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Abréviations

A
ACS : acide cystéine sulfinique

AlaAT : Alanine aminotransférase

AMPA : acide §-2-amino-3-(3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-yl)propigue
AMPAR : récepteur AMPA

APAT : Alanine:pyruvate aminotransférase

AspAT : Aspartate aminotransférase

AT : aminotransférase

B

BCAT : Branched chain aminotransferase

Bn : Benzyle

BOC : tert-butyloxycarbonyle

Bu : Butyle

C

Cbz : benzyloxycarbonyle
D

DAAO : D-aminoacide oxydase

DABCO : Diazabicyclo[2.2.2]octane

DBU : 1,8 diazabicyclo[5.4.0Jundéec-7-éne]
DMAP : Diméthylaminopyridine

DMP : diméthoxypropane

E

EAAT : Transporteur d’aminoacides excitateurs
E. coli : Escherichia coli

F

FDH : Formate déshydrogénase

G

GABA-AT :y-aminobutyrate-AT

GluDH : Glutamate Déshydrogénase
GluR : récepteur du Glu

I

IBCF : Chloroformate d’isobutyle



iBu : isobutyle

iGIUR : récepteur ionotropique du glutamate
iPr : isopropyle

iPn : isopentyle

K

KA : kainate

KAR : recepteur KA

KG : 2-oxoglutarate

KHMDS : Héxaméthyldisylilamidure de potassium
L

LDA : Diisopropylamidure de Lithium

LDH : Lactate déshydrogénase

LHMDS : Héxaméthyldisylilamidure de lithium
LICA : isopropylcyclohexylamidure de Lithium
M

MGIuUR : Récepteur matabotropique du glutamate
N

NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide (forme réduite
NAla : Naphtylalanine

NMDA : N-méthylb-Asp

NMDAR : récepteur NMDA

NMM : N-méthylmorpholine

O

OA : Oxaloaceétate

OrnAT : Ornithine aminotransférase

P

PDB : protein data bank

PEG : polyéthyleneglycol

Pn: pentyle

Pf : 9-phénylfluorényle

PLP : phosphate de pyridoxal

R

Réf : Référence



S

SNC: Systeme nerveux central
T

Ta : Température ambiante
TBDMS : tert-Butyl-diméthylsilyle
tBu : tert-Butyle

THF : Tétrahydrofurane

TK : Transcétolase

TMS : Triméthylsilyle

\Y

VGIuT : transporteur visiculaire du glutamate






Glossaire

Epilepsie: ensemble des symptémes caractérisés par des cépétitives qui sont
I'expression clinique d’'une décharge électriquerarade, soudaine, excessive et transitoire
du SNC. Les symptomes les plus fréquents sont i@ gle connaissance et I'apparition de

convulsions.

Hypoxie : lorsque la quantité d’oxygéne délivré aux tisessinsuffisante par rapport

aux besoins cellulaires.

Ischémie: diminution de I'apport sanguin artériel d’organest@ diminution entraine

essentiellement une baisse de I'oxygénation dssgide I'organisme (hypoxie).

Maladie d’Alzheimer : maladie dégénérative du SNC qui se manifestelampertes

de mémoire, de jugement, de raisonnement, de diica faire des taches quotidiennes, des
changements d’humeur et des troubles du comportemE@ette maladie détruit

progressivement les neurones.

Maladie d’Huntington : une personne sur 5000 est touché par cettedmala

génétique. Elle entraine la perte de neurones daaspartie spécifique du cerveau appelé
noyaux gris centraux. Les symptébmes se traduisemt ges mouvements erratiques,

dépression et anxiété.

Maladie de Parkinson: maladie neurodégénérative du SNC qui se maaifest

principalement par des ralentissements des mouusreedes tremblements des membres au

repos.

Effets psychotomimétiques « qui simule les psychoses ». Les moléculeoqtides

effets psychotomimétiques sur I'organisme entrdiies changements de la perception, de la

pensée, du jugement sans induire une atteinteitiMdinde la mémoire et de I'orientation.






Préface

Ma these s’est déroulée au sein de I'équipe Bioemion du laboratoire SEESIB sous
la tutelle du Pr. Jean Bolte et sous le co-encaein¢whu Dr. Thierry Gefflaut et du Dr. Bettina
Aboab.

Ce mémoire se compose de deux grandes partiese thaite de la synthése des
analogues de l'acide glutamique et l'autre de tHétude modélisation moléculaire sur

I'Aspartate Aminotransférase.
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Bibliographie Introduction

Introduction

Cette étude bibliographigue se compose de quedralgs parties :

Dans une premiére partie, le réle de l'acide Glidgamm (Glu) dans le systéme nerveux
central des vertébrés est décrit en insistantesuefforts déployés par la recherche pharmaceutique
pour le design et la synthese d’analogues du Glueetmolécules actives dans le systeme
glutamatergique. Cette partie a pour but de doanervue d’ensemble des divers composés qui ont
ou pourraient avoir des effets thérapeutiques porer des solutions pour le traitement de troubles
du systeme nerveux incluant les accidents cérébrhuarses maladies mentales dans lesquelles le

systeme glutamatergique est impliqué.

Une seconde partie est consacrée aux principalébodes décrites dans la littérature
permettant la préparation stéréosélective d’anasglu Glu. Le chapitre 1ll donne une description
des Aminotransférases (ATs), de leurs application sgnthese et des principales stratégies

employées pour la mise au point de procédés biytgtees.

Enfin, la derniére partie relate les travaux aetés a ma thése, réalisés au laboratoire et
portant sur la synthése d’analogues du Glu pasarmmation enzymatique. En effet, ce sujet a fait
'objet de plusieurs études au laboratoire auxqueelst étudiants ont participé pleinement: F.
Echalier (thése, 1994), V. Hélaine (these, 1999)Al8ux (these en 2002), M. Xian (post-doc,
2003), X. Gu (Master, 2003), V. Maurat (Master, 20@t M. Chapelet (Master, 2002). Cette

description précede la présentation de mon pr@j¢hése qui m’a été confié il y déja trois ans.
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Bibliographie Le systeme glutamatergique

Chapitre | Le systeme Glutamatergigue-Pharmacologie

[.1 Importance physiologique du Glu

L’acide L-glutamique (Glu), acide aminé naturel constitudmtoutes protéines, joue un role
clé dans le métabolisme de tout étre vivant sureTdirest souvent associé a deux de ses analogues
structuraux : I'acidex-cétoglutarique (KG) et la Glutamine (GIn) danshéactions décrites dans le

schéma ci-dessous.

NH4+ Hzo

R A}

@ -
Glutamate deshydrogenase o o Glutaminase O NH,
0C Glutamine synthétase 0,C

(@] \ e}
NAD(P)H NAD(P) Glu ain
NH,* H,0 ATP+ ADP
NH,4 Pi
H,O
Glutathione Sucres aminés

Glycoprotéines

Polyamines U
yami Nucléotides

Urée
GABA

Schéma 1r6le du Glu dans l'incorporation de I'azote.

Le KG, principalement issu du cycle de I'acideigitie (ou cycle de KREBS) est converti en
Glu par amination réductrice catalysée par la Ghati@ deshydrogénase ou par transamination. Le
Glu peut a son tour, former la GIn par incorpomat@iammoniac sous l'action de la glutamine
synthetase. Ces deux enzymes sont présentes cisele$cétres vivants. Le Glu et la GIn sont donc
des sources d'azote qui contribuent a la synthesaodnbreuses molécules essentielles a la vie
comme les protéines et les acides nucléiques.guadil montre la forte implication du Glu dans le

métabolisme humain.

Par ailleurs, il est apparu dans les années 50eq@dtl possede un réle fondamental dans la
communication cellulaire au sein du systeme nengemtral (SNC) des vertébrés. Il est aujourd’hui
reconnu comme le principal neurotransmetteur etetita®>. De plus, son implication dans la
communication cellulaire au niveau périphéritfuet au niveau du systéme immunitiiepparait

de plus en plus évidente.

1J. C. WatkinsBiochem. Sac200Q 28, 297-310.

2 M. Nedergaard, T. Takano, A. J. Hanseature review, neuroscienc2002, 748-755.

% J. C. Watkins, D. E. JanBritish j. Pharm, 2006 147, S100-S108.

