 90%).

RMN *H (D,0, 300 MHz, TMS, ppm)3= 3,67 (s, 9H, 3 x CH3), 5,14 (s, 1H, CH), 7,692,
8,6 Hz, H,), 7,85 (d, 2H, 9,2 Hz, .

SM (IES): m/iz (%)= 210 ([M-I]).

CLHP chirale (Chirobiotic T, ACN/Eau 20/80 a 0,8 mL/min., UV 220n, 35°C): 4 12,77
min, {2 25,65 min .

2-(4tert-butylphényl)-2-diazoacétate de méthyle

NP FB Ci13H16N20:.
PM 232,28 g-mot.
Aspect: solide orange

A une solution de 2,6 mL (12,59 mmole) dde#t-butyl-phénylacétate dans 10 mL
d’acétonitrile anhydre refroidie a 0°C par un bdm glace sont additionnés 2,6 mL de DBU
(17,4 mmol). Apres 10 min., toujours a 0°C, uneusoh deparatosylazoture (3,47 g, 17,4
mmole) dans 10 mL d’acétonitrile anhydre est ajewgéutte a goutte au milieu réactionnel. Le
mélange est laissé revenir tres lentement a t.eesAp8 heures, le milieu est neutralisé avec 17
mL d’une soultion agueuse a 5% d’hydroxyde de soias. Aprés évaporation a sec le résidu
est repris dans 20 mL d’eau et extrait a 'acéthéthyle (3 x 20 mL). Les phases organiques
réunies sont séchées avec du sulfate de sodiundi@nley evaporées pour fournir un solide
orange. Purification par chromatographie sur gesitlee (éluant hexane/acétate d’éthyle 98/2)
pour fournir le produit pur, 2,213 g (76%), solm@nge.
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RMN *H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 6= 1,33 (s, 9H, tBu), 3,87 (s, 3H, Me), 7,42 (s, 4H,
Har).

RMN °C (CDCl, 100 MHz, TMS, ppm)&= 31,2, 34,4, 51,9, 62,8, 122,1, 124,0, 125,9,0,49,
165,8.

SM (ESI+) m/z : 255 ([M+NJ).

IR (pastille KBr, cri) : 2954, 2106, 1699, 1518, 1439, 1352, 1246, 11899, 1050.

2-(4tert-butylphényl)acétate detert-butyle

FB C16H2402.
O

W \}/ PM 248,36 g-mot.

Aspect: huile incolore

A une solution de 1,853 mL dert-butanol anhydre (19,38 mmole) dans 20 mL de THF

distillé, refroidie a -10°C, sont additionnés geudt goutte 7,75 mL d’'une solution debutyl
lithium a 2,5 M dans I'hexane. Aprés 10 min., uokigon de 2 mL de 4ert-butylphénylacétate
de méthyle (9,69 mmole) dans 5 mL de THF anhydradditionnée au milieu qui ensuite est
laissé revenir lentement & t.a. Apres 18 heuresgli@nt est évaporé, le résidu repris dans 30 mL
d’eau et extrait a I'acétate d’éthyle (3 x 50 mlLgs phases organiques réunies sont séchées sur

sulfate de sodium anhydre puis évaporées pour ifolerproduit attendu pur sous forme d’'une
huile incolore (2,166 g, 90%.

RMN *H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm)s= 1,31 (s, 9H, tBu), 1,45 (s, 9H, GC(CHs)s), 3,50
(s, 3H, CH), 7,20 (d, 2H, 8,4 Hz, }), 7,34 (d, 2H, 8,4 Hz, }).

SM (IE, 70 eV) m/z (%) : 41(36), 57(100), 117(35), (49, 147(80), 148(41), 177(29),
248(27).

2-(4tert-butylphényl)-2-diazoacétate deert-butyle

N2 FB C15H22N202.
0]
w \’/ PM 274,36 g-mot.
Aspect: huile orange

16 Selon une procédure décrite par B.B. Bhawal, Shanapure, E.R. BiehBynthesid499Q 112.
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1 g de 2-(4ert-butylphényl)acétate dert-butyle (4,03 mmole) est solubilisé dans 4 mL
d’acétonitrile anhydre puis 843 pL de DBU (5,64 neycont additionnés au milieu. Apres 30
min. toujours a 0°C, lpara-tosylazoture est additionnée au mileu sous foreneafution dans 4
mL d’acétonitrile anhydre (1,111 g, 5,64 mmole). rohdieu est laissé revenir lentement a t.a.
Apres 24 heures, neutralisation avec 6 mL NaOH5&6}. évaporation a sec, reprise du résidu
dans 10 mL d’eau et extraction a I'éther (2 x 10)nhles phases organiques réunies sont ensuite
séchées sur sulfate de sodium anhydre. La puiditgiar chromatographie sur gel de silice
(éluant hexane/acétate d’éthyle 98/2) permet dislel produit pur sous forme d’une huile rouge
(301 mg, 27%).

RMN 'H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 1,31 (s, 9H, tBu), 1,55 (s, 9H, tBu), 7,40 (s, 4H
Har).

RMN **C (CDChk, 100 MHz, TMS, ppm)&= 22,6, 28,3, 31,2, 34,4, 81,8, 122,7, 123,9, 125,8
148,7, 164,8.

IR (entre deux faces NaCl, ¢m: 2966, 2905, 2870, 2082, 1702, 1516, 1368, 13280, 1266,
1249, 1148, 1112.

tert-butyl 2-(4-tert-butylphényl)-2-hydroxyacétate

OH FB Ci6H240s.
O
W \}/ PM 264,36 g-mat.
Aspect: huile incolore

A une solution de 2-(dert-butylphényl)-2-diazoacétate dert-butyle (30 mg, 0,11
mmole) dans 1 mL de dichlorométhane distillé salalittonnés 5 puL d’eau distillée, puis 1,3 mg
de [RuCh(p-cym)].. Apres une heure le milieu est évaporé et le wvesurifié par
chromatographie sur gel de silice (hexane/acétatayde 90/10) pour fournir le produit attendu
sous forme d’une huile incolore (2,8 mg, 10%).

RMN 'H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 6= 1,31 (s, 9H, tBu ester), 1,43 (s, 9H, tBu), 389
1H, 6,4 Hz, OH), 5,01 (d, 1H, 5,6 Hz, CH), 7,32ZHi, 8,4 Hz, H)), 7,37 (d, 2H, 8,8 Hz, §.

RMN *°C (CDCk, 100 MHz, TMS, ppm)é= 27,8, 31,2, 34,5, 72,7, 82,9, 125,3, 126,0, 135,9
151,0, 172,9.

SM (IE, 70 eV) : m/z (%) : 41(24) ,57(77) ,91(17), {B3), 148(19), 163(100), 164(35), 264(1).

CLHP chirale (Chiralcel OD, Hexane/isoPropanol 99/1 a 1 mL/mV, 220 nm, 35°C) : (¢
9,15 min, 13,64 min.
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2-(naphthalen-2-yl)acétate de méthyle

FB Ci3H120o.

oo
© PM 200,23 g-mdt.

Aspect: huile incolore

1,034 g d’'acide 2 naphthylacétique (5,56 mmole)t sswiubilisés dans 20 mL de
méthanol anhydre puis quatre gouttes d’acide sglierconcentré sont ajoutés au milieu qui est
porté a reflux. Aprés deux heures le milieu esiidf puis neutralisé avec une solution agueuse
molaire de bicarbonate de sodium puis évaporé alseresidu est repris dans 15 mL d’eau et
extrait a I'acétate d’éthyle (2 x 30 mL). Les plmeeganiques réunies sont séchées sur sulfate de
sodium anhydre et évaporées pour fournir le prodii@éndu sous forme d’une huile incolore
(1,095 g, 99%).

RMN *H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 3,73 (s, 3H, Ch), 3,82 (s, 2H, Ch), 7,44-7,52
(m, 3H, H), 7,76 (s, 1H, K, 7,82-7,85 (m, 3H, K.

SM (ESI+) m/z : 201 (M+H).

IR (entre deux faces NaCl, ¢ 3055, 3023, 2951, 1738, 1509, 1435, 1333, 12963, 1198,
1162, 1017.

2-diazo-2-(naphthalen-2-yacétate de méthyle

N2 FB C13H10N202.

O\
OO 5 PM 226,23 g-mot.

Aspect: solide orange

A une solution de 800 mg de 2-naphthylacétate dehyteé (4 mmole) dans 10 mL
d’acétonitrile anhydre, 1,1 mL de DBU sont additiéa goutte a goutte (7,34 mmole) a t.a.
Apres 15 minutes, 1,25 g d’azoture de 4-méthylbeagelfonyle (6,32 mmole) sont additionnés
au milieu réactionnel, sous forme de solution dans. d’acétonitrile anhydre. Aprés 18 heures,
neutralisation du milieu avec 5 mL d’une soluti@quause de potasse a 5%, suivi d’evaporation
a sec, puis reprise du résidu dans 15 mL d’eawtediea I'éther (3 x 30 mL). Les phases
organiques réunies sont séchées sur sulfate dedsiagnanhydre puis évaporées pour fournir le
produit attendu sous forme d’un solide orange (@85 quantitatif).

RMN H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 3,91 (s, 3H, Me), 7,43-7,55 (m, 3HaM 7,79-
7,86 (m, 3H, H,).

RMN *C (CDCkL, 100 MHz, TMS, ppm)3= 52,0, 63,7, 121,8, 122,5, 122,6, 125,7, 126,6,
127,56, 127,59, 128,6, 131,4, 133,6, 165,7.
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SM (ESI+) m/z : 219 ((M-N+NaJ").

IR (pastille KBr, cn') : 3052, 2958, 2103, 1705, 1627, 1596, 1436, 13289, 1203, 1186,
1154, 1123.

2-hydroxy-2-(naphthalen-2-yl)acétate de méthyf&’

OH FB Ci3H120s.

O\
OO 3 PM 216,23 g-mot.

Aspect: solide blanc

A une solution de 2-diazo-2-(naphthalen-2-yl)ac@¢ méthyle (30 mg, 0,13 mmole)
dans 1 mL de dichlorométhane distillé sont additesn5 puL d’eau distillée, puis 1,6 mg de
[RuCh(p-cym)]. Apres une heure le milieu est évaporé etsdu purifié par chromatographie
sur gel de silice (hexane/acétate d’éthyle 90/Dix pournir le produit attendu sous forme d’un
solide blanc cristallin (20 mg, 71%).

RMN H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 3,77 (s, 3H, Ch), 5,36 (s, 1H, CH), 7,53-7,49 (m,
3H, H), 7,87-7,83 (m, 3H, k), 7,91 (s, 1H, H).

SM (IE, 70 eV) : m/z (%) : 28(59), 127(78), 128(5629(100), 155(68), 157(100), 216(36).

CLHP chirale (Chiralcel OD, Hexane/Ethanol 95/5 a 1 mL/min., @®0 nm, 35°C) :;1 12,75
min, t, 13,84 min.

2-diazo-2-phénylacétate de méthyle

N, FB CoHaN.O».

O
W > PM 176,17 g-mét.
(0]

Aspect: huile orange

A une solution de 2 mL de phénylacétate de métti¥&2 mmole) dans 20 mL
d’acétonitrile anhydre, 3 mL de DBU sont additiosig®utte a goutte (20 mmole) a t.a. Apres 15
minutes, 3,929 g d’azoture de 4-méthylbenzenesyoi1l9,88 mmole) sont additionnés au
milieu réactionnel, sous forme de solution dansrlOd acétonitrile anhydre. Apres 18 heures,
neutralisation du milieu avec 18 mL d’une solutaajueuse de potasse a 5%, suivi d’evaporation
a sec, puis reprise du résidu dans 30 mL d’eawtediea I'éther (3 x 75 mL). Les phases

1873h. Laptov, J.M. Seco, E. Quinoa, R. Rigudra)rg. Chem1995 60, 504 (spectroscopie RMN).
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organiques réunies sont séchées sur sulfate dedsiagnanhydre puis évaporées pour fournir le
produit attendu sous forme d’une huile orange @ R®5%).

RMN *H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 3,87 (s, 3H, Me), 7,19 (t, 1H, 7,6 Hza 47,39 (t,
2H, 8,0 Hz, H,), 7,48 (d, 2H, 7,6 Hz, B).

RMN 3C (CDCL, 100 MHz, TMS, ppm)é= 51,9, 123,9, 1254, 125,8, 128,9, 165,6.
SM (ESI+) m/z : 171 (IM-N+NaJ").

IR (entre deux faces NaCl, ¢in: 3060, 3026, 3002, 2954, 2089, 1706 , 1599, 15489, 1435,
1353, 1287, 1250, 1193, 1155.

2-hydroxy-2-phénylacétate de méthyf&®

OH FB CoH100s.

O\
I PM 166,17 g-mot.

Aspect: huile incolore

A une solution de 2-diazo-2-phénylacétate de mét30 mg, 0,17 mmole) dans 1 mL
de dichlorométhane distillé sont additionnés 5 [dad distillée, puis 2 mg de [Rugb-cym)].
Apres une heure le milieu est évaporé et le régidifié par chromatographie sur gel de silice
(hexane/acétate d’éthyle 90/10) pour fournir ledpibattendu sous forme d’une huile incolore
(20 mg, 71%).

RMN *H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 3,42 (d, 1H, 5,6 Hz, OH), 3,77 (s, 3H, §+5,19
(d, 1H, 5,2 Hz, CH), 7,44-7,34 (m, SHaH

RMN 3C (CDCk, 100 MHz, TMS, ppm)&= 53,0, 72,8, 126,5, 128,5, 128,6, 138,2, 174,1.
SM (IE, 70 eV) : m/z (%) : 51(12), 77(41), 79(62), {0G0), 166(18).

CLHP chirale (Chiralcel OD, Hexane/Ethanol 95/5 a 1 mL/min., @20 nm, 35°C) :,{ 8,84
min, {2 12,14 min.

18\, Zhang, M. ShiChem. Commur2006 1218 (spectroscopie RMN).
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2-diazo-2-(4-méthoxyphényl)acétate d’éthyle

N, FB C11H12N203.

(O NG
PM 220,22 g-mot.
\O O

Aspect: solide orange

A une solution de 2,91 g de 4-méthoxyphénylacétatyle (14,5 mmoles) dans 10 mL
d’acétonitrile anhydre sont additionnés a 0°C 3delDBU (20,3 mmoles) puis, apres 10 min. 4
g d’azoture de tosyle (20,3 mmoles) sous formeafigien dans 10 mL d’acétonitrile anhydre.
Le mélange est laissé revenir lentement a t.aapegs 18 h. 20 mL d’'une solution aqueuse de
KOH a 5% sont additionnés. Le mélange est extriéther éthylique (3 x 50 mL). Les phases
organiques réunies sont séchées avec du sulfabagieésium anhydre puis évaporées. Le résidu
est purifié par chromatographie sur gel de siliéignt dichlorométhane/cyclohexane 80/20)
pour fournir le produit attendu sous forme d’'und®lorange (1,957 g, 61%).

RMN *H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 1,34 (t, 3H, 6,8 Hz, C#), 3,81 (s, 3H, Ch), 4,32
(g, 2H, 7,2 Hz, Ch), 6,94 (dd, 2H, 6,8 Hz, 2,0 Hz 4 7,39 (dd, 2H, 7,2 Hz, 2,0 Hz

RMN 3C (CDCL, 100 MHz, TMS, ppm)é= 14,4, 55,2 60,8, 114,5, 116,9, 125,8, 157,9,8.65,
SM (IES) : m/z (%) : 193 ([M-M+1]%), 243 ([M+23]).

IR (KBr, cmi™) : 2982, 2091, 1695, 1609, 1512, 1478, 1468, 14387, 1296, 1254, 1164.

2-diazo-2-(2,4-dichlorophényl)acétate de méthyle

Cl N, FB CoHeCloN>Os.

O\
PM 245,06 g-mot.
O

Aspect: solide jaune

A une solution de 2,86 g de 2,4-dichlorophénylaeéti® méthyle (12,9 mmoles) dans 10
mL d’acétonitrile anhydre sont additionnés a 0°CrL de DBU (18,06 mmoles) puis, apres 10
min. 3,57 g d’azoture de tosyle (18,06 mmoles) $otrse de solution dans 10 mL d’acétonitrile
anhydre. Le mélange est laissé revenir lentemdrd. eet, aprés 18 h. 17 mL d’'une solution
aqueuse de KOH a 5% sont additionnés. Le mélartgexgsit a I'éther éthylique (3 x 50 mL).
Les phases organiques réunies sont séchées avewlfdte de magnésium anhydre puis
évaporées. Le résidu est purifié par chromatogeapbur gel de silice (éluant
dichlorométhane/cyclohexane 60/40) pour fournirpteduit attendu sous forme d’un solide
jaune (3,057 g, 97%).

RMN *H (CDClk, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 3,85 (s, 3H, Ch), 7,31 (dd, 1H, 8,4 Hz, 2,4 Hz,
Ha), 7,45 (d, 1H, 2,0 Hz, §), 7,49 (d, 1H, 8,4 Hz, ).
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RMN °C (CDCh, 100 MHz, TMS, ppm)&= 52,3, 122,5, 127,5, 129,7, 132,8, 134,0, 134,7,
165,5.

IR (KBr, cm*) : 3097, 3075, 2956, 2103, 1709, 1484, 1430, 13880, 1294, 1252, 1196,
1161, 1107.

2-diazo-2-(4-nitrophényacétate d’éthyle

N2 FB C10H9N3O4.

(ONGP
] PM 235,2 g-mot.
N

Aspect: solide jaune

A une solution de 2,808 g de 4-nitrophénylacétaéthgle (13 mmoles) dans 10 mL
d’acétonitrile anhydre sont additionnés a 0°C 2|l8dea DBU (18,4 mmoles) puis, apres 10 min.
3,63 g d’'azoture de tosyle (18,4 mmoles) sous fodmesolution dans 10 mL d’acétonitrile
anhydre. Le mélange est laissé revenir lentemedrd. &et, aprés 18 h. 17 mL d’une solution
aqueuse de KOH a 5% sont additionnés. Le mélangextait a I'éther éthylique (3 x 50 mL).
Les phases organiques réunies sont séchées avewlfdte de magnésium anhydre puis
évaporées. Le résidu est purifie par chromatogeapur gel de silice (éluant
dichlorométhane/cyclohexane 80/20) pour fournirpteduit attendu sous forme d’un solide
jaune (471 mg, 17%).

RMN *H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 1,37 (t, 3H, 7,2 Hz, C¥), 4,37 (g, 2H, 7,2 Hz,
CH,), 7,67 (dt, 2H, 9,2 Hz, 2,4 Hz B} 8,23 (dt, 2H, 9,2 Hz, 2,4 Hz .M

RMN 3C (CDCk, 100 MHz, TMS, ppm)&= 14,3, 61,5, 122,9, 124,0, 134,0, 144,7, 163,5.
SM (IES) : m/z (%) : 236 ([M+1I).

IR (KBr, cmi®) : 2102, 1693, 1591, 1509, 1498, 1327, 1228, 1163.

2-diazonon-3-enoate de méthyle

N, FB CloH 16N 202.

O
/\WHT h PM 196,25 g-mdt.

o)
Aspect: huile orange

A une solution de 3,07 g de 3-nonenoate de métfiyfle3 mmoles) dans 13 mL
d’acétonitrile anhydre sont additionnés a 0°C 3|7da DBU (24,2 mmoles) puis, apres 10 min.
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4,8 g d'azoture de tosyle (24,2 mmoles) sous fodaesolution dans 13 mL d’acétonitrile
anhydre. Le mélange est laissé revenir lentemdrd. eet, aprés 18 h. 25 mL d’'une solution
aqueuse de KOH a 5% sont additionnés. Le mélartgexgsit a I'éther éthylique (3 x 50 mL).

Les phases organiques réunies sont séchées avewlfdte de magnésium anhydre puis
évaporées. Le résidu est purifié par chromatogeapur gel de silice (éluant

dichlorométhane/cyclohexane 80/20) pour fournirpteduit attendu sous forme d’un solide
jaune (2,04 g, 60%).

RMN H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 0,88 (t, 3H, 6,8 Hz, C§), 1,26-1,43 (m, 6H, 3 x
CH,), 2,16 (dg, 2H, 7,2 Hz, 1,2 Hz, GH 3,80 (s, 3H, Ch), 5,28-5,36 (m, 1H, CH), 5,72 (d, 1H,
16 Hz, CH).

RMN C (CDCk, 100 MHz, TMS, ppm)d= 13,8, 22,3, 29,0, 31,1, 32,6, 51,8, 111,4, 125,7,
165,8.

SM (IES) : m/z (%) : 197 ((M+1], 219 ([M+Na]).

IR (entre deux faces NaCl, &n: 2956, 2929, 2858, 2081, 1712, 1437.

2-hydroxy-2-(4-méthoxyphényl)acétate d’'éthyle

OH FB C11H1404.

(ONGP e
PM 210,23 g-mot.
\O o

Aspect: huile incolore

A une solution de 104 mg de 2-diazo-2-(4-méthoxyphécétate d'éthyle (0,47
mmoles) dans 4 mL de dichlorométhane anhydre siditiannés 25,6 uL d’eau (1,42 mmoles)
puis 2,9 mg de [Ru@lp-cym)l, (4,7 umoles) sous forme de solution dans 1 mL de
dichlorométhane anhydre. Aprés 18 h. le milieu @siporé puis le résidu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (éluant dichla¥tirane/cyclohexane 80/20) pour fournir le
produit attendu sous forme d’une huile incolore 1829, 83%).

RMN H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 1,23 (t, 3H, 7,2 Hz, C§), 3,80 (s, 3H, Ch), 4,11-
4,29 (m, 2H, CH), 6,89 (d, 2H, 8,8 Hz, B, 7,33 (d, 2H, 8,8 Hz, 1.

RMN °C (CDCl, 100 MHz, TMS, ppm)&= 14,0, 55,2, 62,0, 72,4, 113,9, 127,8, 130,6,68,59,
173,8.

SM (IES) : m/z (%) : 233 ([M+N4d).

IR (entre deux faces NaCl, &n: 3474, 2982, 1611, 1518, 1303, 1250, 1179.
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(R)-5,5-diméthyl-2-oxotetrahydrofuran-3-yl 2-(4tert-butylphényl)acétate

O/ﬂ FB C18H2404.
© o PM 304,38 g-mot.

)

Aspect: cristaux blancs

A une solution de 1,87 g (9,74 mmole) d'acideer-butyl-phénylacétique dans 40 mL
de dichlorométhane distillé sont additionnés 2 ,§949nmole) de DCC et 122 mg (1 mmole) de
DMAP suivies de 1,27 g (9,76 mmole) de pantolactéqeés une nuit, le solvant est évaporé a
sec et le solide jaune obtenu est recristallisés abnl’acétone pour fournir le produit attendu
sous forme de cristaux blancs (1,57 g, 53%).

RMN 'H (CDCkL, 400 MHz, TMS, ppm) = 1,01 (s, 3H, CHl lactone), 1,13 (s, 3H, GH
lactone), 1,32 (s, 9H, tBu), 3,75 (d, 2H, 2,4 HE, 4,01 (d, 2H, 3,2 Hz, CH, 5,37 (s, 1H, CH
lactone), 7,25 (d, 2H, 8,4 Hz ) 7,37 (d, 2H, 8 Hz, K).

RMN **C (CDCk, 100 MHz, TMS, ppm)d= 19,7, 22,9, 31,2, 34,4, 40,2, 75,2, 76,1, 1255,
128,9, 130,1, 150,2, 170,7, 172,2.

SM (IES) m/z: 305 [M+1], 631 [2M+23]; (IE, 70 eV): m{Ps): 41(15), 91(21), 117(36), 131(99),
132(40), 147(45), 159(70), 174(100), 175(27), 289(304(19).

IR (pastille KBr, cn) : 2966, 2910, 2875, 1793, 1748, 1518, 1467, 14281, 1369, 1332,
1299, 1270, 1223, 1198, 1150.

5.,5-diméthyl-2-oxotetrahydrofuran-3-yl 2-(4tert-butylphényl)-2-diazoacétate

N2 FB C18H22N204.

0]
ﬂ PM 330,38 g-mot.
O o}

0]
Aspect: huile visqueuse orange

1,2 g (3,95 mmole) de l'ester de pantolactone l@igé précédemment est solubilisé
dans 5 mL d’'acétonitrile anhydre. Le mélange eBbidi a 0°C et 830 pL (5,53 mmole) de
DBU sont additionnés. Aprés 10 min. 1,1 g (5,58 rn@hdepara-tosylazoture sont additionnés
et le mélange est laissé revenir lentement & peeA12 h. le solvant est évaporé et le résidu est
purifié par chromatographie sur gel de silice (Btueyclohexane/acétate d’éthyle 90/10) pour
fournir le produit attendu sous forme d’une huitarge (598 mg, 46%).

RMN 'H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 5= 1, 14 (s, 3H, Ckilactone), 1,27 (s, 3H, GH

lactone), 1,32 (s, 9H, tBu), 4,08 (d, 2H, 2,4 HH.¥; 5,54 (s, 1H, CH lactone), 7,42 (d, 4H, 5,6
Hz, Hy).
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RMN °C (CDCl, 100 MHz, TMS, ppm)&= 19,8, 23,0, 75,1, 76,1, 121,3, 124,1, 126,0,5,49,
163,9, 172,2.

CLHP chirale (Chiralcel OD, Hexane/Ethanol 90/10 & 1 mL/min., B20 nm, 35°C) ;1 6,85
min, &2 7,93 min.

Azoture de 4-méthylbenzenesulfonyfé®

Q, Ny FB C7H7/N3O,S.

S\
/©/ © PM 197,21 g-mot.

Aspect: solide cristallin blanc

A une suspension d’azoture de sodium (14,30 g, M@2) dans 180 mL d’éthanol est
additionnée une solution de chlorure de para-t@wrifonyle (38,10 g, 0,2 mole) dans 160 mL
d’acétone. Le mélange est laissé sous agitatiomumn@uis le fin précipité blanc formé est filtré
sur filtre Millipore ® de porosité 5 um. Le filtrast évapore, le résidu repris dans 40 mL d’eau
distillée et extrait a 'acétate d’éthyle (2 x 20M.). Les phases organiques réunies sont lavées
avec une solution saturée de NaCl puis séchéegliswsulfate de sodium anhydre. Apres
évaporation du solvant sous pression réduite ompege le produit (39,01 g, 99%) sous forme
d’une huile incolore qui cristallise au congélateur

RMN H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 6= 2,47 (s, 3H, CH), 7,40 (d, 2H, 8 Hz, K), 7,82
(d, 2H, 8 Hz, H,).

RMN C (CDCl, 100 MHz, TMS, ppm)s= 21,7, 127,4, 130,2, 135,4, 146,2.

SM (IE, 70 eV): m/z (%): 39(13), 51(8), 63(12), BW( 65(34), 89(10), 91(100), 92(14),
155(74), 156(8), 197(7).

Diisobutyl 2,6-dimethyl-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate

FB C17H27NO4.