4 E. Hinoi, T. Takarada, T. Ueshima, Y. TsuchihashiYonedaEur. J. Biochem 2004 271, 1-13.
5 L. Hertz,Neurochem. Intey2006 48, 416-425.
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Bibliographie Le systeme glutamatergique
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{ERETT} 0. - - - - - b (Buten matwcts)
Acs?ala Mesaconate O 5-Phosphoribosylamine
K
G (552> oo
Oxaloacaetate L-threo-3-
Methylaspartate O 8.1.1.18 > O L-Glutaminyl-tRNA (Gln)
Malate ©)
€020
il [5.4.99.1] Carbamoyl-P
-Oxoglutaramate L-Glutamine 5355 -0 Pyrimidine
O 2.6.1.15 > g L < > metabolism
Fumarate D-Glutamate O
(3513] [637:2 [1.4.1.13][3.5.1.2 [35.1.38 ] LR
carboxylate cycle
(faiz] v Jremge b L1-Pyrol
Succinate O, Sl TS $0% (15112 } TR
N et ) 2-Oxoglutarate [Fublt & L-Glutamate 4|14 2
I 1434 ] IS S Histidine metabolism ;
: 2,61, " 1
: 2O 1t = = — - (" Nitrogen metabolism ) 1
E! !E’ H 1
Butanoate & — 0 '
@ ::--—--DCWlmﬂoaﬂ*\Onddmbdlst !
— 1 1= = = = D{( D-GIn & D-Gki metabolism
e 11-- -~ >(PGneooumomatin )
O im0 o !4~ - - - > (Glutathione metsbolism ;
[2118)|[[21.28 o DA (s A lé;srﬂ:;nmv‘- ) -i> .
(Rt [
or o T :
Proteln L-Glutamyl- e i
) ! C d dibasic acid .
N < 5-branche a i
O<—{635- O <1118} e :
o s L-Glutamy- ' '
(Gin) tANA@I) [se--- ->( Porphyrine metabolism !
41.1.15 [4.1.1.19]

Succinate- nine and proline
) — e T

4-Aminobutanoate

Figure 1 : Carte métabolique du Glu (GenomeNet Database ®erwis/w.genome.ad.jp

.2 Le systéme glutamergique du systéme nerveux central

Le Glu joue un role dans la transduction du signahiveau de la terminaison des cellules
nerveuses c’est-a-dire des synapses chimiquepdesticitatrice. Sa répartition dans le cerveau est
tres inégale : sa concentration est de I'ordre dtramolaire dans le domaine extracellulaire alors

gu’elle peut atteindre une centaine de millimoksiad’intérieur des vésicules synaptiques.

Le Glu est essentiellement produit par transanonaii partir du KG dans les neurones et les

cellules gliales. La figure 2 décrit le parcoursGlu a I'intérieur d'une synapse.

Dans les cellules gliales (dont les astrocytes§lle est converti en Gln avant d’étre libéré
dans le domaine extracellulaire. La GIn diffusegjuau neurone ou elle sera internalisée par des
transporteurs spécifiques et reconvertie en Gl moelécules de Glu sont transportées par des

protéines spécifigue¥GIluT) dans les vésicules synaptiques ou elles soritéstsc

® A. A. Boldyrev, D. O. Capenter, P. JohnsdnNeurochem 2005 95, 913-918
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Au cours de la transmission de I'excitation nernegus potentiel d’action (PA) atteint les
terminaisons nerveuses et produit la libératiomyldéamate ainsi concentré dans les vésicules pré-

synaptiques.

@ Glutamate
o Glutaming
Glycine

lonotropic Glutamate
Receptor [AMPA, KA, NMD&)

Metabotropic Glutamate
Receptor (mGlult)

ST

Excitatory Aming Acid & i

'Ir.!;r.por:lr:r ﬂFl.ﬂ.ﬂTj ; -E-he F;:J‘guﬁsaptrc

" vesicular Glutamate
Transporter (VGUT)

" Glutamine Transportes

mGhuR2/3

QEMT?

[llustration by Lennart Bunch
University of Copenhagen, Denmark

The Post-Synaptic
Neuron

/

Figure 2 : transmission d'information au niveau d'une synapgmaique du SNC

L2007 - all rights réeserved

Le glutamate diffuse dans la fente synaptiquetetrdtles récepteurs ionotropiquéSI(R)
post-synaptiques. L'activation de ces récepteurfiésa |'ouverture de canaux ioniques et produit
des variations de concentration d’'ions qui induigencourant (nouveau PA). Le glutamate libéré
est ensuite recapturé par des transportdt®AT ) au niveau des cellules gliales mais aussi des
neurones. Le Glu peut aussi se fixer sur des réoeptdu type métabotropiquan@GluR) dont

I'activation entraine une cascade de réactionshimoicjues.

Une concentration trop élevée en Glu dans le doenigiter synaptique peut entrainer une
suractivation des iGIuR et ainsi provoquer la na@$ neurones. Ce phénoméne est connu sous le
nom d’excitotoxicité et est notamment a l'origine ldsions cérébrales consécutives a I'ischémie ou

a d'autres accidents cérébraux. C’est pourquoiabéation des molécules de Glu de la fente
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synaptique par les transporteurs EAATS, doit seefld plus rapidement possible de telle sorte a

garder une concentration non toxique pour les m&s.0

Le tableau ci-aprés présente les différents typesedepteurs du Glu existants dans le SNC

et que nous décrirons par la suite.

RECEPTEURS DU GLUTAMATE : GluR
Récepteurs ionotropiques : iGIuR Récepteurs métabaipiques : mGIuR
NMDA AMPA Kainate Groupe | Groupe |l Groupe Il
GluR1 GIuR5
NR1 mGIuR4 a-b
GIuR2 GIuR6
NR2 A-D mGIuR1 a-d mGIuR2 MGIURG
GIuR3 GLuR7
NR3 A-B MGIuR5 a-b MGIuR3 MGIuR7 a-b
GluR4 KA-1
MGIuRS8 a-b
KA-2

Tableau 1 :Famille des récepteurs du Glutamate.

Les récepteurs et les transporteurs du Glu sont dgmsentiels pour maintenir le bon
fonctionnement et l'intégrité des cellules nerveuge’'est pourquoi l'identification et I'étude des
réles spécifiques de chaque récepteur et transpodie Glu s’avérent trés importantes pour la
compréhension de certains dysfonctionnements du S$8{fllepsie, maladies de Parkinson,
d’Huntington, d’Alzheimer, schizophrénie ...). De nioreuses études ont porté sur la préparation
de molécules ayant des activités agonistes ou amistgs sélectives des récepteurs et transporteurs
du Glu et qui peuvent parfois, avoir des effetsrdhéutiques sur certains troubles du systéme

nerveux.

1.2.1 Les transporteurs du Glu (GluTs) dans le SNC

A. Description

Il existe deux types de transporteurs du Glu :ttessporteurs Nadépendants nommés
EAATs chez les hommes (Excitatory Amino Acids Tiam$ers) et les transporteurs qui
interviennent au niveau des vésicules synaptigossrivVGIluTs (Vesicular Glutamate Transporters,

figure 3).

Les EAATSs sont divisés en cing sous groupes eV{BRITs en trois comme le montre le
tableau suivant. Les transporteurs GLAST (EAAT1 zchdomme) et GLT-1 (EAAT2 chez
’lhomme) se situent au niveau des cellules gli@lesSNC alors que les transporteurs EAAC1

(EAAT3 chez 'lhomme), EAAT4 et EAATS véhiculent @lu a travers les membranes des cellules
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nerveuses. Ces transporteurs sont responsablasteerinaison du signal de transduction dont le
Glu est le médiateur et empéche la neurotoxicités@a par une concentration trop élevée en Glu

dans la fente synaptique.

Transporteurs localisation
Sous groupes de GIuT :
EAAT1 Cerveau, rétine, testicules, os
EAAT? Cerveau, rétine, foie
EAAT3 Cerveau, intestin, reins, rétine, foie
coeur
EAAT4 Cerveau, placenta
EAATS Rétine, foie
Sous groupes de VGIUT
VGLUT1 Cerveau, 0s
VGLUT2 Cerveau, pancréas, glande pinéal
LGLUTS3 Cerveau, rétine, foie

Tableau 2:les différents types de transporteurs du Glu ifiéstchez I'homme.

Le transport du Glu par les EAATs est dirigé paramurant membranaire causé par un
gradient de concentration en cations KaK" a travers la membrane qui est lui-méme assurérpar
transporteur annexe ATP dépendant (Figure 3). Alagransport d’'une molécule de Glu est couplé

a un co-transport de 2 ions Na'un H' et & la sortie d’un cationK

D "
Extracellular Na'/K' @ [Na'] = 130 mM
|

ATPas ) ‘ [K]=3 mM
s

2K
Figure 3 : schéma des transporteurs'Nigpendants

space

[Na'] = 15 mM

Cytoplasma
[K'] =120 mM

En plus de ces échanges d’ions, le Glu semble aacter transport d’ions chlorure en
particulier a travers les EAAT4 et 5. La stoechiaméndique I'entrée nette d’une charge positive,

ce qui se traduit par la polarisation de la memér&omme nous le verrons dans la partie Résultats

" A. Camacho, L. Massiedrch. Med. Res2006 11-8.
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et Discussion, cette propriété permet d’étudiestiiaté de transport des EAATs notamment par des

expériences electrophysiologigfies

Récemment, trois sous-types de transporteurs \és&sidu glutamate (VGLUTL, 2 et 3),
de séquences trés conservées (plus de 70 % d’hgimplont été isolés et caractérisBs™ En
remplissant les vésicules synaptiques, les VGl@Bsisent une fonction clé pour la sécrétion du
Glu. lls sont également les premiers marqueurs émoes spécifigues des cellules
glutamatergiques. Les VGIuTs sont enchassés damefabrane des vésicules synaptiques par dix

domaines transmembranaires comme le montre lagfigedessous.

Viésicule

Cytoplasme

COOH

Figure 4 : Transporteur vésiculaire VGIUT.

A la recherche d'inhibiteurs potentiels sélectits dGluTs, les scientifiques ont évalué des
analogues contraints du Glu et de I'Asp. En effettroduction de groupements volumineux ou de
cycle au niveau du squelette du Glu a pour butgBedrer de fortes contraintes conformationnelles
et de bloquer sélectivement les protéines transport

Il peut exister deux types d'inhibiteurs des GluTss inhibiteurs substratgui entrent en

compétition avec le Glu et qui sont transportéslestinhibiteurs non substratgii bloquent les

transporteurs sans étre internalisés.