O 0]
\ho)j\/jikoﬁ/ PM 309,40 g-mdt.
N
H

Aspect: solide jaune

189 3. Waser, B. Gaspar, H. Nambu, E.M. Carreirddm. Chem. So2006 128 11693 (spectroscopie RMN et IR):
Campbell, DunnQrg. Mass. Spectromi972 6, 599 (spectrométrie de masse).

183



Un mélange d’isobutyl acétoacétate (14 g, 81,29 mmnd’acétate d’'ammonium (3,16 g,
40,65 mmole) et de hexamétylene tétraamine (5405 mmole) est chauffé a 100°C pendant
20 min. Apres l'apparition d’'une coloration jaunealmge, 20 mL d’eau sont additionnés et le
milieu est extrait au dichlorométhane (3 x 75 mlgs phases organiques réunies sont séchées
sur sulfate de sodium anhydre et évaporées pounifoun produit jaune, impur apres controle
par CCM. La purification par recristallisation daths I'acétate d’éthyle fournit le produit pur
sous forme de cristaux jaunes (6,25 g, 25%).

RMN *H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 0,95 (d , 12 H, 6,8 Hz, GHtle I'iBu), 1,95 (m, 2H,
CH de I'iBu), 2,20 (s, 6H, Ch), 3,31 (s, 2H, Ch), 3,88 (d, 4H, 6,4 Hz, CHle I'iBu), 5,18 (sl,
1H, NH).

RMN 3C (CDCL, 100 MHz, TMS, ppm)é= 18,7, 19,1, 24,8, 27,7, 69,8, 98,9, 145,6, 168,1.

IR (pastille KBr, cn') : 3344, 2967, 2934, 2874, 1699, 1658, 1502, 13284, 1220, 1120,
1092, 1051, 1016.
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Méthode générale pour la préparation des acides amésN-benzoylés :

1 équivalent d’acide aminé est solubilisé dans soletion aqueuse 2M d’hydroxyde de
sodium (0,85 mmole acide aminé / mL solution) duiéquivalent de chlorure de benzoyle est
additionné au milieu en deux portions égales espaec 10 minutes. Le milieu hétérogene
devient dans le temps homogene. Aprés homogémisadimplete, le milieu est acidifié a pH 2-

3 avce une solution aqueuse de HCI 1M ce qui enai précipitation d’'un produit blanc. Apres
deux heures le produit est extrait a 'acétatehylét Les phases organiques réunies sont séchées
sur du sulfate de sodium anhydre puis évaporees fpowmir le produit attendu. Celui-ci est
purifi¢ par CLHP préparative (colonne XBridge™ Pré&pl8 5 pm, éluant gradient
eau/acétonitrile 95/5 -> eau/acétonitrile 5/95) ptaurnir les acides aminés-benzoylés de
qualité analytique.

Acide 2-benzamidopropanoiqué’®

COH FB CioH11NOs.
HN. 0 PM 193,20 g-mét.

Aspect: solide blanc

Rendement 81%.

RMN 'H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 1,61 (d, 3H, 7,2 Hz, C§), 4,81 (dg, 1H, CH, 7,2
Hz, 7,2 Hz), 6,63 (sl, 1H, NH), 7,47 (t, 2H, 7,6 ,H4), 7,55 (t, 1H, 7,2 Hz, k), 7,81 (d, 2H,
6,8 HZ, Har)

RMN 3C (CDCk, 100 MHz, TMS, ppm)é= 17,9, 48,6, 127,0, 128,6, 132,1, 133,1, 167,7.
SM (ESI+): m/z (%)= 192, (ESI-): m/z(%): 194.

CLHP chirale (Chiralpak AS, Hexane/Ethanol 80/20 & 1mL/min, U\621n, 40°C): & 10,79
min (R), t2 15,47 min §).

10 C.F. Fong, H.G. Hamistust. J. Cheml981, 34, 1869; D. Liotta, U. Sunay, H. Santiesteban, Wrkiawicz, J
Org. Chem198], 46, 2605 (spectroscopie RMN); S.S. Sandhu, N.S. Aylakindian Chem. S0d 989 66, 530.
(spectroscopie IR).
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Acide 2-benzamidobutanoique

CO,H FB C11H13NOs.

N0 PM 207,23 g-m6t

Aspect: solide blanc

Rendement 80%.

RMN H (MeOD, 400 MHz, TMS, ppm) d= 1,05 (t, 3H, 7,2 Hz, C§), 1,92-1,83 (m, 1H,
Hdiastéréotopiqu)a 2,06‘1,97 (m| 1H, b'lhstéréotopiqt)a 4,54'4,49 (m| 1H, CH), 7!47 (t, ZH, 7!2 HZar)H
7,85 (d, 2H, 7,6 Hz, i), 8,02 (d, 1H, 8,0 Hz, §.

SM (ESI+): m/z (%)= 208, (ESI-): m/z(%): 206; (IESYzm 230 ([M+N4], 437 ([2M+N4]),
644 ([3M+Na]).

IR (pastille KBr, cm') : 3307, 3134, 2968, 2939, 2879, 2677, 2550, 11489, 1618, 1537,
1341, 1297, 1273, 1184, 1131.

Acide 2-benzamidopentanoique

CO,H FB C1H1NOs.
HN. 0 PM 221,25 g-mot.

Aspect: solide blanc

Rendement 91%.

RMN *H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 0,98 (t, 3H, 7,2 Hz, C§), 1,53-1,44 (m, 2H, CH,
1187-1180 (m1 1H1 h"astéréotopiqt)a 2)05_1!97 (m) 1H1 b'llastéréotopiqu)a 4)82 (dd) 1H1 12!8 HZ! 712 H21
CH), 6,64 (d, 1H, 7,2 Hz, NH), 7,46 (t, 2H, 7,2 H&,), 7,54 (t, 1H, 7,2 Hz, &), 7,81 (d, 1H,
7,2 Hz, Hy).

RMN 3C (CDCl, 100 MHz, TMS, ppm)&= 13,6, 18,6, 34,1, 52,5, 127,0, 128,6, 130,1,0,32,
167,7, 175,1.

SM (ESI+): m/z (%)= 222, (ESI-): m/z(%): 220.
IR (pastille KBr, cmt') :3244, 3061, 2959, 2874, 1721, 1635, 1538, 14928, 1271, 1246.

CLHP chirale (Chiralpak AD-H, Hexane/Ethanol 95/5 + TFA 0,1% @al/min., UV 220 nm,
35°C) : t1 22,10 min R), t> 32,26 min §).
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Acide 2-benzamidohexanoique

/\/\(COZH FB Ci3H17/NOs.

HN. 0 PM 235,28 g-mat.

Aspect: solide blanc

Rendement 80%.

RMN 'H (MeOD, 400 MHz, TMS, ppm)d= 0,94 (t, 3H, 7,2 Hz, C¥), 1,48-1,37 (m, 4H,
ZXCHZ), 1,87'1,82 (m, 1H, b]hstéréotopiqL% 2,02'1,94 (m, 1H, h]lastéréotopiqL% 4,58 (q, 1H, 5,2 HZ,
CH), 7,47 (t, 2H, 7,2 Hz, B, 7,55 (t, 1H, 7,2 Hz, 1), 7,85 (d, 2H, 7,2 Hz, B).

SM (ESI+): m/z (%)= 234, (ESI-): m/z(%): 236.

Acide 2-benzamido-4-méthylpentanoique

WCOZH FB C;3H17NOs.
HN 0]

PM 235,28 g-mot.

Aspect: huile visqueuse incolore

Rendement 85%.

RMN H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 5= 1,00 (d, 6H, 5,2 Hz, C§), 1,70-1,86 (m, 3H,
CH(iPr) + CH), 4,84 (dd, 1H, 5,2 Hz, 12,8 Hz, CH), 6,59 (d, T+ Hz, NH), 7,44 (t, 2H, 7,6
Hz, Hy), 7,53 (t, 1H, 7,6 Hz, |, 7,79 (d, 2H, 7,6 Hz, .

RMN **C (CDChk, 100 MHz, TMS, ppm)&= 21,8, 22,8, 24,9, 41,1, 51,3, 127,1, 128,6, 131,9
133,4, 168,1, 176,8.

SM (ESI+): m/z = 236, (ESI-) : m/z = 234.

IR (entre deux faces NaCl, ¢h: 3323, 3064, 2959, 2872, 1723, 1642, 1576, 15891, 1271,
1208, 1166.

CLHP chirale (Chiralpak AD-H, Hexane/Ethanol 85/15 + TFA 0,1% enL/min., UV 220 nm,
35°C) : 1 6,10 min R), t2 6,96 min §).
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Acide 2-benzamido-4.,4-diméthylpentanoique

\*/\/COZH FB Ci4H10NOs.
HN O

PM 249,31 g-mot.

Aspect: solide blanc

Rendement 95%.

RMN 'H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 1,03 (s, 9H, tBu), 1,65 (dd, 1H, 14,4 Hz, 9,2 Hz,
Hdiastéréotopiqt)a 2100 (dd) 1H1 14)4 HZ! 218 HZ;dikLtél’éOtOpiqL% 4)82 (td1 1H! 9!2 sz 312 sz CH)!
6,42 (d, 1H, 7,6 Hz, NH), 7,45 (t, 2H, 7,6 Hz)H7,53 (t, 1H, 7,2 Hz, &), 7,77 (d, 2H, 7,2 Hz).

RMN *3C (CDCL, 100 MHz, TMS, ppm)é= 29.6, 30,7, 45,5, 69,1, 127,1, 128,5, 131,7,6,33,
167,7.

SM (ESI+): m/z = 250, (ESI-) : m/z = 248.

IR (pastille KBr, cm') : 3342, 3242, 3067, 2958, 2912, 2870, 2571, 22979,19828, 1641,
1624, 1604, 1558, 1537, 1414, 1368, 1317, 12464,17180, 1089.

CLHP chirale (Chiralpak AD-H, Hexane/Ethanol 90/10 + TFA 0,1% enL/min., UV 220 nm,
35°C) : t1 8,55 min R), t2 9,44 min §).

Acide 2-benzamido-3-cyclohexylpropanoigue

O/YCOZH FB Ci6H21NOs.
HN. O PM 275,34 g-mat.

Aspect: solide blanc

Rendement 80%.

RMN *H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 0,94-1,03 (m, 2H, cyclohexyl), 1,13-1,27 (m, 2H,
cyclohexyl), 1,45-1,48 (m, 1H, cyclohexyl), 1,64-8,(m, 4H, cyclohexyl), 1,85-1,91 (m, 2H,
CHy), 4,84 (dd, 1H, 14 Hz, 8 Hz, CH), 6,47 (d, 1H, H8, NH), 7,47 (t, 2H, 7,6 Hz), 7,55 (t,
1H, 7,2 Hz), 7,80 (d, 2H, 7,2 Hz).

RMN **C (CDCk, 100 MHz, TMS, ppm)s= 25,9, 26,0, 26,2, 32,5, 33,4, 34,2, 39,7, 50,7,
127,1, 128,6, 132,0, 133,5, 167,8, 176,7.

SM (ESI+): m/z = 276, (ESI-) : m/z = 274.
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IR (pastille KBr, cni) : 3344, 3064, 2923, 2850, 2668, 1971, 1907, 17100,16803, 1579,
1521, 1488, 1447, 1319, 1293, 1261, 1240.

CLHP chirale (Chiralpak AD-H, Hexane/Ethanol 90/10 + TFA 0,1% enL/min., UV 220 nm,
35°C) : 119,85 min R), t» 13,41 min §).

Acide 2-benzamido-3-cyclopropylpropanoique

V/\rCOQH FB Ci3H15NOs.

HN. 20 PM 233,26 g-mot.

Aspect: solide blanc

Rendement 81%.

RMN *H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 0,19 (d, 2H, 4 Hz, cyclopropyl), 0,53-0,55 (m,,2H
cyclopropyl), 0,81-0,84 (m, 1H, CH du cyclopropy)89-1,93 (m, 2H, C}J, 4,88 (dd, 13,2 Hz,
6 Hz, CH), 6,83 (d, 1H, 6,8 Hz, NH), 7,47 (t, 2HH&, H.), 7,53 (t, 1H, 7,2 Hz, K, 7,81 (d,
2H, 7,2 Hz, H).

RMN 3C (CDCL, 100 MHz, TMS, ppm)é= 4,2, 6,9, 53,2, 127,0, 128, 7, 132,0, 135,0,8.74,
SM (ESI+): m/z = 234, (ESI-) : m/z = 232.

IR (pastille KBr, cn') : 3509, 3323, 3078, 3004, 1954, 1908, 1716, 16633,16822, 1310,
1296, 1281, 1241, 1210, 1174

CLHP chirale (Chiralpak AD-H, Hexane/Ethanol 85/15 + TFA 0,1% enL/min., UV 220 nm,
35°C) : 1 7,97 min R), t» 11,58 min §).

Acide 2-benzamidopent-4-enoigug?

WCOQH FB CioH13NOs.

HN. 0 PM 219,24 g-mot.

Aspect: solide jaunatre

"1 Q.B. Broxterman, B. Kaptein, J. Kamphuis, H.E. Gahaker,J. Org. Chem1992 57, 6286 (spectroscopie
RMN), Hurd, Bauer,). Org. Chenl953 18, 1440 (spectroscopie IR).
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Rendement 87%.

RMN H (CDCls, 400 MHz, TMS, ppm) 6= 2,66-2,77 (m, 2H, C§J, 4,85 (dd, 1H, 12,4 Hz, 6
Hz, CH), 5,17-5,22 (m, 2H, CHallyl), 5,76-5,83 (m, 1H, CH allyl), 6,78 (d, 1H,2 Hz, NH),
7,43 (t, 2H, 7,6 Hz, K), 7,52 (t, 1H, 7,6 Hz, |, 7,77 (d, 2H, 7,6 Hz, §.

RMN *C (CDCkL, 100 MHz, TMS, ppm)3= 36,0, 52,0, 119,7, 127,0, 128,6, 132,0, 133,3,
167,8, 175,0.

SM (ESI+): m/z = 220, (ESI-) : m/z = 218.

IR (entre deux faces NaCl, ¢im: 3329, 3068, 2983, 1966, 1730, 1643, 1604, 15763,15890,
1441, 1417, 1344, 1268, 1227, 1160.

CLHP chirale (Chiralpak AD-H, Hexane/Ethanol 80/20 + TFA 0,1% enL/min., UV 220 nm,
35°C) : 11 5,78 min R), t» 7,11 min §).

Acide 2-benzamidopent-4-ynoiqu¥?

CO,H FB Ci2H11NOs.
HN__O

AN

PM 217,22 g-mot.

Aspect: huile legerement jaunatre

Rendement 80%.

RMN 'H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 6= 2,11 (t, 1H, 2,4 Hz, CH propargyl), 2,96 (t, 2H,
2,4 Hz, CH), 4,95-5,00 (m, 1H, CH), 6,99 (d, 2H, 7,2 Hz, NRA}X7 (t, 2H, 7,2 Hz, Har), 7,55
(t, 1H, 7,2 Hz), 7,83 (d, 2H, 7,2 Hz).

RMN *°C (CDCk, 100 MHz, TMS, ppm)s= 22,2, 51,0, 71,9, 127,2, 128,6, 132,1, 133,2,8,67
173,4.

SM (ESI+): m/z = 218, (ESI-) : m/z = 216.

IR (entre deux faces NaCl, ¢ém: 3297, 3063, 2601, 2122, 1968, 1912, 1807, 11842, 1604,
1577, 1530, 1489, 1429, 1343, 1267, 1220.

CLHP chirale (Chiralpak AD-H, Hexane/Ethanol 80/20 + TFA 0,1% enL/min., UV 220 nm,
35°C) : 116,63 minN R), t2 7,72 min §).

172 \.J. Sofia, P.S. Chakravarty, J.A. Katzenellenmgde Org. Chem1983 48, 3318 (spectroscopie RMN, IR et
de masse).
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Acide 2-benzamido-4-(méthylthio)butanoique

/SWCO2H FB CyH1sNOsS.

HN. 20 PM 253,32 g-mot.

Aspect: solide blanc

Rendement 92%.

RMN 'H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 3= 2,14 (s, 3H, Me), 2,18-2.24 (m, 1H, gH
Hdiastéréotopiqu)a 2,33'2-36 (m, 1H, CH Hdiastéréotopiqt)a 2,68 (m, 2H, ClZD, 4,93 (dd, 1H, 7,2 HZ,
12,0 Hz, CH), 7,15 (d, 1H, 7,2 Hz, NH), 7,46 (t,,ZH6 Hz, H), 7,55 (t, 1H, 7,2 Hz, i), 7,83
(d, 2H, 7,6 Hz, H).

RMN °C (CDCl, 100 MHz, TMS, ppm)&= 15,4, 30,0, 30,7, 52,4, 127,1, 128,7, 132,1, 1,33,
168,0, 175,2.

SM (IE, 70 eV): m/z (%)= 28(19), 51(16), 77(50), 18%(105(100), 106(10), 161(29), 174(41),
235(7).

IR (pastille KBr, cm') : 3405, 3328, 2919, 2568, 1754, 1730, 1629, 15842, 1445, 1320,
1262, 1233, 1218, 1190, 1163.

Acide 2-benzamido-3-(thiophen-2-yl)propanoique

mCOQH FB Cy4H13NOs.
\ S HN 0]

PM 275,32 g-mot.

Aspect: solide jaunatre

Rendement 80%.

RMN H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 3,57 (dd, 2H, 4,8 Hz, 3,2 Hz, GH5,08-5,13 (m,
1H, CH), 6,74 (d, 1H, 6,8 Hz, NH), 6,88 (d, 1H, ®8, H.), 6,96 (dd, 1H, 5,2 Hz, 3,2 Hz .}
7,20 (dd, 1H, 5,2 Hz, 0,8 Hz,.B 7,45 (t, 2H, 7,2 Hz, §), 7,54 (t, 1H, 7,2 Hz, &), 7,77 (d, 2H,
7.2 Hz, Hy) .

RMN **C (CDCk, 100 MHz, TMS, ppm)3= 31,5, 53,0, 125,0, 127,0, 127,1, 128,7, 132,0,
133,0, 137,0, 167,5, 174,0.

SM (ESI+): m/z = 276, (ESI-) : m/z : 274.

IR (entre deux faces NaCl, ¢im: 3326, 3067, 2598, 1965, 1729, 1639, 1576, 1529,14436,
1342, 1245, 1212, 1160.
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Acide 2-benzamidophénylpropanoigue

©/\(C02H FB Ci6H15NOs.
HN. 0 PM 269,30 g-mat.

Aspect: solide blanc

Rendement 82%.

RMN 'H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 3,28 (dd, 1H, 14,0 Hz, 6,4 HZ gkkwreotopiqs 3,39
(dd, 1H, 14 Hz, 5,6 Hz, fhstéréotopiqye 5,07 (dt, 1H, 7,2 Hz, CH), 6,50 (d, 1H, 6,8 N#), 7,35-
7.21 (m, 5H, H), 7,43 (t, 2H, 7,6 Hz, i), 7,53 (t, 1H, 7,6 Hz, k), 7,68 (d, 2H, 7,6 Hz, ).

RMN **C (CDCkL, 100 MHz, TMS, ppm)3= 37,0, 53,6, 127,0, 127,4, 128,7, 128,8, 129,3,
132,1, 133,2, 135,5, 167,8, 173,6.

SM (ESI+): m/z (%)= 270, (ESI-): m/z(%): 268.

Acide 2-benzamido-4-phénylbutanoiqu¥®

FB C1/H17/NOs.
CO,H
PM 283,32 g-mot.

HN.__O

Aspect: solide blanc

Rendement 80%.

RMN 'H (MeOD, 400 MHz, TMS, ppm) &= 2,21-2,14 (M, 1H, khsteréotopiqls 2,29-2,23 (M,
1H, Hyiastéréotopigds 2,84-2,72 (m, 2H, Ch), 4,57 (q, 1H, 4,8 Hz, CH), 7,29-7,15 (m, 5Hy)H
7,47 (t, 2H, 8,0 Hz, K)), 7,84 (d, 2H, 7,2 Hz, &), 8,02 (d, 1H, 8 Hz, &).

SM (ESI+): m/z (%)= 284, (ESI-): m/z(%): 282.

13D, Ben-Ishai et alTetrahedronl977 33, 1533 (spectroscopie RMN et IR).
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Méthode générale pour la préparation des oxazolongspartir des acides aminé-
benzoylés :

1 équivalent d’acide amini®-benzoylé est solubilisé dans de I'anhydride aceétifl
mmole acide amin®&-benzoylé / 3,3 mL d’anhydride acétique). Le mékamgt porté a 65°C
pendant 2 heures puis 'anhydride acétique en easiesvaporé sous vide. Le produit obtenu est
suffisament pur pour servir comme substrat pourdastions envisagées.

4-ethyl-2-phenyloxazol-5(4H)-on&*

FB C11H11NOo.

PM 189,21 g-mot.

N= o
Aspect: solide blanc

0]
Rendement 90%.
RMN 'H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 1,04 (t, 3H, 7,2 Hz, C¥), 1,96-1,89 (m, 1H,
Hdiastéréotopiqu)a 2,13‘2,08 (m| 1H, b'lhstereotopiqt)a 4,83 (dd, 1H, 13,2 HZ. 6,4 Hzaﬁnétriqu}, 6,71
(d, 7,2 Hz, NH), 7,52-7,46 (m, 2H B, 7,82 (d, 2H, 7,2 Hz, &), 8,10 (d, 1H, 7,2 Hz, k).

RMN *3C (CDCL, 100 MHz, TMS, ppm)é= 9,4, 24,8, 66,2, 127,8, 128,7, 130,5, 133,7,5,67,
176,4.

SM (IE, 70 eV): m/z (%)= 51(15), 77(44), 105(100)0135), 161(30), 189(12).

IR (entre deux faces NaCl, ¢ 2972, 2936, 1721, 1644, 1603, 1577, 1535, 1489.

2-phényl-4-propyloxazol-5(4H)-one

FB C12H13NOs.

PM 203,24 g-mot.
N/

/\/‘\\<O Aspect: solide blanc

0]

Rendement 91%.

174 Boksiner,J. Org. Chem. USSEEng|. Transl.}JL972 8, 609; BoksinerZh. Org. Chem1972 8, 604
(spectroscopie IR).
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RMN *H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 0,99 (t, 3H, 7,2 Hz, C§), 1,50-1,59 (m, 2H, CH,
1182-1188 (m! 1H1 h"astéréotopiqt)a 1196-2103 (m) 1H) b'lhstéréotopiqt% 4)42 (t(dd)l 1H) 6 HZI CH))
7,49 (t, 2H, 7,6 Hz, K)), 7,58 (t, 1H, 7,2 Hz, ), 8,00 (d, 2H, 8 Hz, K.

RMN *3C (CDCL, 100 MHz, TMS, ppm)é= 13,6, 18,6, 33,5, 65,2, 125,9, 127,8, 128,7,6,32,
161,5, 178,5.

SM (IE, 70 eV): m/z (%)= 77(53), 105(100), 147(36)3219).

IR (pastille KBr, cm'): 1819, 1654, 1324.

4-isobutyl-2-phenyloxazol-5(4H)-one

FB Cy3H1sNOs..

PM 217,26 g-mot.
N/

MO Aspect: solide blanc

(0]
Rendement 98%.
RMN H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 6= 1,02 (“dd”, 6H, 20 Hz, 6,4 Hz, Gj{ 1,67-1,72
(m, 1H), 1,82-1,87 (m, 1H), 2,01-2,10 (m, 1H), 4(dd, 1H, 9,2 Hz, 6 Hz, CH), 7,49 (t, 2H, 8
Hz, H.), 7,56 (t, 1H, 7,6 Hz, i), 8,00 (d, 2H, 7,2 Hz, &).

RMN *°C (CDCk, 100 MHz, TMS, ppm)s= 31,4, 33,1, 64,4, 126,3, 127,9, 128,4, 128,5,7,32
140,1, 161,9, 178,5.

SM (IE, 70 eV): m/z (%)= 77(52), 105(100), 147(3461131), 174(26), 217(17).

IR (entre deux faces NaCl, € 2959, 2872, 1722, 1641, 1538.

4-neopentyl-2-phenyloxazol-5(4H)-one

FB C14H 17N Oz.

PM 231,29 g-mot.
N/

MO Aspect: solide blanc

o)

Rendement quantitatif.
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RMN *H (CDClL, 400 MHz, TMS, ppm) 6= 1,10 (s, 9H, tBu), 1,60 (dd, 1H, 14 Hz, 10 Hz,
Hdiastéréotopiqt)a 1)95 (dd) 1H1 14 HZ! 312 HZ;d’éEtéréotopiqL% 4141 (dd! 1H1 10 sz 312 HZ) CH)!
7,46 (t, 2H, 8 Hz, H), 7,57 (t, 1H, 7,6 Hz, §J, 8,00 (d, 2H, 7,2 Hz, §.

RMN *3C (CDCL, 100 MHz, TMS, ppm)é= 29,6, 30,8, 45,7, 63,4, 126,1, 127,8, 128,7,5,32,
160,8, 179,9.

SM (IE, 70 eV): m/z (%)= 77(56), 105(100), 147(42JA43), 231(27).

IR (entre deux faces NaCl, ¢h: 2956, 2908, 2870, 1825, 1653, 1322, 1295, 1240.

4-(cyclopropylméthyl)-2-phenyloxazol-5(4H)-one

FB Ci13H13NOo.

PM 215,25 g-mot.
N/

MO Aspect: solide blanc

(0]
Rendement 90%.
RMN *H (CDCL, 400 MHz, TMS, ppm) = 0,19-0,21 (m, 2H, cyclopropyl), 0,47-0,50 (m, 2H,
cyclopropyl), 0,89-0,93 (m, 1H, CH du cyclopropyl)/3-1,80 (m, 1H, Hhstéréotopiqus 2,02-2,10
(M, 1H, Hiasteréotopiqe 4,45 (t(dd), 1H, 5,6 Hz, CH), 7,50 (t, 2H, H&, H.), 7,59 (t, 1H, 7,2
Hz, Hy), 8,02 (d, 2H, 7,6 Hz, .
SM (IE, 70 eV): m/z (%)= 51(20), 55(89), 77(66), 1080), 161(16), 186(20), 187(23), 215(16).

IR (pastille KBr, cn"): 1819, 1724, 1654, 1616, 1577, 1542, 1330, 12842, 1218.
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4-(cyclohexylméthyl)-2-phenyloxazol-5(4H)-one

FB C]_GH 1gN 02.

PM 257,33 g-mot.

N= o
Aspect: solide blanc

O
Rendement 98%.

RMN 'H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 6= 0,90-1,90 (m, 13H, cyclohexyl + GH 4,45 (dd,
1H, 8,8 Hz, 5,6 Hz, CH), 7,49 (t, 2H, 7,6 Hz,)H7,58 (t, 1H, 7,2 Hz, i), 8,01 (d, 2H, 7,2 Hz,
Har).