L’inhibition des transporteurs présente des apptioa thérapeutiques potentielles. En effet,
il peut étre primordial de bloquer ces GluTs damstaines conditions comme dans le cas
d’'ischémie, d'épilepsie ou encore d’hypoxie: lade ces accidents, les gradients ioniques
entretenus par les pompes M&-ATP dépendantes sont fortement perturbés. Le duxGlu a
travers les EAATs est inversé conduisant alors bhanpmene d’éxcitotoxicité et a la mort

neuronale.

8D. Attwell, Am. Soc. Nutr. S2000 1023S-1025S.

°S. Takamori, J. S. Rhee, C. Rosenmund, eatyre200Q 407, 189-94.

0E. E. Bellocchio, R. J. Reimer, R. T. Fremeawlebcience200Q 289, 957-60.
MR, T. Fremeau, S. Voglmaier, R. P. Seal, eT@nds NeuroscR004 27, 98-103.
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B. Pharmacologie des EAATY*?

LesL- etD-Asp se sont avérés étre des inhibiteurs substestEAATS. Des dérivés di+
thréo-hydroxyaspartate sont connus pour avoir des &&sivinhibitrices vis a vis des EAATSs. Le
TBOA est la molécule qui présente une des meilleurtdgtas inhibitrices décrites a ce jour (Ki =
0,1 uM vis-a-vis des EAAT2). Cependant TBOA présente taible sélectivité puisqu’il inhibe
aussi les autres EAATs (Ki = 1 a M) et montre également une faible activité vis-a-tes
récepteurs NMDA (I = 65 uM). D’autres hydroxyaspartates substitués comméa NEOA
présentent une meilleur sélectivité pour les EAALS. Des analogues de TBOA tel gUEB-
TBOA ont une affinité plus importante que TBOA {4G 22, 17 et 300 nM respectivement vis-a-
vis des EAAT1-3). De plus TFB-TBOA est inactif \asvis des GIuRs.

NH,

NH, Nz 'y\'HZ con  HO C/\‘/C02H
CO.H 2 2
HOzC/'\/COZH HO,C™ HOLC™ Y

o
O O
L Asp TMOA gj
HN. _O
TBOA

CF3
TFB-TBOA

Figure 5 : analogues de I'Asp inhibiteurs non substrats deATEA

L’introduction de substituants sur le squelette @G a permis de révéler des activités
inhibitrices sélectives. Ainsi, I2§4R)-4-méthylglutamate4MG) s’avere étre un inhibiteur non
substrat des EAAT?2 et substrat des EAAT1. Son radiquage a permis de caractériser sa fixation
et son transport au niveau des EAATL1 et 2. L§3R-3-méthylglutamatg3MG) présente une
sélectivité plus marquée que le 4MG puisqu’il esibiteur sélectif des EAAT2 (Figure 6).

Une série d’analogues alkylés de configuratie®,4)-syn synthétisés au laboratoire a été
étudiée vis-a-vis des EAATIYS Toutes ces molécules sont des inhibiteurs norstsate des

EAATSs ne présentant aucune sélectivité marquée.

12 A A. Jensen, H. Brauner-OsboriBochem. Pharm2004 67, 2115-2127 ainsi que les publications citées.
13R. J. Bridges, C. S. Essling&harm. Therap.2005 107, 271-285 ainsi que les publications citées.

143, Alaux, M. Kusk, E. Sagot, J. Bolte, A. A. Jamsd. Brauner-Osborne, T. Gefflaut, L. BundhMed. Chem
2005 48, 7980-7992
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NH, NH, R NH,
HOzC)\ACOZH Hozc/k/LCOzH Hozc/k;/\COzH
L Glu R = CH; (4MG)
R=Et, Pr, P, Bn 3MG
iPr, iBu, iPn

Figure 6 : analogues de Glu substitués par des groupemempissalk

L’introduction d’'un cycle sur le squelette du Glatine une contrainte conformationnelle
supplémentaire au sein de la molécule qui devikns glus rigide. Ce type de substitution peut
alors amener une meilleure sélectivité d’inhibitidas transporteurs du Glu. La série de?
(carboxycyclopropyl)glycinesQCG | —IV) a été testée vis-a-vis des EAATs (figure 7). Raas
composésL-CCG Ill a montré l'activité inhibitrice la plus nguée : cette molécule se comporte
comme un substrat des EAAT1 et 2 (Ki respectifs5e 2,51M)*’. Cependant-CCG Ill montre
une affinité comparable pour les récepteurs Kaimdta'est donc pas un inhibiteur sélectif des
EAATSs.

/HNH H NH, COH HO,C NH,
-2 HO,C - NH, H :
HOZC COZH H 2 COZH
H  COH H H  CO.H H
L-CCG-I L-CCG-lI L-CCG-Ill L-CCG-IV
CO,H
H :\NHZ
H CO,H
CO,H CO,H
L-CBG-I L-CBG-II L-CBG-IlI L-CBG-IV

Figure 7 : Séries des L-CCG et L-CBG.

Une autre série de 2-(carboxycyclobutyl)glycineCBG I-1V ) a été synthétisée au
laboratoire et testée vis-a-vis des EAATs. Parns cemposés, seul-CBG IV présente une

sélectivité d’inhibition vis-a-vis des EAAT 2 et(Ri respectif = 7 et 1QuM).

Parmi les molécules cycliqgues inhibant les trangpws du Glu, on trouve plusieurs
pyrrolidines dicarboxylées. Ainsi, le dihydrokaiegDHK), agoniste des récepteurs non NMDA,
est un inhibiteur non substrat des EAATs séleaiiftgpe 2 (Ki = 89uM*?). Dans la série des
PDC, il est intéressant de voir gu’en variant la pgositdu carboxylateo sur le cycle, on retrouve

soit le squelette du Glu, soit celui de I'Asp. Airle L-(2,3)-PDC mimant ’Asp montre une activité

153, Faure, A. A. Jensen, V. Maurat, X. Gu, E. Sagotl. Aitken, J. Bolte, T. Gefflaut, L. Bunch,Med. Chem
2006 49, 6532-6538.
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inhibitrice vis-a-vis des EAAT?2 dix fois supérieudecelle mesurée pour les autres transporteurs.
Par contre, le.-(2,4)-PDC, analogue cyclique du Glu, montre urgeté sélectivité envers les
EAAT2, 4 et 5. Il se comporte comme un substratsatpie substitué par un méthyle en position 4,

il devient inhibiteur non substrat.

’ y N .CO.H
HO,Co__N N
L)...COZH CO,H
HO,C" HO,C
L (2,3) PDC L (2,4) PDC DHK

Figure 8: Pyrolidines dicarboxylique inhibiteurs des EAATSs.
Des études ont concerné d’autres hétérocycles codemexazoles et des oxazolines, car

certains de ces composes présentent une affimgévisca-vis des EAAT3. Les moléeculd$OC
(substrat des EAAT3) @?OAD (inhibiteur non substrat des EAAT3) décrites déngigure ci-

dessous en sont les principaux exemples :

o CO,H
[ /4 HOZC// e\N
HO,C" N>—>7COZH /
HoN o
(4S,2'S)-APOC (4S,5S)-POAD

Figure 9 : exemples d’'oxazolines dicarboxylique inhibiteurkestifs des EAAT3.

Le 3-amino-tricyclo[2.2.1.0]heptane-1,3-dicarboxglg WAY-855) a été plus récemment
identifiée comme un inhibiteur non substrat des EAAvec une préférence plus marquées pour le

type 2.

WAY-855

Figure 10 structure du WAY-855.

En conclusion, une certaine quantité d’informatiess disponible sur la pharmacologie des
EAATs. L'EAAT?2 est le transporteur le mieux caracé car il est le seul a présenter quelques
inhibiteurs qui lui sont sélectifs. C’est pourgqui® nombreux travaux portant sur la recherche et
I'élaboration de ligands sélectifs de chacun degdyde transporteurs demeurent nécessaires pour

élucider leurs roles respectifs.
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C. Pharmacologie des VGIuT®*’
Les inhibiteurs des VGIuTs, identifiés a ce joumtsde structures variées. Certains miment le
Glu et d'autres ont des structures totalement diffies. Contrairement aux EAATS, les deux
isomeres de I'Asp n'ont aucune activité vis-a-vissdVGluTs. La figure suivante résume les
principaux inhibiteurs des transporteurs vésicauécrits jusqu’ici. A notre connaissance, peu de
données relatives a l'inhibition sélective desétits types de VGIuTs n’a été décrit a ce jour.

COH oH
e, e
HO,C CO,H > i
2 2 HOZC COZH HZN\ COzH N COzH
X
f(z_s_,4R7) 4"'\\/|/'G L-4-Méthyléne-Glu trans ACPD X = H, Kynurenate, Ki = 1,3 mM
i=0,7m Ki=3mM Ki=0,7 mM X = OH, Xanthurenate, Ki = 0,19 mM
O
T O
N. O
N SOzH | HO
: OH NH, N
2
R = OMe, Chicago Sky Blue, Ki = 0,19 . . .
R = Me, Evans Bglue, é’l = 0,04 /M M HN / X =iPr, Bromocryptine, Ki = 22 (M
Br

Figure 11 : principaux inhibiteurs des VGIUTSs.