RMN *°C (CDCkL, 100 MHz, TMS, ppm)&= 32,6, 33,4, 34,2, 39,5, 63,3, 126,0, 127,8, 128,7
132,6, 161,4, 179,1.

SM (IE, 70 eV): m/z (%)= 55(17), 77(48), 105(100),7(34), 148(20), 161(22), 174(29),
257(24).

IR (entre deux faces NaCl, éh: 2923, 2851, 1828, 1721, 1653, 1449, 1322, 1296.

4-allyl-2-phenyloxazol-5(4H)-one

PM 201,22 g-mot.
N/

MO Aspect: solide blanc-jaune

(0]
Rendement 91%.

RMN *H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 2,69-2,62 (M, 1H, khswréotopiqls 2,87-2,79 (m,
1H, Hyiastéréotopigys 4,91 (t, 1H, 6 Hz, H@metiqud, 5,17 (d, 1H, 10,4 Hz, CHuy), 5,25 (dd, 1H,
15,6 Hz, 3,6 Hz, Chlay), 5,85-5,75 (M, 1H, CHuy), 7,49 (t, 2H, 8 Hz, Har), 7,59 (t, 1H, 7.6
Hz, Hy), 8,00 (d, 2H, 7,2 Hz, .

RMN *C (CDCkL, 100 MHz, TMS, ppm)3= 35,3, 65,3, 119,8, 127,9, 128,7, 131,3, 132,8,
132,9, 162,0, 177,5.

SM (IE, 70 eV): m/z (%)= 51(12), 77(38), 105(100)519), 160(14), 173(26), 201(6).
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2-phenyl-4-(prop-2-ynyl)oxazol-5(4H)-one

FB Ci2H9NO:,.

PM 199,21 g-mét.

\\\)\(O Aspect: solide blanc-jaune

Rendement 96%.

RMN *H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 2,03 (t, 1H, 2,4 Hz, CH alkyne), 2,89 (ddd, 1H,
16,8 Hz, 5,2 Hz, 2,4 Hz, GHgiastéréotopiqye 2,98 (ddd, 1H, 16,8 Hz, 5,2 Hz, 2,4 Hz, CH
diastéréotopiqL% 4,57 (t, 1H, 5,2 HZ, CH), 7,50 (m, 3Har}’,| 8,03 (dd, 2H, 7,2 HZ, 1,2 Hz,ab'l

RMN **C (CDCk, 100 MHz, TMS, ppm)é= 21,5, 64,0, 71,7, 125,4, 128,0, 128,7,133,0,8,62,
176,5.

SM (IE, 70 eV): m/z (%)= 51(27), 52(6), 77(60), 1080), 106(12), 128(8), 160(63), 161(8),
171(21), 199(5).

IR (entre deux faces NaCl, € 3295, 1732, 1645, 1603, 1577, 1529, 1489, 1221.

4-phenethyl-2-phenyloxazol-5(4H)-onE®

PM 265,31 g-mot.

©/\)\‘<O Aspect: solide blanc
@)

Rendement 90%.

RMN H (CDCls, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 2,23-2,11 (m, 2H, C}§), 2,39-2,29 (m, 2H, C}),
4,41 (dd, 1H, 7,6 Hz, 6 Hz, CH), 7,30-7,21 (m, BH,), 7,43 (t, 2H, 7,2 Hz, ), 7,51 (t, 2H,
7,2Hz, H), 8,02 (d, 2H, 7,2 Hz, .

RMN *°C (CDCk, 100 MHz, TMS, ppm)s= 31,4, 33,1, 64,4, 126,3, 127,9, 128,4, 128,5,7,32
140,1, 161,9, 178,2.

SM (IE, 70 eV): m/z (%)= 77(40), 105(70), 161(10052126), 265(2).

175 M. BernabeAn. Quim 1972 68, 1005 (spectrométrie RMN, IR).
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IR (pastille KBr, cm'): 1726, 1640, 1521.

2-phényl-4-(thiophen-2-yimethyl)oxazol-5(4H)-on&°®

FB C14H1iNO,S.
PM 257,31 g-mot.

7\ o Aspect: solide jaune

Rendement 90%.

RMN lH (CDCI3, 400 MHZ, TMS, ppm) 8: 3,49 (dd, 1H, 15,2 HZ, 6,0 HZ, GH'Hd|astéréotop|qu,e
3,60 (dd, 1H, 15,2 Hz, 4,8 Hz, GHHgiastercoopiads 4,71 (t, 1H, 5,6 Hz, CH), 6,90 (dd, 1H, 5,2
Hz, 3,6 Hz, H), 6,93 (d, 1H, 2,8 Hz, §J, 7,13 (dd, 1H, 5,2 Hz, 0,8 Hz ) 7,48 (t, 2H, 8,0 Hz,
Hap), 7,58 (t, 1H, 7,6 Hz, ), 7,97 (d, 2H, 7,6 Hz, §).

RMN *3C (CDCk, 100 MHz, TMS, ppm)s= 125,2, 126,8, 127,1, 127,2, 128,0, 128,7, 132,9,
136,2, 166,3, 174,0.

SM (IE, 70 eV): m/z (%)= 51(11), 77(32), 97(100), 88, 99(9), 105(19), 257(9).

IR (entre deux faces NaCl, €h: 2927, 1728, 1643, 1529, 1488.

4-(2-(méthylthio)éthyl)-2-phenyloxazol-5(4H)-on&’’

FB Ci2H13NOSS.

PM 235,30 g-mot.

WO Aspect: solide blanc
s

O
Rendement quantitatif.

RMN *H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 2,12 (s, 3H, Ch), 2,30-3,00 (m, 4H, 2 x CHj
4,61 (t, 1H, 6,0 Hz, CH), 7,49 (t, 2H, 8,0 Hz)H7,58 (t, 1H, 7,6 Hz, &), 8,00 (d, 2H, 7,2 Hz,

Har) .

%K. Gottwald, D. Seebach, Tetrahedron, 1999, 58, (3@ectroscopie RMN, IR et de masse).
Y7 G. SchulzChem. Ber1979 112, 3221 (spectroscopie RMN et IR).
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RMN *3C (CDCL, 100 MHz, TMS, ppm)é= 15,1, 30,0, 30,3, 63,6, 128,0, 128,4, 128,5,832,
162,1, 178,3.

SM (IE, 70 eV): m/z (%)= 77(52), 105(100), 161(49JAL77), 235(18).

IR (pastille KBr, cnt): 1731, 1629, 1577, 1539, 1231, 1219, 1191, 1176.
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N-(3-azidopropyl)-2-(4-hydroxy-3-méthoxyphénylacétmide

Hom FB C12H16N403.
o ”/\/\M PM 264,28 g-mot.

Aspect: cristaux beiges

1 g d’acide homovanilliqgue (5,47 mmole) et 0,8 ne_tdéthylamine (5,75 mmole) sont
solubilisées dans 10 mL de DMF. Ensuite une salutie 3-azidopropan-l-amine (19,94 g
solution, ¢ = 279 mg azoture/g solution; 5,56 gtam 5,55 mmole) dans le toluéne est
additionnée au milieu réactionnel suivie d'une solude 2,073 g de HBTU (5,47 mmole) dans
10 mL de DMF. Agitation magnétique pendant la quits le milieu réactionnel est evaporé a
sec et le produit attendu est purifié par rectisetion dans I'acétone (747 mg, 52%).

RMN 'H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 1,71 (quint, 2H, 6,8 Hz, CN3), 3,28 (“q”, 4H,
6,4 Hz, CH-CHy), 3,49 (s, 2H, Ch), 5,79 (sl, 1H, OH), 6,71 (dd, 1H, 8 Hz, 1,6 Hz)H6,74
(d, 1H, 2 Hz, H), 6,88 (d, 1H, 8 Hz, k).

RMN **C (CDCh, 100 MHz, TMS, ppm)&= 28,5, 37,3, 43,3, 49,3, 55,9, 111,8, 114,8, 122,2
126,3, 145,0, 146,9, 171,8.

SM (IE, 70 eV): m/z(%): 28(18), 56(27), 94(15), 122(1137(100), 138(26), 164(30), 181(23),
264(16).

IR (pastille KBr, cm') : 3334, 2938, 2098, 1637, 1595, 1555, 1518, 14887, 1363, 1258,
1224, 1154, 1125.

2.5-dioxopyrrolidin-1-yl hex-5-ynoate

FB CloH 11N O4.

0 PM 209,20 g-mot.

O
N
\\/\/U\op Aspect: solide blanc

A l'acide 5-hexynoique ( 6,61 g, 56 mmole) sontiaddées, succesivement une solution
de N-hydroxysuccinimide (6,64 g, 56 mmole) dans 30 m& @HF et une solution de
dicyclohexylcarbodiimide (11,53 g, 56 mmole) dar® rBL de THF. Agitation magnétique
pendant une nuit a t.a. Le précipité formé estéfifpuis le filtrat est évaporé est purifié par
chromatographie sur gel de silice (éluant hexag#dse d’éthyle 70/30) pour fournir le produit
attendu sous forme d’un solide blanc (8,77 g, 75%)
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RMN 'H (Acétone R, 300 MHz, TMS, ppm) 8= 1,94 (quint, 2H, 7,3 Hz, HCGIEH,CH,),
2,38 (dt, 2H, 7,3 Hz, 2,5 Hz, HEGCH,CHy), 2,46 (t, 1H, 2,5 Hz, CH), 2,80 (t, 2H, 7,3 Hz,
HCCHZCHZCHZ)’ 2190 (S’ 4H1 |§ljccinimidt9-

SM (IES) m/z(%): 232 [M+Nd]

N-(2-(1H-imidazol-4-yl)éthyl)hex-5-ynamide

N N
CT 7T PM 205,26 g-mot.
HN O

Aspect: solide blanc

2,91 g d’histamine (25,4 mmole) et 5,31 g de 2¢b«dpyrrolidin-1-yl hex-5-ynoate (25,4
mmole) sont solubilisés dans 30 mL de DMF. Aprés onit d’agitation magnétique a t.a. le
milieu est evaporé a sec. Le résidu est repris damaélange DCM/méthanol 96/4 et le produit
attendu précipite (2,75 g). Le reste du brut espbrolatographié sur gel de silice (éluant
DCM/méthanol 96/4) pour fournir un deuxiéme lot geoduit pur, solide blanc (1,94 g).
Rendement global 90%.

RMN *H (CDsOD, 300 MHz, TMS, ppm) 3= 1,76-1,67 (m, 2H, CHCH»-CHy), 2,15-2,09 (m,
2H, CHCONH), 2,26-2,19 (m, 2H, I8,CCH), 2,61 (s, 1H, CHind, 2,72 (t, 2H, 7,3 Hz,
CH,CH,NHCO), 3,37 (t, 2H, 7,3 Hz, C4&H,NHCO), 6,82 (s, 1H, K), 7,59 (s, 1H, k).

SM (IES) m/z(%): 206 [M+1], 411 [2M+1].
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N-(2-(1H-imidazol-4-yl)éthyl)-4-(1-(3-(2-(4-hydroxy-3-méthayphényl)acétamido)propyl)-
1H-1,2 3-triazol-4-y)butanamide

//_NH FB C23H31N704.
N _~
PM 469,54 g-mot.

Os_NH Aspect: huile jaunatre

o~ NN

HO\Q\)\NH

—0

Dans un mélange d’'eau (1 mL) et @et-butanol (1 mL) sont solubilisés M-(2-(1H-
imidazol-4-yl)éthyl)hex-5-ynamide (34,6 mg, 169 de)cet le N-(3-azidopropyl)-2-(4-hydroxy-
3-méthoxyphényl)acétamide (50,2 mg, 190 pmole). uEmsau milieu réactionnel sont
additionnés 169 uL d’'une solution 100M d’ascorkdgesodium (16,9 mmole) et 16,9 pL d’'une
solution 100M de sulfate de cuivre (Il) pentahydrét,69 mmole). Le milieu est agité a 80°C
pendant trois jours, puis le bon produit (12,7 M%) est obtenu par purification par
chromatographie sur gel de silice (éluant DCM/miéth&6/14).

RMN 'H (MeOD, 300 MHz, TMS, ppm)d= 1,70-1,83 (m, 2H, Ch), 1,90-2,03 (m, 2H, C}),
2,05-2,15 (m, 2H, Ch), 2,45-2,58 (m, 2H, C}), 2,68-2,72 (t, 2H, 9,0 Hz, G 3,03-3,14 (m,
2H, CHp), 3,29-3,40 (m, 4H, 2 x Ch| 3,72 (s, 3H, Ch), 4,12-4,25 (m, 2H, C}), 6,60 (s, 1H,
Ha), 6,76 (s, 1H, ), 6,97 (s, 1H, K, 7,52 (s, 1H, ), 8,09 (s, 1H, k).

SM (IES) m/z(%): 470 [M+1].

2-(pyridin-2-ylIméthyléne)hydrazinecarboximidamide

H FB C7HgNs.
N,N\”/NHQ
NS NH PM 163,18 g-mot.
|
= Aspect: solide blanc verdatre

L’aminoguanidine chlorhydrate (928 mg, 8,39 mmais) solubilisée dans un minimum
d’éthanol, puis la pyridine-2-carboxaldehyde (0,&,n8,41 mmole) est ajoutée au milieu
réactionnel. On porte a reflux puis une goutté idasulfurique concentré est additionnée ce qui
conduit a la coloration en jaune du milieu hétérnmgeLe mélange est chauffé au reflux de
I’éthanol pendant une nuit (la solution hétérogéeeient verte) puis le solide est filtré sur fritté
et lavé a I'’éthanol glacé pour fournir 264 mg (19%4n solide blanc verdatre.

202



RMN *H (D,0, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 7,78 (t, 1H, 6,4 Hz, K), 8,01 (d, 1H, 8 Hz, K),
8,12 (s, 1H, CH), 8,30 (td, 1H, 8Hz, 1,2 Hz 18,65 (d, 1H, 5,2 Hz, k).

RMN C (D,0, 100 MHz, TMS, ppm)é= 125,3, 126,6, 140,6, 143,7, 145,0, 146,2, 155,2.
SM (ESI+) m/z : 164 (M+H).

IR (pastille KBr, cnt) : 3092, 2860, 2787, 1701, 1615, 1152, 1081.

Ethane-1.2-diyldicarbamodithioate de potassium

S FB C4HgK2N2S,.
PM 288,56 g-mot.
Aspect: solide jaune

L’ethylenediamine (2 mL, 30 mmole) et le KOH (a 85849, 60 mmole) sont solubilisés
dans 65 mL d’éthanol a 0°C. Aprés solubilisatiomptete, le disulfure de carbone (4,5 mL, 75
mmole) est ajouté ce qui entraine la formation guécipité jaune. Aprés une heure le produit
attendu est isolé par filtration sous forme d’ulidejaune (7,339 g, 85%).
RMN *H (D,O, 400 MHz, TMS, ppm) &= 3,79 (s, 4H).
RMN C (D,0, 100 MHz, TMS, ppm)s= 44,6, 46,4, 211,9.

SM (ESI+) m/z : 213 (M+H, forme diprotonée)

Hexane-1,6-diyldicarbamodithioate de potassium

S FB CgH14K2N2S,.
N PM 344,67 g-mot.
Aspect: solide blanc
La 1,6-hexanediamine (2 g, 17,21 mmole) est saosdal dans 35 mL d’éthanol. A la
solution résultante refroidie a 0°C par un baingtece 2,27 g de KOH (a 85%, 34,38 mmole)
sont additionnés, puis 2,6 mL de disulfure de caeb@3,23 mmole). Apres retour a t.a. le

produit précipité est récupéré par filtration (31499%, solide blanc).

RMN *H (D;O, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 1,5-1,3 (m, 4H), 1,7-1,6 (m, 4H), 3,54 (t, 4H2 7,
Hz).
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RMN C (D,0O, 100 MHz, TMS, ppm)= 25,7, 27,5, 47,9, 209,6.
SM (ESI+) m/z : 269 (M+H, forme diprotonée).

IR (pastille KBr, cnt') : 3271, 2929, 2855, 1486, 1083, 940.

Decane-1,10-diyldicarbamodithioate de potassium

S FB C]_2H22K2N284.
PM 400,77 g-mot.
Aspect: solide blanc

La 1,10-decanediamine (2 g, 13,86 mmole) est sidébi dans 35 mL d’éthanol. A la
solution résultante refroidie a 0°C par un baingteece 1,53 g de KOH (a 85%, 23,18 mmole)
sont additionnés, puis 1,75 mL de disulfure de @maeb(29,09 mmole). Apres retour a t.a. le

produit précipité est récupéré par filtration (3,4¢562%, solide blanc).

RMN H (D,0, 400 MHz, TMS, ppm) = 1,4-1,3 (m, 12H), 1,64-1,6 (m, 4H), 3,52 (t, 42
Hz).

RMN C (D,0, 100 MHz, TMS, ppm)s= 26,0, 27,6, 28,3, 28,5, 48,1, 209,5.
SM (ESI+) m/z : 325 (M+H, forme diprotonée).

IR (pastille KBr, cnt') : 3268, 2921, 2851, 1485, 938.

2-phénylhydrazinecarbodithioate de potassium

y S FB C/H7KN Sy
N Aok
©/ H PM 222,37 g-mot.
Aspect: solide blanc-jaunatre
La phénylhydrazine (2 mL, 20,33 mmole) est solgB#i dans 35 mL d’éthanol. A la
solution résultante refroidie a 0°C par un baingtece 2,98 g de KOH (a 85%, 45,15 mmole)
sont additionnés puis 3 mL de disulfure de carbd®88 mmole). Aprés retour a t.a. le produit

précipité est récupéré par filtration (3,750 g, 83®ide blanc-jaunatre).

RMN H (D,0, 400 MHz, TMS, ppm) = 6,92 (d, 2H, 7,6 Hz, k), 7,01 (t, 1H, 7,6 Hz, K),
7,36 (t, 2H, 7,6 Hz, k).
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RMN *3C (D,0, 100 MHz, TMS, ppm)s= 113,7, 121,2, 129,4, 147,0, 213,4.
SM (ESI+) m/z : 185 (M+H, forme protonée).

IR (pastille KBr, cm) : 3390, 1599, 1493, 1139, 996.

(2-((2-phénylhydrazono)methyl)pyridine

FB CioH11Ns.

H
| N\ \N/N
_ PM 197,24 g-mot.

Aspect: solide jaune

La phénylhydrazine (827 uL, 8,41 mmole) est ajogéette a goutte sur la pyridine-2-
carboxaldéhyde (800 uL, 8,41 mmole). La réactianiramédiate et violente. Le solide jaune
obtenu (1,322 g, 80%) est lavé a I'éthanol et thée

RMN *H (Acétone-R, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 6,83 (t, 1H, 7,2 Hz, W), 7,28-7,18 (m, 5H,
Had), 7,76 (t, 1H, 7,2 Hz, K), 7,91 (s, 1H, CH), 8,02 (d, 1H, 8 Hza} 8,50 (d, 1H, 4,8 Hz,
Har), 9,82 (sl, 1H, NH).

RMN *3C (Acétone-R, 100 MHz, TMS, ppm)5= 112,4, 118,6, 119,7, 122,2, 129,0, 136,0,
137,3, 145,0, 149,1, 155,2.

SM (ESI+) m/z : 198 (M+H).

IR (pastille KBr, cm') : 3225, 3185, 3127, 3058, 3024, 3004, 2948, 28685, 1568, 1494,
1466, 1434, 1355, 1272, 1250, 1149, 1089, 996.

1-phényl-2-(thiophen-2-yIméthylene)hydrazine

“~ /H FB C]_]_H]_oNzS.
= N
@ O PM 202,28 g-mot.
Aspect: solide jaune
La phénylhydrazine (842 pL, 8,56 mmole) est ajowgt@atte a goutte sur la pyridine-2-

carboxaldehyde (800 uL, 8,56 mmole). La réactianiramédiate et violente. Le solide jaune
obtenu (1,528 g, 88%) est lavé a I'éthanol et thée
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RMN *H (Acétone-R3, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 6,77 (t, 1H, 7,2 Hz, K), 7,03 (t,1H, 4,8 Hz,
Har), 7,08 (d, 2H,8 Hz, W), 7,15 (d, 1H, 3,6 Hz, K), 7,22 (t, 2H, 8 Hz, W), 7,37 (d, 1H, 4,8
Hz, Har), 8,08 (s, 1H, CH), 9,41 (sl, 1H, NH).

RMN *3C (Acétone-R, 100 MHz, TMS, ppm)5= 112,2, 119,1, 125,3, 126,2, 127,2, 129,0,
132,0, 141,3, 145,3.

SM (ESI+) m/z : 203 (M+H).

IR (pastille KBr, cni): 3325, 1603, 1535, 1506, 1448, 1297, 1264, 12355, 1137.

1.2-bis(pyridin-2-ylméthyléne)hydrazine

= FB C12H10N4.
7 N N PM 210,23 g-mot.
Aspect: solide jaune

A la pyridine-2-carboxaldehyde (1,55 mL, 16,3 mmast additionnée, goutte a goutte,
sous agitation, I'hydrazine hydrate (250 uL, dedjiéydratation 1,5, 4,36 mmole). La réaction
est rapide, apres quelques secondes le milieu rtetneuble et apres une minute le milieu
devient solide. Le solide cristallin jaune (667 ni@%) est filtré sur fritté et lavé a I'éthanol
glace.

RMN 'H (Acétone-R, 400 MHz, TMS, ppm) 6= 7,50 (dd, 2H, 7,2 Hz, 5,2 Hz,\H, 7,94 (td,
2H, 8Hz, 1,2 Hz, 1), 8,20 (d, 2H, 8 Hz, W), 8,58 (s, 2H, CH), 8,72 (d, 2H, 4,8 HzsH

RMN 3C (Acétone-R, 100 MHz, TMS, ppm)&= 121,3, 125,3, 136,6, 149,9, 152,9, 161,9.
SM (ESI+) m/z : 211 (M+H).

IR (pastille KBr, cr): 3079, 3052, 3004, 2958, 1630, 1584, 1563, 14633, 1219.

1,2-bis(thiophen-2-ylIméthyléne)hydrazine

ST FB CioHgN2S,.
= \N/N ~ NS
@ PM 220,31 g-mt.
Aspect: solide jaune

A la thiophene-2-carboxaldehyde (1,5 mL, 16,05 mehebt additionnée, goutte a goutte,
sous agitation, I'’hydrazine hydrate (250 uL, degjiéydratation 1,5, 4,36 mmole). La réaction
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est rapide, aprés approximativement 1 minute léemiflevient trouble et apres 15 minutes on
observe la formation d’'un précipité jaune. Le seljdune (498 mg, 52%) est filtré sur fritté et
lavé a I'éthanol glacé.

RMN *H (Acétone-B, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 7,20 (dd, 2H, 5,2 Hz, 3,6 Hz,sH, 7,60 (d,
2H, 8Hz, 3,2 Hz, W), 7,70 (d, 2H, 5,2 Hz, H), 8,80 (s, 2H, CH).

RMN 2C (Acétone-B, 100 MHz, TMS, ppm)s= 127,9, 130,2, 133,0, 139,1, 155,5.

IR (pastille KBr, cnt) : 3100, 3083, 1608, 1419, 1209, 1039, 948.

2-((2-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-yl)hydrazono)methy)pyridine

4 \ FB CgH11Ns.

N N=
[ H—NH
N
H

N
PM 189,22 g-mot.

Aspect: solide jaune

L'imidazoline-2-hydrazine bromhydrate (450 mg, 2@®nole) est solubilisée dans un
mélange formé de 10 mL d’éthanol et 3 mL d’eau pauigyridine-2-carboxaldehyde est ajoutée
sous agitation suivie de 3 gouttes d’acide sulfigiqgoncentré. Apres 4 heures, le précipité
formé est filtré, lavé a I'éthanol pour fournirgeoduit attendu sous forme d’un solide jaune (403
mg, 86%).

RMN H (D,O, 400 MHz, TMS, ppm) 3= 3,90 (s, 4H, Ch), 7,98 (t, 1H, 7,2 Hz, K), 8,19 (d,
1H, 8Hz, Hy), 8,28 (s, 1H, CH), 8,54 (dt, 1H, 8 Hz, 1,2 Ha 8,79 (d, 1H, 5,2 Hz, k).

RMN *3C (D,0, 100 MHz, TMS, ppm)= 43,1, 126,3, 127,2, 138,6, 142,9, 144,9, 148,11

IR (pastille KBr, cm') : 3490, 3391, 3148, 3072, 3046, 2648, 1649, 16538, 1454, 1287,
1117, 1072, 924.

2-((1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)méthylene)hydrazineceéboximidamide

H :
N’N\”/NH2 FB CsH10Ns
N\V)l NH PM 166,18 g-mot.
\ .
</N\ Aspect: solide jaune

A la solution de chlorhydrate d’aminoguanidine (34§, 3,12 mmole) dans 5 mL d’eau
est ajoutée goutte a goutte une solution de 1-rétickazole-2-carboxaldéhyde (500 mg, 3,12
mmole) dans 5 mL d’éthanol, puis 3 gouttes d’asidiéurique concentré sont ajoutées au milieu
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réactionnel. Aprés approximativement une heureréeipité formé est filtré et lavé a I'éthanol
pour fournir le produit attendu sous forme d’'und®blanc (117 mg, 23%).

RMN 'H (DO, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 3,97 (s, 3H, Ch), 7,48 (s, 2H, ), 8,24 (s, 1H,
CH).

RMN C (D,0, 100 MHz, TMS, ppm)s= 34,6, 122,2, 125,2, 131,3, 139,1, 155,3.
SM (ESI+) m/z : 167 (M+H)

IR (pastille KBr, cni) : 3282, 3137, 2634, 1699, 1630, 1603, 1139, 1072.

1-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-y)-N-((1-methyl-1H-imidazol-2-yYméthyléne)méthanamine

FB CoHi3Ns.

N N PM 191,23 g-mot.
Lo

Aspect: solide blanc

A la solution de 2—hydrazine-imidazoline bromhydré226 mg, 1,25 mmole) dans 2 mL
d’eau est aditionnée une solution de 1-méthylimit2-carboxaldehyde (200 mg, 1,25 mmole)
dans 2 mL d'éthanol. Aprés l'ajout de 2 gouttescila sulfurique concentré au milieu
réactionnel, aprés une heure on observe la formalien précipité blanc. Aprés une nuit a t.a.,
le précipité est filtré et lavé a I'éthanol pouwnfoir le produit attendu sous forme d’un solide
blanc (187 mg, 78%).

RMN H (D,0, 400 MHz, TMS, ppm) 3= 3,89 (s, 4H, Ch), 3,99 (s, 3H, Ch), 7,52 (d, 2H, 4
Hz, Ha), 8,25 (s, 1H, CH).

RMN C (D,0O, 100 MHz, TMS, ppm)é= 16,7, 35,1, 43,0, 57,3, 120,2, 125,2, 130,7, 238,
158,0.

SM (ESI+) m/z : 193 (M+2H)

1-méthyl-2-((2-phenylhydrazono)méthyl)-1H-imidazole

Q FB CyiH1oNs,
[ N PM 200,24 g-mot.