Le 4MG ainsi que le 4-méthyléneglutamate inhibent les MGluavec des constantes
d’inhibition Ki de I'ordre du millimolairé®. Les Ki dutrans ACPD et du Kynurenate sont aussi du
méme ordre de grandeur. Dans le cas des dérivdéydurenate, il est intéressant de voir que
l'introduction d’un groupement hydroxyle en positi8 (xanthurenate) ou d’'un chlore en position 7
(7-chlorokynurenate) sur le kynurenate abaisse lgekces inhibiteurs respectivement a 0,19 mM et
0,59 mM.

Par ailleurs, deux des composés présentés daigsita ti-dessus n’ont aucune ressemblance
avec le substrat naturel des VGIuTs mais constitdemons inhibiteurs sélectifs.

En 2002, des dérivés de l'acide 2,4-dicarboxyqumeolQDC) ont été décris comme des
inhibiteurs potentiels des VGIuTs. Parmi une cingame de dérivés du QCD testésles
composeés 6-phénylstéryl-QCD et 6-biphényl-4yl-QGBsgntent les meilleurs Ki (figure 12).

8 C. N. Carrigan, R. D. Bartlett, C. Sean EsslingerA. Cybulski, P. Tongcharoensirikul, R. J. Brigg C. M.
Thompson,). Med. Chem 2002 45, 2260-2276 ainsi que les publications citées.

17y Shigeri, R. P. Seal, K. ShimamoRrain research reviep2004 45, 250-265 ainsi que les publications citées.
18 H. C. Winter, T. Uded\euron. Res1993 18, 79-85.

19 C. N. Carrigan et ald. Med. Chem 2002 45, 2260-2276
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CO,H

Z
X1 | P
N~ ~CO,H

6-phenylsteryl, Ki = 64 1M
6-biphenyl-4yl, Ki = 41:M

X
X

Figure 12 :valeurs de Ki de QDC substitués.

Actuellement comme pour les EAATs, le nombre dbitgiurs connus et sélectifs des

VGIuTs est insuffisant pour élucider le réle spiggi€ de chacun de ces transporteurs dans le SNC.

1.2.2 Les récepteurs spécifiques du Glu

Comme nous l'avons précédemment évoqué, il existex dsortes de récepteurs du Glu
(GluRs) : les récepteurs ionotropiques (iGIuR) gant principalement associés a des réponses
synaptiques excitatrices rapides et les réceptaatabotropiques (mGIuR) qui ont des effets a plus
long terme... Les GluRs jouent un rdle clé dans utagenombre de processus fondamentaux qui

incluent le développement neuronal, celui de I'eptissage ou de la mémoire.

A. Les récepteurs ionotropiques (iGIuR)

a) Description

Ce sont des récepteurs canaux transmembranaitesr etctivation entraine I'ouverture de
canaux ioniques induisant des variations de conatmh d’ions et créant aussi un courant dans la
région post-synaptique des neurones. lls sont sleg aux ions NaK” et certains aux cations
ca".

Chez I'hnomme, les iGIUR peuvent étre regroupés émillles selon leurs caractéristiques
pharmacologiques portant ainsi le nom d’'un de Bgoniste sélectif NMDA (N-méthyl-D-Asp),
AMPA (acide §-2-amino-3-(3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-yl)propigue) etKA (kainate). Les
familles AMPA et KA, de part leurs propriétés phagulogiques assez voisines, sont parfois

regroupées sous le terme de récepteurs non-NMDA.

Il semblerait que les iGIuRs correspondent a desmablages tétramériques de différentes
sous —unités (NR1-3, GIuR1-7, KA1-2, figurel3).
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HO,C
NMDA i 2 coH
HN

| subtype NR2 -A, -B, -C, -D
NMDA
NR3-A, -B (N-méthyl-D-Asp)
Glutamate
receptor OH

AMPA  GWR-A,-B,-C,-D HOZCV\;QN
subtype™  or 1, 2 3, 4 N )
| Non-NMDA ® NHz /O

, GlR -5, -6, -7
Kamate{ AMPA

| subtype

i KA1, KA2
|
CO,H
. Delta — 2
subtype HO,C
Prokaryolic__ 9. GIURO HN
subtypes kainate

Figure 13 :les différentes familles d'iGIuR.

Les sous-unités des iGIuRs possedent une strudterdbase commune qui peut étre
déecomposeée en 4 parties distinctes : un domaineriital, un domaine de liaison des agonistes
(sous-domaines S1 et S2), un domaine transmembeafainstitué de 4 hélices), et un domaine

carboxy-terminal intracellulaire (figure 14).

NH,

Domain 2 Domain 1 °

-
I

- o m m m —-

M2 loop - -COOH

Figure 14 : structure commune aux sous-unités des iGluRs.

Le site de liaison du glutamate se présente conmeepoche formée par 'apposition des
domaines S1 et S2 dans laquelle les atomes chatgéglutamate forment des liaisons
électrostatiques avec les acides aminés de laipeotE'organisation des segments hydrophobes
dans la membrane plasmique et la tétramérisatisrsdes-unités permet la formation d'un pore a

travers lequel diffusent les ions.

En plus du site de fixation du Glu, il existe phkusis sites de liaison d’agonistes et
antagonistes non compétitifs du Glu notamment aeiani du domaine N terminal.
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b) Les principaux ligands des iGIuf$?

L'utilisation d’agonistes et d’antagonistes séliscties iGIuRs permet de déterminer le role
spécifigue de chacun d’entre eux au niveau du SNAS raussi d’envisager des applications

thérapeutiques pour le traitement de maladies déderdres mentaux.

L'inhibition des récepteurs iGluRs peut se fairetabés facons (figure 15). Dans le cas des

antagonistes compétitjfta fixation a lieu sur le site spécifique du ADans le cas des antagonistes

non compétitifs la fixation a lieu sur d’autres sites ou encorbirdérieur des canaux ioniques

bloguant ainsi le mouvement des cations a trawensdmbrane. De plus, il existe des composés qui
interviennent sur des sites allostériques. Ces enl@é peuvent avoir des effets qui amplifient

(modulateurs positijsou qui diminuent_(modulateurs négakifeffet d’un ligand sur l'activité des

recepteurs. Antagonistes non compétitifs

Ou
Modulateurs allostériques Antagonistes compétitifs

Site de fixation
AutresSites | Glu

v
cdt, Na', K*

Figure 15 :les différents types d'inhibiteurs des iGluRs.
i) Les principaux ligands des NMDARS

L’activation des récepteurs NMDA (NMDARS) nécessidixation du Glu mais aussi celle
de la Glycine en tant que co-agoniste. Ces réceptégulent le flux des cations Nat K ainsi
que des C4. La surexcitation des NMDARs serait & I'origine tout au moins liée & diverses
maladies et désordres mentaux (attaque cérébraladims d’Huntington, Alzheimer, traumatismes
...). Il apparait donc intéressant de développeratgagonistes sélectifs des NMDARSs. De trés

nombreuses études ont été réalisées a cette fin.

+ Les antagonistes compétitifs des NMDARSs

Des analogues du Glu possédant un phosphonatglacda du groupement carboxylate

s’averent étre des antagonistes compétitifs des NRKD (figure 16). Cependant ces composés

2N, C. Kew, J. A. KempPsychopharmacolog005 179, 4-29 et les références citées.

2L M. G. Moloney,Nat. Prod. Rep 2002 19, 597-616 et les references citées.

22 4. Brauner-Osborne, J. Egebjerg, E. Nielsen, Ud$éa, P. Krogsgaard-Larseh,Med. Chem200Q 43, 2609-
2645.

-37-



Bibliographie Le systeme glutamatergique

montrent de faibles sélectivités vis-a-vis des &ldhtes sous-unités des NMDARs et ont une

activité médiocren vivo car ils ne franchissent pas la barriere hématémaique.

Cependant, il existe quelques exceptions commengosePEAQX qui est le plus sélectif

vis-a-vis des sous-unités NR1 et NR2A en restdiift iacvivo. Nous pouvons de méme cifeiPDA

o

(X

D-AP5 CGS 19755 PEAQX PPDA
Figure 16 : antagonistesompétitifs des NMDARS.

qui est, quant a lui, sélectif des NR2C et NR2D.

Br
H
HZOSP\_ N PO3H2
: H
NH, NIO

]
/\/\/ PO3H2 ’
HO,C N~ “CO,H N0
H H

CO,H

CO,H

Beaucoup d’antagonistes compétitifs ont montré tbessais cliniques de trop hombreux
effets secondaires. Les recherches se sont alergégs vers le développement d’antagonistes non
compétitifs de structures beaucoup plus variablessg fixant sur des sites allostériques ou sur le
site de fixation de la glycine, bloquent les réeeps NMDA ou modulent leur activité avec de plus

faibles effets secondaires.

% Les antagonistes non compétitifs des NMDARSs
Quelques exemples d’antagonistes non compétitifsdgcrits dans la figure ci-dessous.

CO,H
L CO,H
o9 \
O N o H Q
NHPh O N
NH, _ I o
¢l NH,
o}
JcoaH m \
cl NN) cl N o N~ ~CO,H CO.H
H H cl N
H
SM 18400 GV 150526 L683344 A
O O
COR;
N:< <O O II\IJ\NHBU
N
| AN N~ e} 7 N
R P
N~ ~O
H
e L NH
g(irzlgsteoq;mﬁﬁaRhn 4-one N-(alkyl-carbamoyl)benzodiazépinones 2
R, = H, Cl, CF5 NH, Br, NO, Ry =H, NHp Ry =H, NH, B
S R3 = Me, Et, Pr, Bu

Figure 17 : quelques antagonistes non compétitifs des NMDARS.
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Parmi les antagonistes du site de fixation de lgige des NMDARs, on compte les
guinoxalinediones comme le comp@i11840Q les acides 2-carboxylindole comr@&/150526et
A, ainsi que des dérivés de I'acide kynureniquetelL683344 Cependant, méme si ces composés
ont des effets antagonistesvivo, leur propriété physico-chimique ne leur permet ga franchir
efficacement la barriére hémato-encéphalique.

Des dérivées de la quinoxalin-4-one ont aussi ddetsefantagonistes non compétitifs
montrant qu’un cycle triazole peut mimer un desugements carbonyles des quinoxalinediones.
De nombreuses études se sont aussi centréeslabotaion d’analogues de benzodiazépine et de
phtalazine substituées comme le com@sgii posséde des propriétés anti-convulsantes.

Des bloqueurs de canaux ioniqgues des NMDARs commmehkencyclidinePCP et la
dizocilpine MK-801), se sont avérés des antagonistes sélectifs MBARS et actifsin vivo
(figure 18). D’'autres molécules ont été identifi@eais un certain nombre d’entre elles présentent
une trop grande affinité vis a vis des canaux ioeggen les bloquant de facon permanente. Ces
composés génerent alors des effets secondairesitdee rpsychotomimétique (qui induisent des
changements de la perception, de la pensée egdmgnt), ainsi que des dépressions respiratoires
et des déreglements cardiovasculaires. Cependesicamposés comme Mémantine présentent
de plus faible affinité et se montrent plus effes@n assurant un blocage réversible des canaux
ioniques. La Mémantine s’avere mieux tolérée garganisme et est actuellement utilisée pour le

traitement symptomatique des derniers stades mhaliadie d’Alzheimzer.

i
[T NH
A\ = NH,
PCP MK-801 Mémantine

Figure 18 :exemples de bloqueurs de canaux ioniques des NMDARs

Des polyamines endogénes (spermines, spermidims) gue des amines plus simples
comme |Eliprodil se fixent sur les sites allostériques de recosaaie des amines des NMDARs
et suscitent un certain intérét pour leurs effettagonistes non compétitifs sur ces récepteurs
(figure 19).

HO o . oM
N /@)YN Q/\‘/N
HO HO

F Eliprodil Ifenprodil Troxoprodil (CP-101,606)

Figure 19 :exemples de modulateurs allostériques des NMDARs.
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L’ Ifenprodil est le premier antagoniste sélectif des sousuNE2B a avoir été identifiés,
et de nombreux dérivés commeTlimxoprodil ont été étudiés. Ce composé posseéde une importante
sélectivité vis-a-vis des sous-unités NR2B et aetée jusqu’en phase lll des essais cliniques pour
le traitement de divers traumatismes cérébraux. dssais cliniques ont été interrompus car ce
composeé provoque des effets indésirables tels gsi¢rdubles de I'agitation, des hallucinations, des

confusions et des vertiges.

i) Les principaux ligands des récepteurs non NMDA®*® 23

Par comparaison avec les NMDARs, la littératurechepharmacologique relate un nombre
moins important de molécules agissant sur les téaepnon NMDA. Cela est apparemment dd a

un manque d’outils pharmacologiques sélectifs wisale ces récepteurs.

% Les antagonistes des récepteurs AMPA (AMPARS)

La série des quinoxalinediones (antagonistes cotifige permet de distinguer les
récepteurs non NMDAles NMDARs. En effet, certains de ces dérivées, deggués a propos des
NMDARSs, s’averent étre sélectifs des AMPARs. Noasyons ainsi citer 'exemple déBQX qui
présente d'importantes propriétés neuroprotectridéggire 20). Cependant, la plupart de ces
composeés sont trés peu solubles dans I'eau ettexigues pour les reins au niveau desquels ils

précipitent.

Une seconde génération de composeés plus hydrosslal#té décrite. Parmi ces molécules,
nous pouvons citer le compo¥M872 qui est actuellement entré en essais cliniques f®u

traitement des ischémies (figure 20).

H Ne MO "o "o
N O H,NO-S / (H3C),NO,S /
s LT O e
O,N N0 N N
2 N O,N H o) H H
NBQX YM872 NS-229 NS-257

Figure 20 :dérivés de la quinoxalinedione, antagonistes coitifsétes non NMDARSs.

D’autres structures proches de celles des quinmedilbnes comme les isatinoximes ont
montré des effets inhibiteurs vis-a-vis des non NAR3. Par exemple, la molécuNS-229est un
antagoniste compétitif spécifigue des KARs alore gon analogu®&S-257 montre les mémes
effets mais envers les AMPARSs (figure 20).

# A, Chimiri, R. Gitto, M. ZappaléExp. Opin. Ther. Patent$999 9, 557-570.
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D’autres classes de composés antagonistes corfgppdés AMPARS ont été étudiées mais
leurs effets thérapeutiques restent, pour la ptupdimités par leurs caractéristiques

physicochimiques et pharmacocinétiques (insoléhilictivitéin vivo de courte durée).

Cependant, des antagonistes non compétitifs tedslem benzodiazépines et des dérivés
substitués de la (2,3)-quinazoline peuvent étre irééressants car ils agissent sur les sites
allostériques et ont des effets modulateurs mémarésence d’'une forte concentration en Glu. De

plus, ces composés ont I'avantage d’'étre airtifgvo aprés administration orale (figure 21).

H,N NH, H,N

R =n-Pr, SYM2206 R-LY300164
GYKI 52466 R =n-Bu, SYM2207

Figure 21 : exemples d’antagonistes non compétitifs des AMPARs.

Nous pouvons citer I'exemple d&YKI 52466 qui est sélectif des AMPARSs et montre des
propriétés anti-convulsante et cerebroprotectiXautres dérivés des benzodiazépines comme les
arylphtalazines (SYM 2206 et SYM 2207 ont aussi montré des effets sélectifs comparables
Enfin, nous pouvons donner I'exemple de la moléBu4leY300164 qui est entrée en essais clinique

pour le traitement de I'epilepsie.

Des modulateurs allostériques positifs ont ausshtrdoune activité dans divers essais
comportementaux (mémoire, apprentissage). Nous gmsuprendre I'exemple des benzamides
aussi connus sous le terme de « AMPAKines » telQ)X®L6 et CX546(figure 22).

o o)
G0 GO
N~ o
CX516 CX546

Figure 22 :exemple de modulateurs allostériques des AMPARSs.

% Les antagonistes compétitifs et non compétitifsKieBRs

Les agonistes tels queTPA?* (S)-5-iodowillardiine?® et ses dérivé§ I'analogue du Glu
AMG (SYM 2081F’ etLY339434* montrent une forte affinité pour les sous unité$J&5 et sont

des sondes potentielles pour I'étude des fonctbiysiologiques des récepteurs KA.

% K. Hoo, Neuropharmacology1999 38, 1811-1817.
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H ;\ :\\\COZH /I\ﬁZ/L
N CO,H HO,C CO,H
H
KA 4MG (GIuR5)
(6]
|
\fj\NH X CO,H
N/&o COZH
H/"Kco H NH,
NH, 2
ATPA (GIuR5) (S)-5-lodowillardiine (GIuR5) LY339434 (GIuR5)

Figure 23 : exemples d’agonistes sélectifs des KARs.

Comme exemple d'antagonistes sélectifs des KARss npouvons citer le composé
LY382884 qui présente des propriétés anxiolytidtié3(figure 24). Nous pouvons aussi CitéBP
302° qui est un inhibiteur sélectif des GIuR5 et la @roleNS 3763, un exemple de modulateur

allostérique négatif qui agit sélectivement sur@sR5 et les GIURS6.

o} CO,H

H
CO,H HN NH
O™ 00, w)
HO,C NH HO,C CO,H HzNﬁ)

H
CO,H
LY 382884 NS 3763 UBP 302 (GIuR5)

Figure 24 :exemples d’antagonistes non compétifs sélectifs KieRs.

En résumé, un nombre important d’agonistes et aniatps des KARs et plus
particulierement sélectifs des sous unités GLURS été identifiés. Il reste cependant de nombreux
efforts a fournir pour le design et la synthesdigknds sélectifs des autres sous unités des KARSs.
L'utilisation de ces ligands permettra d’élucider ble spécifique des KARs qui demeure mal

connu.

% G.T. Swanson et alMol. Pharmacol1998 53, 942-949.

% D. E. Jane et alJ. Med. Chen2007, 50, 1558-1570.

2. M. Zhoy, Z. Q.Gu, A. M. Costa K. Yamada, P. E.Mansson T. Giordang P.Skolnick, K. A. JonesJ.
Pharmacol. Exp. Ther1997 280, 422-7.

287 A. Bortolotto et al.Nature 1999 402, 297-301.

291 Smolder et al.Nat. Neuro, 2002 8, 796-804.

%073, A. Slattery, A. J. Page, C. L. Dorian, S. MieBey, L. Blackshaw)). Phys, 2006 577, 295-306.

31 Christenset al, J. Pharmacol. Exp. Ther2004 309, 1003.
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B. Les récepteurs métabotropiques

a) Description

Les mGIuRs sont des récepteurs qui font partieadeldsse Il de la grande famille des
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Ces RCH@Et des récepteurs membranaires
heptahélices qui exercent la plupart de leurs ®ffetlulaires en stimulant une étape clé du cycle

d’activation des GTPases hétérotrimériques (ougpres G).