L~

Aspect: solide blanc jaunatre
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Aprés la solubilisation du 1-méthylimidazole-2-aaxbldéhyde (530 mg, 4,8 mmole)
dans 5 mL d’éthanol, la phénylhydrazine 500 puL851@mole) est additionnée, suivie de deux
gouttes d’acide sulfurique concentré. Aprés 15 meisule précipité formé est récupéré par
filtration, puis lavé a I'’éthanol pour fournir lerquuit attendu sous forme d’un solide blanc
jaunatre (201 mg, 21%).

RMN *H (D;0, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 3,83 (s, 3H, Ch), 6,94-7,06 (m, 1H, k), 7,13 (d,
2H, 7,6 Hz, H), 7,24-7,31 (m, 4H, k), 7,65 (s, 1H, CH).

SM (ESI+) m/z : 201 ([M+H]).

IR (pastille KBr, cni): 3232, 3126, 3045, 3002, 2953, 1595, 1554, 14460, 1291, 1268,
1225, 1183, 1128.

1,2-bis((1-méthyl-H-imidazol-2-ylYméthyléne)hydrazine

\ FB CioH1oNe.
N
N/ N—N/ \N] PM 216,27 g-mot.
| )7
[N Aspect: solide blanc

Le 1-méthyl-imidazole-2-carboxaldéhyde (408 mg, iymole) est solubilisé dans 2 mL
d’éthanol puis I'hydrazine (degré d’hydratation,1155 pL, 3,05 mmole) est additionné suivie
de deux gouttes d'acide sulfurique concentré. Afesninutes on observe la formation d'un
précipité qui est isolé par filtration ensuite lavd&éthanol pour fournir le produit attendu sous
forme d’un solide blanc 225 mg, 28%).

RMN *H (MeOD, 400 MHz, TMS, ppm)é= 4,04 (s, 6H, Ch), 7,21 (s, 2H, k), 7,33 (s, 2H,
HAI’)! 8)63 (S, 2H, CH).

RMN C (MeOD, 100 MHz, TMS, ppm§= 34,9, 126,4, 129,3, 141,0, 153,1.

2-(2-((1-méthyl-1H-imidazol-2-yYméthyléne)hydraziry)pyridine

N/ \ FB C10H11N5.
N NNH PM 201,23 g-mat.
| /)
EN/ Aspect: solide jaune

Le 1-méthyl-imidazole-2-carboxaldéhyde (250 mg/72ZyZnole) est solubilisé dans 3 mL
d’éthanol puis une solution de pyridine-2-hydrazifg0 mg, 2,20 mmole) dans 2,5 mL
d’éthanol est ajoutée, suivie de 5 gouttes d’asigdéurique concentré. Aprés la formation d’'un
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précipité jaune, le produit attendu est isolé gaafion suivie de lavage a I'éthanol. Solide jaun
(558 mg, quantitatif).

RMN *H (D0, 400 MHz, TMS, ppm) 3= 4,03 (s, 3H, Ch), 7,33 (t, 1H, 7,2 Hz, K), 7,40 (d,
1H, 8,8 Hz, H), 7,55 (s, 1H, k), 7,60 (s, 1H, k), 8,25-8,24 (m, 2H, K), 8,34 (s, 1H, CH).

RMN C (D,0, 100 MHz, TMS, ppm)s= 34,7, 112,5, 117,2, 120,2, 125,0, 128,4, 13648,1L

2-((2-(pyridin-2-y)hydrazono)methyl)pyridine

N/ \ FB C11H1oN4.

PM 198,22 g-mot.

N N—NH
— Aspect: solide jaune

A la solution de pyridine-2-hydrazine (133 mg, 1/@inole) dans 1 mL d’éthanol on
ajoute la pyridine-2-carboxaldéhyde, puis 3 gouttexide sulfurique concentré. Le précipité
jaune formé est filtré et lavé a I'éthanol pourrfaule produit attendu sous forme d’un solide
jaune (202 mg, 84%).

RMN H (D,0, 400 MHz, TMS, ppm) = 7,34 (t, 1H, 6,8 Hz, k), 7,39 (d, 1H, 8,8 Hz, k),
8,03 (t, 1H, 6,8 Hz, k), 8,29-8,24 (m, 3H, K), 8,36 (s, 1H, CH), 8,62 (t, 1H, 8 HzaM} 8,87
(d, 1H, 6 Hz, H,).

RMN *C (D,O, 100 MHz, TMS, ppm)s= 112,6, 117,3, 126,9, 127,1, 136,1, 136,9, 1424,
144,7, 146,2, 147,5, 149,0.

2-((2-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-y)hydrazono)méthy)-1-méthyl-1H-benzold]imidazole

HN/H FB Ci5H14Ns.
=N

N/ N—N%—I/ PM 242,28 g-mot.
L o

N Aspect: solide jaune

Le 1-méthyl-benzimidazole-2-carboxaldéhyde (150 ;4 mmole) est solubilisé dans
5 mL déthanol a 50°C. Ensuite une solution de @rhyino-2-imidazoline (170 mg, 0,94
mmole) dans 4 mL d’éthanol est additionnée suiei® djouttes d’acide sulfurique concentré. Le

mélange est porté a reflux et agité pendant uneehéw précipité formé est filtré et lavé a
I’éthanol. Le produit attendu est obtenu sous fod'n@ solide jaune (267 mg, quantitatif).
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RMN 'H (DMSO-Ds, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 3.80 (s, 3H, CH3), 4,11 (s, 4H, GiEH,),
7,38 (t, 1H, 7,6 Hz, W), 7,45 (t, 1H, 7,6 Hz, K), 7,76 (d, 1H, 8 Hz, K), 7,79 (d, 1H, 8Hz,
Har), 8,39 (s, 1H, CH), 8,78 (sl, 1H, NH).

RMN *°C (DMSO-Ds, 100 MHz, TMS, ppm)é= 32,7, 43,3, 112,3, 117,8, 125,6, 135,7, 145,3,
158,2.

SM (ESI+) m/z : 243 ([M+H]); (ESI-) m/z : 241 ([M-H]).

1-méthyl-2-((2-(pyridin-2-y)hydrazono)méthyl)-1H-benzo[d]limidazole

N/ \ FB C14H13N5.

o NN PM 251,29 g-mt.
e

N Aspect: solide jaune-orange

A une solution de 1-méthyl-benzimidazole-2-carbdghlde (150 mg, 0,94 mmole) dans
4 mL d’éthanol sont additionnées successivemerd, sgiution de pyridine-2-hydrazine (100
mg, 0,92 mmole), dans 3 mL, d’éthanol et 5 goutfeside sulfurique concentré. Le précipité

tres fin formé est filtré et lavé a I'éthanol pdaurnir le produit attendu sous forme d’un solide
jaune-orange (210 mg, 91%).

RMN *H (D,0, 400 MHz, TMS, ppm) &= 4,18 (s, 3H, Ch), 7,39 (t, 1H, 6,8 Hz, K, 7,44 (d,
1H, 8,8 Hz, H), 7,66-7,69 (m, 2H, k), 7,83-7,90 (m, 2H, k), 8,26-8,34 (m, 2H, k), 8,52 (s,
1H, CH).

SM (ESI+) m/z : 252 ([M+H]); (ESI-) m/z : 250 ([M-H]).

2-iodo-1-méthyl-1H-imidazole'’®

/ FB C;HsIN..

N
Co-

PM 208,00 g-mot.
Aspect: solide jaune-orange

A une solution de 1-méthyl-imidazole (2 mL, 25,1 oie) dans 100 mL de THF anhydre
est additionnée, goutte a goutte, a -78°C, penganhinutes, une solution de méthyl-lithium
(solution 1,6 M dans I'éther, 16 mL, 25,6 mmola)isgple milieu réactionnel est chauffé a -30°C
et laissé évoluer pendant 30 minutes. Ensuite ahgien d’iode (6,37 g, 25,1 mmole) dans 6
mL de THF est additionnée au milieu goutte a golidesolution initialement incolore se colore

1783 B. Park, H. AlperChem. Commur2004 1306 (spectroscopie de RMN).
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lentement en violet. Le milieu est laissé remomdtdra. puis apres deux heures 50 mL d’une
solution aqueuse saturée en thiosulfate de sodstirm@utée au milieu. La solution résultante est
extraite au dichlorométhane (3 x 100 mL), puisghases organiques réunies sont séchées sur
sulfate de magnésium anhydre. Apres évaporatiosot@ant sous pression réduite, le résidu est
purifié par chromatographie sur colonne. Le proditiéndu est obtenu sous forme d’un solide
beige (4,015q, 77%).

RMN *H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 3,61 (s, 3H, CH3), 7,04 (d, 2H, 16,4 HzyH

SM (ESI+) m/z : 209 (M+H).

1.1'-dimethyl-1H ,1'H-2,2'-biimidazole'"®

/N FB CgHioNa.

N N
(]

PM 162,19 g-mot.
Aspect: solide jaune-orange

Le 1-méthyl-2-iodo-imidazole (1,03 g, 4,95 mmolet esolubilisé dans 10 mL de
diméthylformamide puis le cuivre (poudre, 630 mgf)additionné. Le milieu est porté a reflux et
agité pendant deux heures. Aprés refroidissementinélange est traité avec 150mL d’une
solution aqueuse saturée de chlorure d’ammoniuris par 150 mL d’'une solution saturée
d’hydroxyde d’ammonium. L’ensemble est extrait athtbrométhane (3 x 100 mL), les phases
organiques réunies sont séchées sur sulfate deinsoaihhydre puis, aprés évaporation du
solvant , le résidu est chromatographié sur gedililee pour fournir le produit pur sous forme
d’un solide jaune (37 mg, 5%).

RMN *H (CDCl, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 4,01 (s, 6H, Ch), 6,95 (s, 2H, i), 7,10 (s, 2H,
HAr).

RMN C (CDCl, 100 MHz, TMS, ppm)3= 35,3, 122,6, 127,8, 138,7.

SM (ESI+) m/z : 163 (M+H).

9 F Mao, N. Mano, A. Heller). Am. Chem. So2003 125, 4951; S.B. Park, H. AlpeGhem. Commur2004
1306; S.B. Park, H. Alpefrg. Lett 2003 5, 3209; F. Bonati, A. Burini, B.R. Pietroni, B. BioyJ. Organomet.
Chem 1989 375, 147; C. Lopez, A. Sanchez Gonzalez, M.E. Gaiki, Casas, J. Sordb,Organomet. Chem
1992 434, 261.
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5-amino-2-(pyridin-2-ylméthyl)isoindoline-1,3-dione®®

0 N/ A\ FB C14H11N30,.
N PM 253,26 g-mot.
HaN L
0 Aspect: solide jaune-orange

La 4-aminophthalimide (167 mg, 1 mmole) est misepetsence de 2-(aminométhyl)-
pyridine (500 pL, 4,85 mmole) et 'ensemble estutféaa 65°C pendant quatre heures. Apres
évaporation a sec le résidu est chromatographigelue silice pour fournir le produit attendu
sous forme d’une huile jaune (2 mg, 1%).

RMN *H (MeOD, 400 MHz, TMS, ppm)d= 3.35 (s, 2H, Ch), 6.86 (d, 1H, 4 Hz, W), 7,02 (s,
1H, Ha), 7,33-7,29 (M, 2H, W), 7,54 (d, 1H, 8 Hz, k), 7,78 (t, 1H, 8 Hz, i), 8.44 (d, 1H,
4,8 Hz, Hy).

SM (ESI+) m/z : 254 ([M+H])

(1R, 1'R, E)-N,N’-((Z2)-pent-2-éne-2-yl-4-ylidene)s(1-phényléthanamine)

H FB Cy1Ho6No.

~ "N
H PM 306,44 g-mot.
N

Aspect: solide jaune-orange

L’'acétylacétone (400 pL, 3,88 mmole) et R)-(méthylbenzylamine (500 puL, 3,88
mmole) sont placés dans 10 mL de toluéne anhydig, 1} gouttes d’acide sulfuriqgue concentré
sont ajoutés. Le milieu réactionnel est porté luxeflans un montage de type Dean Stark. Aprés
une nuit, le milieu est neutralisé avec une sotutgueuse saturée de carbonate de sodium.
Apres évaporation du toluene, le résidu est refais 20 mL d’eau et extrait a I'acétate d’éthyle
(3 x 20 mL). Les phases organiques réunies sohtsécsur sulfate de sodium anhydre, et, aprés
évaporation le résidu est chromatographié sur gedilice pour fournir le produit attendu sous
forme d’'une huile jaune (81 mg, 14%).

RMN H (CDCk, 400 MHz, TMS, ppm) 8= 1,53 (d, 6H, 6,8 Hz, C§l 1,77 (s, 6H, Ch), 4,66
(quint, 2H, 7,2 Hz, Ch), 4,98 (s, 2H, Ch), 7,26-7,21 (m, 6H, W), 7,34-7,30 (m, 4H, K),
11,28 (sl, 1H).

180 g, Banthia, A. Samantlorg. Chem2004 43, 6890 (spectroscopie RMN).
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Procédures opératoires pour le criblage des réactis par dosages
immuno-enzymatiques

1. Composition des solutions tampon et des réactifs

Composition de la solution de réactif d’Ellman5 %.10* M iodure d’acétylthiocholine et %
10* M acide 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoique dans 0,1akhpon phosphate, pH 7,4.

Composition de la solution tampon EIA : 0,1 M phusie de potassium, pH 7,4, contenant 0,15
M NacCl,0,1% BSA, et 0,01% azoture de sodium.

Composition de la solution tampon utilisée pourldeage des plaques: 10 mM phosphate
contenant 0,05% Tween 20.