Le réle des mGluRs est de réguler et de parti@plartransmission synaptique par le biais
de plusieurs effecteurs comme la protéine kinasde€,récepteurs a l'inositol ou des canaux
ioniques membranaires. Les mGIuRs sont classésragm sous groupes en fonction de leur

homologie de séquence ainsi que de leur pharmadediadpleau 3).

MGIuRs

Groupe | Groupe Il Groupe Il
mGIluR4a-b

mGIuRla-d mGIuR2 MGIuR6
mGIuR5a-b  mGIUR3 mGIuR7a-b

| mGIuR8a-b
Phospholipase & cCAMR,

Tableau 3 :les différents sous groupes des mGIluRs

Le groupe | est composé des sous groupes mGIuR1 et mGluRplépositivement a la
phospholipase C via des protéines G du type Gy a&fitae principalement dans les régions post-
synaptiques. L’activation de la phospholipase Gaégmé une augmentation de la concentration

intracellulaire en inositol triphosphate et une itisation du calcium.

Le groupe Il est composé des sous groupes mGIuR2 et mGluRSgetupe Il rassemble
les sous groupes mGIuR4 et mGIuR6-8, qui inhibadéhylate cyclase via des protéines G du type
Gi/Go, ce qui entraine une chute de la concentratilulaire du messager cAMP (Adénosine

MonoPhosphate cyclique).

L’activation des mGIuRs du groupe | est généraldmassociée a une exaltation des
réponses synaptiques excitatrices alors que ceiggrbupes Il et Ill est liée a un affaiblissenmt

la réponse synaptique via une inhibition de larblién du Glu.
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La caractéristique structurale des mGIluRs est ésgnce d’'un site de fixation bilobé du

ligand (appelé domaine\tenus Flytrap ) situé dans un large domaine N terminal extratzti:

qui est lié par un domaine riche en cystéines auailte hepathélice (région transmembranaire

formée de 7 hélices, Figure 25).

N-terminal
extracellular
ligand-binding
domain

7TM domain

Intracellular
C-terminal domain

NH,

%" agonists or antagonists

~— Noncompetitive

Competitive

antagonists

Figure 25 : structure des mGIuRS

La fixation du Glu entraine des modifications stuwales (conformation fermée) qui

produisent I'activation de la protéine G en intéi@atavec les boucles intracellulaires du réceapteu

D’aprés des études récentes, il semblerait qumekiRs forment des homodimeéres. Dans

le cas des mGIuR4, la dimérisation amplifierait le changement confationnel lors du passage a

la forme fermée, ce qui serait responsable deiVaimbn des protéines G (figure 26).

86,5A

63A

e

AR

" AN

B

[}‘Y

Protéine G

Figure 26 :mGluRs sous la forme d'homodimeéres : amplificatieriactivation des protéines™

Les antagonistes sélectifs du Glu se lient au doenaVenus Flytrap »et empéchent le site

de fixation d’adopter une conformation fermée. Capour les iGluRs, il existe aussi des sites de

fixation pour des effecteurs non compétitifs et nexlulateurs allostériques. Ces sites se situent au

niveau du domaine transmembranaire du récepteur.

%271, Galvez, J. P. Pié/S, 2003 19, 559-565.

33 Extrait de « La distribution subcellulaire desegteurs du glutamate de type Kainate » de F. Jeisktisponible el

ligne sur www.123bio.net.

3 N. Kunishima, Y. Shimada, Y. Tsuiji, et alature 200Q 407, 971-977.
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b) Les principaux ligands des mGlufs'® *°

Des molécules agissant spécifiguement sur les mGprBsentent un intérét thérapeutique
pour le traitement de la douleur, de I'anxiété euadépendance a certaines drogues. Par ailleurs,
nous avons vu que les antagonistes des iGluRs ontrénd’importants effets secondaires lors
d’essais précliniques et I'une des solutions selaitnoduler plus finement la réponse du systeme
glutamatergique en utilisant des substances adivesveau des mGIuRs.

+ Les ligands compétitifs des mGluRs

La figure 27 décrit quelques exemples de molécalgant des effets sélectifs sur les

récepteurs métabotropiques du Glu.

Tous les mGIuRs sont activés par 'ACPD qui moudgs effets anti-convulsants.

Les récepteurs du groupesbnt activés par les molécules du tyR&IS et DHPG.

Actuellement, aucune molécule n’a été décrite conagmniste sélectif des mGluR& mGIuRS.
Cependant, des dérivés de la carboxyphénylglyalsequel Y367385 et AIDA ont été identifiés
comme étant des antagonistes sélectifs des mGMRi%. en général, le profil pharmacocinétique
des antagonistes compétitifs des mGIuRs du grouperéduit leur utilitéin vivo car ils ne

franchissent pas la barriere hémato-encéphalique.

Les récepteurs du groupestint sélectivement activés par des molécules @otes comme

I’ APDC ou comportant des cyclobutanes et cyclopropanesnaCCG-1 etDCG-IV qui a suscité

de nombreuses études. Les agonistes sélectifs @dsRl sont apparus efficaces dans divers

modeles pour le traitement de l'anxiété sans mstafed’effets secondaires. De plus, leur

utilisation pourrait diminuer les effets secondsides agents psychomimétiques tel que le PCP
(bloqueur des canaux ioniques sélectifs des NMDA&s)les amphétamines. Le neuropeptide
endogéne N-acétylaspartylglutamaAQAG) est le seul composé décrit comme étant un agonist
sélectif des mGIuR3 vs mGIuR2.

Le composd.Y354740 et ses dérivés constituent de bons exemples d'stgsniles mGIuR
Il puisqu’ils sont en essais cliniques pour leteaient de I'anxiété avec des résultats thérapeagiqu

prometteurs.

%7, G. Gao, K. A. JacobsoBDT, 2006 11, 191-202.
- 45 -



Bibliographie Le systeme glutamatergique
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HO,C™I"NH,  HO,C” NH, HOLC | NF;

X = CHyPO3H,, R = H, L-AP4
X = OPO3Hy, R = H, L-SOP

X = CH,PO3H,, R = CHz MAP4 _

X = OPO3H, R = CHz MSOP R=H, PPG DCPG (mGlu8) CPPG (mGIuR4)

Figure 27 : agonistes et antagonistes compétitifs et séleiiéssmGIuRs.

D’autres analogues du Glu tels qu&341495 et LY310225 sont décrits comme des
antagonistes sélectifs des mGIluRs Il qui ont I'aaga de franchir facilement la barriére hémato-

encéphalique. Cependant, I'intérét thérapeutiqueedemolécules n’a pas été rapporté a ce jour.

Les récepteurs du groupe Hont plus sensibles aux composés phosphorés céirv ou
le groupement phosphonate mime le carboxylattu Glu. L’AP4, tout comme ses analogues,
interagit de la méme facon que le Glu au niveawdmnaineVenus Flytrapet active ainsi plus
sélectivement les mGIluR4, 6 et 8 du groupe llisbhas groupe mGIuR7, quant a lui, se différencie
plus facilement des autres sous groupes des m@lgBrlil montre une tres faible affinité vis-a-vis

des analogues du Glu. Une série de dérivés dedaytilycine substitués a aussi été étudiée. Le

PPG et leDCPG activent préférentiellement les mGIuRS.

De nombreux antagonistes compétitifs des mGIuR okt été identifies mais leur

caractérisation pharmacologique reste incompléteusNpouvons citer un des dérivées de la
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phenylglycineCPPG comme exemple d’antagoniste compétitifs des mGluRont la sélectivité

est plus orientée vers les mGIuR4.

Comme nous avons pu le constater, de nombreusescuied antagonistes ou agonistes
compétitifs des mGIuRs sont des analogues plus oinsmproches du Glu. Cependant, de
nombreux travaux se sont orientés vers I'élabamadi® nouvelles molécules dont les structures sont
totalement différentes de celle du Glu et qui aag dffets sur les récepteurs mGIluRs. Comme pour
les iGluRs, il s’agit de ligands non compétitifs d# modulateurs allostériques qui se fixent au

niveau du domaine transmembranaire (7DM, figure 25)

+ Les ligands non compétitifs des mGIuRs

Les premiers antagonistes non compétitifs idewstiftes mGIuRs ont été l'acide 7-
hydroxyiminocycloproparflchromene CPCCOELt) et le 2-méthyl-6-(phényléthynyl)-pyridine
(MPEP) qui sont respectivement des modulateurs négadlectifs des mGIuR1 et mGIuRS5 (figure
28). Cependant, le MPEP a aussi montré une actiigta-vis des transporteurs de la noradrénaline.
Un de ses analogues,MTEP, présente une meilleure sélectivité vis-a-vis€duR5 et est actif

apres administration orale.

s 9 O
/<\ N/o\/ & N\
T Ty TEET (30
| |
) J :

MPEP (mGIuR5) MTEP (mGIuR5) R0-016128 (mGIuR1) R0-67-7476 (MGIuR1)
N—N
L/ N
(-)CPCCOEt (mGIuRl) DFB (mGIuR5)

CDPPB (MGIUR5)

Figure 28 :lesprincipaux modulateurs allostériques des mGluRgrdupe I.

Les antagonistes non compétitifs des mGIuR5 sowtitdécomme ayant une activité
thérapeutique dans des modeles animaux préserdardésordres neurologiques et psychiatriques

et plus particulierement des troubles liés a I'at&iou a la dépendance a certaines drogues.

De plus, le développement de modulateurs allostésogdes mGIuRs présente un grand
intérét car ils permettent de moduler I'action dgenistes ou antagonistes compétitifs des mGIuRs.
lls peuvent également améliorer la fixation dgsrids compétitifs sur le site de fixation du Glu
(figure 29).
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|
/e
|

G.ate Py

G,etr Py

M = onthosteric agonist (T = positive allosteric modulator

Figure 29 : effet des modulateurs allostériques sur les mGIuRs.

Nous pouvons citer I'exemple deo 67-7476et Ro 01-6128qui sont des modulateurs
positifs sélectifs des mGIUR1 et qui permettentréfiorer la fixation dudH]-quisqualate, agoniste

sélectif du Glu.

Le 3,3-difluorobenzaldazine DFB) est le premier composé a montrer des effets
allostériques positifs vis-a-vis des mGIuR5. Il egéressant de mentionner que la substitution des
groupements fluorés par des OMe ou des chloressiadiudes effets négatifs et sélectifs vis a vis
des mGIuRS5.

Une autre classe de modulateurs positifs et sidedés mGIuR5 a été développee. La
moléculeCDPPB en est un exemple. Cette molécule montre dessedfdtpsychotiques et pourrait

étre utile dans le traitement de désordres mentaux.

Il est également intéressant de savoir que I'hypctionnement des NMDARSs est impliqué
dans la pathophysiologie de la schizophrénie. 8t@ prouvé que la modulation positive des
MGIuURS5 peut réactiver les NMDARs défaillants. Lesdulateurs allostériques positifs sélectifs des

MGIuUR5 peuvent alors avoir des applications tharagees pour le traitement de la schizophrénie.

Les modulateurs des mGIluRs du groupe I, le comp¥s#81837 est le premier a avoir été
identifié comme ayant des effets allostériquestgssélectifs des mGIuR2 (figure 30). D’autres
composés tel queY-487379 ont été identifiés plus tard comme étant des naiduts sélectifs des
MGIuR2. De méme, des composeés indoliques commelécoieC agissent sélectivement sur les

MGIUR2 et pourraient étre utiles pour le traitendmta schizophrénie.
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fage
crg@ (T

LY-181837 (mGIuR2) LY 487379 (mGIuR2)
& ;—NHPh
C (MmGIuR2) PHCCC (mGIuR4)

Figure 30 :ligands non compétitifs des mGIuRs des groupeslil.e

Quant aux mGIuRs du groupe lll, seul I'analogueCRCOEt appel®HCCC a été identifié
comme étant un agoniste non compétitif sélectif d&uR4 (figure 30). Pourtant, la modulation
positive des mGIuR4 semble étre une stratégie peétague pour la maladie de Parkinson. De plus,

a notre connaissance, aucun antagoniste non cdihpéectif du groupe Ill n’a été décrit a ce jour

Aujourd’hui, la modulation sélective des réceptedmsGlu par des molécules de structures
diverses et variées, semble la stratégie thérapeutia plus étudiée car elle laisse prévoir un
minimum d’effets secondaires. Ainsi la rechercharpiaceutique s’oriente de plus en plus vers des
ligands non compétitifs qui présentent une sélgéti¥action et une biodisponibilité supérieures a
celles des ligands compétitifs du Glu.

Cependant, I'élaboration de nouveaux analogues lus@scitent toujours lintérét des
chercheurs pour améliorer la compréhension du SiCGegte aujourd’hui une partie mystérieuse
du corps humain : comme nous I'avons évoqué damsieplrs parties, le réle de certains types de
transporteurs ou de récepteurs ainsi que leur gagpdin dans le SNC restent encore a élucider...
Rappelons par ailleurs que les analogues contrdintSlu similaires aY354740 couvent un fort

potentiel thérapeutique pour le traitement de liérg
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Chapitre 1l Les principales méthodes de synthése d’analogues Gilu

Ce chapitre a pour but de donner un apercu de<ipaies méthodes de synthese
permettant la préparation stéréosélective d’anasglu Glu substitués en position 3 et 4. Quatre

voies de synthése principales s’en dégagent (scBgéma

NHP
Rozc)\/\cozR'

L Glu protégé

1

P NH, R* ><

RO,C— N0 R o NP
i \g_zé — HOZC/l\fjvw‘z COyH — (-

R R R® CHO
acide pyroglutamique aldéhyde de Garner
protégé ﬂ
NHP R* L sérine
ROZC) %\COZR'
R3

L Glycine  acrylate substitué

Schéma 2 principales voies d’accés aux analogues du de @istgué en 3 et/ou 4.

L’alkylation directe duL-Glu ou de son analogue cyclique, I'acide pyroghitpue (pGlu),
est une premiere méthode qui, dans la plupart @gsneontre une bonne diastéréosélectivité mais
qui demande plusieurs étapes supplémentaires poonotection de la molécule. La création des

liaisons G-C® ou C-C* est une alternative intéressante qui a fait I'obgenombreux travaux.

II.1 Synthése a partir du-Glu

En 1993, Paz et &f.ont effectué la synthése du 3-méthylGlu en intisaiot un groupement
méthyle en position 3 par addition de Michael dméthyl cuprate de lithium sur le dérivé (3,4)-
didéshydro-Glu préparé au préalable a partir du Gétte réaction n’est pas diastéréosélective mais
offre 'avantage d'une séparation facile des deiastdréoisomeres car seul I'isomé¥g/thro

cyclise (schéma 3).

% M.M. Paz, F.J. Sardind, Org. Chem1993 58, 6990-6995.
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1) KHMDS
RO,C._~_COR Rozc_v\{cozR MCPBA
2 2) PhSeCl =
NHP PHN  SePh
. = P
Me,CulLi : N
RO,C._~_COR RO,C._~__CO,R ROZC\Q;O
: H +
PHN PHN <
171

Schéma 3 synthése du 3-méthyl-Glu a partir du Glu.

Les exemples d’alkylation directe sur la positiodw Glu sont nombreux. Si la protection
des deux groupements carboxylate et de I'aminguestieuse, alors l'alkylation, en plus d’étre

régiosélective, est stéréosélective (Tableau 4).

)Nip/\ Base NHP R*
R'0,C COR? electrophile R0,C CO,R?
P Rl R Base électrophiles Reng/eogn ents S;iﬁ::ﬂi?g'te Ref
Pf tBu Me KHMDS BrCHCN 43 7117 Kgf’;'lrg‘?”
Halogénure
P Bt Bl iiMDS  dalkyleset  49-65 0/100 Gu et &F
nitrobenzoyl Me Me "
allyliques
Cbz . 77 Hanessian
BOC Me Me LiHMDS BnBr 75 1/99 ot al%°

Tableau 4 :alkylation du Glu protégé.

Pour éviter une épimérisation du”* @n présence d'une base forte, 'amine doit étre
préférentiellement protégée par des groupementsgmants tels que le 9-phénylfluorényle (Pf), le
p-nitrobenzoyle ou un carbamate comme Cbz qui autgnéacidité du NH. De méme, le
groupement carboxylate du Glu a été protégé par des groupements métlegjgethyliques ou

tert-butylique (tBu).

Le choix de la base est tout aussi important pesurer la stéréoselectivité de I'alkylation.
Une base non nucléophile, plus encombrée et montes due le LDA comme les bases conjuguées
de I'héxaméthyldisilazane KHMDS ou LHMDS, sembléfgrable.

3" A. M. P. Koskinen, H. Rapopor, Org. Chem 1989 54, 1859.
7. Q. Gu, D. P. Hessotetrahedron : asymmetri995 6, 2101.
%9'S. Hanessian, R. Margaritatrahedron Lett.1998 39, 5887-5890.

-51 -



Bibliographie Synthése d’analogues du Glu

L’isopropylcyclohexylamidure de lithium (LICA) a agment été utilisée dans des réactions
d’aldolisation pour former des 4-hydroxyalkyl-GluSchéma 4). Cependant la diastéréoselectivité

de cette réaction est faible.

Tr< Tr. R

OH
INH 1) LICA NH Y

ButO,C CO,tBu ) \/iCOZtBu

Schéma 4 synthése d'analogues des 4- hydroxyl-Glu.

2) RCHO ButO,C

L’obtention directe d’analogues du Glu substituggigpar un groupement polaire tel qu’'un
hydroxyle ou un halogéne, est plus rare. Krasnai.Btont synthétisé le 4-bromo-Glu directement
a partir du Glu en présence de,/BBrs sous irradiation (schéma 5). Les dérivés 4-iodal-et
hydroxy-Glu ont ensuite été synthétisés par sulisiit nucléophile a partir du 4-bromo-Glu
protégé. La fragilité des dérivés halogénés quiisiérisent aisément dans les solvants utilisés, ne
permet pas de déterminer précisement le ramyofanti. Cependant, il semble que lisomesti

Soit majoritaire.

NHPf 1) Bry, PBrs, hv NHPfBr MeOH, reflux NHPfBr
HO,C COH 2 Hel Bro,C COBr MeO,C CO,Me

Nal, Me,CO INHPf |

MeOZC COzMe
ou
NHPfOH

HCI 6N, reflux 1

MeO,C CO,Me

Schéma 5 synthése des 4-bromo, iodo et hydroxy-Glu.