L’acétylcholinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) est péeifa partir de l'organe électriqgue de
I'anguille Electrophorus electricuzsomme précédemment détittet utilisée sous sa forme
globulaire G4%

Préparations des traceurs enzymatiques

Traceur enzymatiquel3-AChE : 100 ug (0,32 nmoles) d’AChE sont dissous par BQ0de
tampon borate 0,1 M pH 9. 10 nmoles (31 ég.) d&agtH3 possédant un ester activé sont
additionnés sous forme de solution dans du DMFL(%'une solution & 2 mM). Aprés 30 min.
de réaction, 500 puL de tampon EIA sont additionhéstraceur enzymatique est purifié par
chromatographie d’exclusion sur Biogel A 0,5 M pstigcké a -80°C jusqu’a son emploi.

Traceur_enzymatiqubl-benzoyl-lysine-AChE: 1 umole deN-benzoyl-lysine et 12 pmoles de
S-acétylglycolate de N-hydroxysuccinimidyl (SATAprg dissous dans 400 pL de tampon
borate 0,1 M pH 9. La solution est laissée a réagia. pendant 30 min. L’hapténe dérivatisé est
rapidement purifié sur colonne de silice grefféep®ack) en utilisant un mélange composé de
méthanol/acide acétique 4% (v/v) 90/10 comme éldamsolution ainsi purifiée est lyophilisée
puis le solide obtenu est repris dans du tamporspgifaie 0,1 M ajusté a pH 6. 200 pL
d’hydroxylamine 1M a pH 7 sont alors additionnég @moles d’hapténe ainsi fonctionnalisé
sont mis a réagir sur 0,25 nmole d’AChE préalableméérivatisée a l'aide de l'agent
hétérobifonctionnel SMCC (10 ég. de SMCC par rappdAChE dans du tampon borate 0,1 M
a pH 9). La réaction a lieu a 30°C pendant 3 heudrestraceur enzymatique est purifié par
chromatographie d’exclusion sur Biogel A 0,5 M psiiscké a -80°C jusqu'a son emploi.

Traceur enzymatiqudcM 46-AChE : 10 pL d'une solution de SATA (5,7 mg/mL) dans la
DMF sont additionnés a 125 pg d’anticorps monodiéad 46 dissous dans 600 pL de tampon
borate 0,1 M pH 8,5. Aprés 30 min de réaction a 280 puL d’hydroxylamine 1M sont

additionnés pour déprotéger les fonctions thiolanticorps possédant les fonctions thiols libres
est purifié par chromatographie sur une colonngh&gex G-25 (1 x 25 cm, éluant tampon
phosphate 0,1 M, pH 6, 5 mM EDTA). L'anticorps aifsnctionnalisé est mis en présence
d’AChE préalablement dérivatisé a l'aide de I'agéétérobifonctionnel SMCC (10 éq. de
SMCC par rapport & '’'AChE dans du tampon borateN0,& pH 9). La réaction a lieu & 30°C

181 3. Massoulié, A. McMillan, K.N.F. ShaBjochem. Biophys. Acti957, 25, 422.
182p_Pradelles, J. Grassi, D. Chabardes, N. GAisal. Chem1989 61, 447.
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pendant 3 heures. Un large excés d’anticorps ekséupour cette réaction par rapport a
I'enzyme (55 pour 1). Le traceur enzymatique estfipupar chromatographie d’exclusion sur
Biogel A 15 M puis stocké a -20°C jusqu'a son emplo

Controle des traceurs enzymatiques
Apres l'étape de synthése, chaque lot de tracemynestique est soumis a deux tests de
validation :

+ Un test d’Ellman afin de mesurer son activité enatique (en UEF®)
100uL de traceur enzymatique purifié dilué au émné dans du tampon EIA sont additionnés a
1mL de réactif d’Ellman 16M, I'absorbance & 414 nm résultant de I'activit&yenatique est
mesurée toutes les 10 secondes pendant 1 min.

* Un test immunologique afin de mesurer I'immunori&dté du nouveau traceur
enzymatique.

L’'immunoréactivité des traceurbl3-AChE et N-benzoyl-lysine-AChEest évaluée par la
mesure des Bet un test de compétition de liaison permettagtablissement de la gamme
d’étalonage du produit & doser (procédure décrtessous).
L’'immunoréactivité du traceuAcM 46-AChE est évaluée par la mesure deseB un test de
liaison permettant I'établissement de la gammeatbéage du produit a doser (procédure
« sandwich » décrite ci-dessous).

2. Test par compétition
Procédure générale

Le criblage des réactions de catalyse s’est op@duplicate dans des plaques de 96 puits selon
le schéma général suivant :

Liaison « non-spécifique » échantillons de catalyse
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Colonne de 0 \

« blanc » Gamme de standard

3 4 5 & 7 ] g 10 11 12

183 Une UEII est définie comme étant la quantité d'eneyproduisant un accroissement d'absorbance
optique d’une unité a 414 nm pendant une minutas dm volume de 1 mL de milieu d’Ellman, pour uajet
optique de 1 cm, & 25°C. Une unité Ellman corredpadrv,35-18 unités enzymatiques, I'unité enzymatique UE
étant définie comme la quantité d’enzyme cataly$agtrolyse d’'une pumole de substrat pendant uneutei a
25°C.
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Colonnel : réactif d’Ellman uniquement

Puits2A-2D : témoin de liaison non-spécifique : traceur enatyque a 2 UEIlI (50uL) et tampon

EIA (100pL)

Puits2E-2H : Bo, témoin de liaison maximale du traceur :éwcenzymatique a 2 UEI (50ulL) ,

anticorps (50uL) et tampon EIA (50puL).

Colonnes3 et 4 : compétition de liaison avec le produit de réiée Gamme d'étalonnage :

traceur enzymatique a 2 UEIl (50uL), anticorps (5Qyproduit a huit concentrations différentes,
en duplicate (50uL).

Colonness a12: Dosage des échantillons. Compétition de liaseec le produit formé lors de

la catalyse : traceur enzymatique a 2 UEIl (50dticorps (50uL), échantillon de catalyse
(50uL).

Préparation des plaques 96 puits

Les plaques Maxisorb (Nunc, Roskilde, Denmark) s@itées, dans un premier temps avec 200
uL/puits d’une solution d’anticorpst 10 pg/mL dans du tampon phosphate 50 uM. Ap2és 1
heures a t.a. les plaques sont lavées puis satavéesde la BSA suite a I'ajout de 300 pL par
puits d’'une solution de BSA a 1 mg/mL. Les plags@st ensuite gardées a 4°C.

2.3. Test immunologique par compétition pour la détction desa-hydroxyacides

Conditions de catalyse

Réaction d’insertion Le catalyseur préformé (métal 0,125 pmole ny@,2375 umol, eau 0,25
pnmol, 30 min) est additionné sur le composé diagopdnole et HO 7,5 umol, volume total

DCE 150 pL ; 25°C, 18h. Concentration finale ensst#t 16,66 mM.

Réaction de réductionLe catalyseur préformé (métal 1 umol, ligandmolidans 10 pL DCE

30 min), est ajouté au cétoester 10 umoles et @dihi@ropyridine 14 pmoles, 25°C, 72 h
Concentration finale en substrat 0,5 M.

Criblage :
Les mélanges bruts issus de I'expérience de catalyst dilués dans du tampon EIA jusqu’a des

concentrations théoriques en substrat de 200 puMr (padcM 6) et 20 UM (pour I'AcM 8). 50

UL des solutions résultantes sont additionnés a soletion contenant 50 pL de traceur
enzymatique H3-AChE a 2 UEINl et 50 pL dune solatial’anticorps monoclonal
énantiospécifique & 10 ng/mL dans du tampon EIAmi&ange résultant est transféré dans une
plaque 96 puits Maxisorb préparée comme décriessds. Aprés une nuit d’'incubation a 4°C,
les plaques sont lavées et 300 pL du réactif d’&tirmont additionnés. Aprés deux heures a t.a.
les plaques sont révélées par lecture de la desysiigue a 414 nm.

Pour la réalisation des gammes de standard deutist meres d-hydroxyacide §-tBu-MA)

sont utilisées. Pour I'énantiomerg) (e premier point est fixé a une concentrationldenM
tandis que pour I'énantiomer®)(le premier point correspond a une concentrat®rd@0 M.
Les points de gamme suivants sont obtenus paratibBisuccessives (facteur de dilution = 2) en
partant des solutions précédentes.

“anticorps polyclonaux chévre anti-souris (Jacksomiino. Research Laboratories Inc.) pour les plagtitsées
pour la détection desi-hydroxyacides, anticorps polyclonaux souris aspith (Jackson Immuno. Research
Laboratories Inc.) pour les plaques utilisées pautétection des acides amiébenzoylés.
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2.4. Test immunologique par compétition pour la dédction des acides aminés-
benzoylés

Conditions de catalyse

Au mélange de 9,85 pmoles d'oxazolone, et de ligasgE ), 3 éq. de ¥ sont additionnés
sous forme de solution dans 20 pL d’acétonitrileyaine. 37°C — 72 h. Concentration finale en
substrat 492,5 mM.

Criblage :
Les mélanges bruts issus de I'expérience de catalyst dilués dans du tampon EIA jusqu’a des

concentrations spécifiques pour chaque série dieqee utilisant une oxazolone (voir tableau
ci dessous). Dans les puits d’'une plaque 96 pMexisorb Nunc, Roskilde, Denmark préparée
comme décrit ci dessus) sont additionnés 50 pLsddgtions résultantes, 50 pL de traceur
enzymatique et 50 pL d’'une solution d’anticorpsyplinaux énantiospécifiques (obtenus par
une dilution d'un facteur fides sera correspondants obtenus suite & 'imntioni3aAprés une
nuit d'incubation a 4°C, les plaques sont lavée30&t uL du réactif d’Ellman sont additionnés.
Apres deux heures a t.a. les plaques sont révgédecture de la densité optique a 414 nm.
Pour la réalisation des gammes de standard deuticstd meres d’acide amidébenzoylé sont
utilisées. Les valeurs correspondantes aux prenpieirsts de gamme sont indiquées dans le
tableau suivant. Les points de gamme suivantsamenus par dilutions successives (facteur de
dilution = 2) en partant des solutions précédentes
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Gamme d’étalonnage  Dilution des échantillons de catalyse

1% point de 1% point de

gammeR) gamme § Dosage duR) Dosage du9)
Ph Ph Ph Ph
o= o= o= o=
(R) NH (S) NH (R) NH (S) NH
R—( R—/ R—( R—/
CO,H TO,H CO,H CO,H
R UM UM Facteur de dilutiorFacteur de dilution
s 3,00 56,0 1/164 1/8,8
N3 2,50 1,60 1/197 1/308
A 1,10 0,40 1/448 1/1231
N 0,50 0,50 1/985 1/985
)\/‘71 0,60 3,00 1/821 1/164
jvy 4,30 14,2 1/115 1/34,7
A/y 0,60 0,90 1/821 1/547
O\/‘a 0,30 1,90 1/1642 1/259
N 5,30 8,10 1/92,9 1/60,8
P} 6,70 1,60 1/73,5 1/308
) 0,80 1,40 1/61,6 1/352
(/Jvu,,_ 2,30 1,90 1/214 1/259
@\/‘k 2,10 1,00 1/235 1/493
oY
©/V 1,00 1,00 1/493 1/493

Tableau. Valeurs des concentrations utilisées f@supremiers points de gamme standard dans letesak4 acides
aminésN-benzoylés

3. Test immunométrique (« sandwich »)

Procédure générale

Le criblage des réactions de catalyse s’est opeduplicate dans des plaques de 96 puits selon
le schéma général suivant :
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Liaison « non-spécifique » échantillons de catalyse

N\

r ¢ T m o 0 =

Colonne de
« blanc » Gamme de standard

Colonnel : réactif d’Ellman uniquement

Colonne2 : témoin de liaison non-spécifique : traceur enajque a 10 UEIl (50uL) et tampon
EIA (50uL).

Colonnes3 et4 : Gamme d’étalonnage du produit de référencecetraenzymatique a 10 UEI
(50uL) , produit a huit concentrations différentexs,duplicate (50uL) .

Colonness a12: Dosage des échantillons : traceur enzymatign@ GEIl (50uL) , échantillon
de catalyse (50 pL) .

Préparation des plaques

Les plagues Maxisorb (Nunc, Roskilde, Denmark) s@itées, dans un premier temps avec 150
puL/puits d’'une solution d’anticorps AcM 138 antstamine a 10 pg/mL dans du tampon
phosphate 50 uM, pH 7.4. Apres 12 heures a t.qléegies sont lavées puis saturées avec de la
BSA suite a I'ajout de 300 pL par puits d’'une smintde BSA a 1 mg/mL. Les plaques sont
ensuite gardées a 4°C.

3.3. Test immunométrique a base d’anticorps monodi@ux pour la détection des
produits issus des réactions de couplage

Les mélanges bruts issus de I'expérience de catalyst dilués dans du tampon EIA jusqu’a une
concentration en substrat de 20 nM. 100 pL dellatisa obtenue précédemment sont transférés
dans une plaque Maxisorb (AcM 138) préparée commeritdprécédemment. Aprés une
incubation d’'une nuit a 4°C, la plaque est lavéd@ pL d’'une solution d’anticorps traceur
(AcM 46-AChE) a 10 UEII/mL sont additionnés dans fauits. Apres une nuit d’incubation a
4°C, les plaques sont lavées et 300 pL du réaéifndan sont additionnés. Aprés deux heures a
t.a. les plagues sont révélées par lecture denlsitdeoptique a 414 nm.
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