Le (2S,4R-4-hydroxy-Glu a également été obtenu majoritagetmpar oxydation du Glu

protégé en utilisant le réactif de Davis (3-Phéxyphénylsulfonyloxaziridinéf comme la figure

ci-apres le montre.

CBz- CBz.
NHCBz LIHMDS NH (:)H NH OH
: +
MeOZC COzMe E: Ph MeOZC COZMe MeOZC COzMe
Ph02§ syn/anti : 1/9

Schéma 6 synthése du 4-hydroxy-Glu par oxydation du Glu ¢gét

0J. E. Baldwin, M. North, A. Flinn, M. G. Molone¥etrahedron1989 45, 1453.
“1V. P. Krasnov, |. M. Bukrina, E. A. Zhdanova, MKodess, M. A. KorolyovaSynthesis1994 961.
423, Hanessian, B. Vanas€an. J. Chem1993 71, 1401.
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La diméthylation du Glu a été envisagée mais neeséaétre possible qu’en enchainant les

réactions d’alkylation une par une a partir de ti&adsolés et purifiés, et en protégeant le

groupement carboxylatepar un ester allyliqufé

En conclusion, nous retiendrons que I'alkylatioredi du Glu par des halogénures primaires
et de préférences activés (halogénures allyligheszyliques, propargyliques) présente de bons

rendements et une bonne diastéréoselectivité enrfale I'isomere-(2,4)-anti.

[1.2 Alkylation de I'acide pyroglutamique (pGlu)

Le L-Glu est facilement obtenu apres hydrolyse acidéasique de son analogue cyclique
pGlu. Il est donc envisageable d’alkyler en positBoou/et 4 le pGlu protégé avant de I'hydrolyser
(Schéma 7).

NH, R*

P
R10,Ca N\ _—0 H,0, H*ou HO
g 2 . HO,C CO,H
R3

RS R*

Schéma 7 hydrolyse acide ou basique du pGlu.
La nature des groupements protecteurs de I'aminpdust particulierement du groupement

carboxylate, sont primordiaux pour conserver lectre régio et stéréosélectif de I'alkylation.

Yanagida et al* ont synthétisé le @3R)-3-para-chlorophényl-Glu, précurseur du
®Baclofen (dérivé du GABA), par addition de Micha#lin organocuprate sur le dérivé 3,4-
didéhydro du pyroglutaminol (schéma 8). Dans ce Easarboxylate a été transformé en ether
silylé tandis que I'amide est protégée par un BOI(.faut cependant plusieurs étapes avant
d’obtenir le dérivé insaturé du pyroglutaminol t@@gee (protection/séléniation/oxydation

/élimination).

?OC ?OC NH,

N N
o] . (6]
ButPhZSio/\(j pCIPhCuLi, Butphzsio/\(_/v/ HOZC)\i/\COZH HO,C NH,ClI

o .

Cl Cl
(R) Baclofen

Schéma 8 exemple de synthése d'analogue du Glu substit@égpartir d'un dérivé de pGlu.
Plus récemment, la méme stratégie a été adoptéespothétiser 1edS,3R et le £S,3%-3-

méthylGlu a partir du méme dérivé du pyroglutamidcd méthylation utilisant le cuprate de

43y. Baversias et alJ. Med. Chem 1997 40, 1495.
4 M. Yamada, K. Hashimoto, M. Ishida, H. Shinozaki, ShirahamaTetrahedron Lett 1989 30, 3799.
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diméthyle donne exclusivement I'isomdrans. D’autre part, la formation diastéréoselectivelale
pyrazoline par cycloaddition de diazomethane sysylglutaminol insaturé a permis de former,
aprés thermolyse et hydrogénation catalytiqueyttiérecis du 3-méthyl-pGItP (schéma 9).

BOC
| . NH,

N o
) O  CHjgLi, CuLi N__o
ButthSlO/\g ButPhZSiO/\Q? — Hozc)\iAcozH

N -
trans ant

CH,N,
BOC BOC BOC
N

A~=0  120T N_0 H, PO N._o

BUtPh,SIO \j Butphzsio/\;_7 2" 2 ButPhZSiO/V
LN i
N Cis NH,
Hozc:/'\‘ﬂco2
H

Syn

Schéma 9 synthese du2S,3R et 2S,3%-3-méthylGlu.
La cyclopropanatioff pallado catalysée mettant en jeu le diazométhanelae
photocycloadditioff sur le dérivé insaturé du pyroglutaminol ont égalat permis la préparation
d’analogues du Glu contraints comm€CG I, L-CBG | et Il (Schéma 10).

5 A/ CO,H
OTBS H NH2 ) cean
oé\/j\/ —_— P

CHyNy, N

Pd(OAC), | H \
/ BOC COH
f)\/ OTBS ]
O
H

_COH
\N H2

N

BOC L-CBG Il

CH =CHh\‘ i H/\\
O —

N
BOC J%/H
NH
HOC /\\\ 2 LcBGI

H

CO.H

Schéma 10 Formation d’analogues contraints du Glu.

Dans le cas du Glu, lalkylation ou l'aldolisaticen 4 du pGlu protégé peut se faire
directement en présence d’'une base forte comme bDALIHMDS. L’amide du pGlu a été
généralement protégée par un BOC. Le carboxylat¢ @we réduit en alcool et protégé par un
groupement silylé encombrant favorisant la régedélité et la stéréoselectivité de l'alkylation

(tableau 5). Bleakman et al. ainsi que Hokelekl.etoat préféré protéger I'acide carboxylique du

5 C. Milne, A. Pwell, J. Jim, M. Al Nakeeb, C. P. BmJ. Micklefield,J. Am. Chem. Sq2006 128 11250-11259.
6 K. Shimamoto, I. Michiko, H. Shinozaki, Y. Ohfunk,Org. Chem1991, 56, 4167-4176.

“"H. Tsujishima, K. Nakatani, K. Shimamoto, Y. Shig#l. Yumoto, Y. OhfuneTetrahedron Lett1998 39, 1193-
1196.
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pGlu sous la forme d'un ester méthylique, benzgicquu tert-butylique. La présence de ces
groupements favorise la substitution en 4 sur ¢& fa moins encombrée. Ainsi, le dérivans-
pGlu est obtenu majoritairement et donne aprésdhysk I'analogue du Glu de configuration
relative L-(2,4)syn (Tableau 5). Notons par ailleurs que, comme p@lkylation directe du Glu,

seuls des électrophiles activés ont été utilisés.

IIBOC |‘30(; .
R N__o Base R N0 |'\|H2 R
<—/V/ electrophile Qé H02C/\ACOZH
’/R4
R Base électrophiles Réf
CH,OTBS LDA BnBr Hon et al*®
CO,Bn LIHMDS H,C=CHCH:Br Bleakman et &f’
CO,tBu LiIHMDS PhCHO Hokelek et af’

Tableau 5 :alkylation du pGlu protégé.

Le dérivé 4-méthylene de conformatitans a été préparé de facon stéréoselective via un
précurseur insaturé obtenue par réaction de marmicl partir d’'une énaminone préparée en
utilisant le réactif de Bredereck. Ainsi, I'hydroggion catalytique de I'énaminott€® a permis
d’obtenir le dérivé cyclique de configuration réfatcis majoritaire qui conduit a I'analogue de Glu
L-(2,4)4rans (Schéma 11). De plus, une épimérisation du 4-nkGJu en présence de KCN a
permis d’accéder (aprés purification par chromaphie) a I'isomérsynduL-4-méthyl-Glu®.

‘BOC
(R _N

ButOZCqO
>
‘BOC

BOC
H,, Pdic Buto,C&N_o NHR R
ButOzcﬁ)(i/v/O >—’ \% I Hozc(S‘M)\cozH
b\& BOC
Buto,c&N.__o KCN
{® soc
Me,N Butozcﬁ*@v/o NHR R*
® = HO,C R CO,H 60 %
i +
NHR R*

HO,CO™GINCO,H 30%

Schéma 11 Synthése du L-4-Me-Glu. Conditions a : 1) £H BROEL 2) MsCl ou 1) (HC=NMe))l, 2) Mel,
NaHCGQG;, conditions b : (MgN),CHOtBuU.

“8Y.S. Hon, Y. C. Chang, M. L. Conbleterocycles199Q 31, 191.

*9D. Bleakman,). Med. Chem200Q 43, 1958-1968.

*0J. E. Baldwin, T. Miranda, M. Moloney, T. Hokeléketrahedron1989 45, 7459.
°1J. Ezquerra, C. Pedregal, A. Yruretagoyeh®rg. Chem.1995 60, 2925.

2 C. Pedregal, J. Ezquefetrahedron : Asymmetr§994 5, 921.

>3 E. Coudert, F. Acher, R. AzeraBynthesisl997, 863.
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Afin de contourner la difficulté de Il'alkylation iicte par des halogenes non activés,

Escribano et a? ont développé la méme approche en préparant uigedgé3-alkylidine-pGlu par

déshydratation des produit d’aldolisation. lls aimtsi une variété d’analogues du Glu substitués en

4 et de configuration-(2,4)-anti (Schéma 12).

R R
/ NH, (
- LiOH /'\/\
RX ﬂ HO,C COzH
LIHMDS _ 0=~ ~COEt C L-(2,4)-syn
|
BOC KCN
OQ‘COZEt T % \ LiOH NH, £
! 07~ ~CO,Et /v\/\
BOC Loc HO,C CO,H
RCHO ,
LIHMDS L-(2,4)-anti
Hy, PtOZT
R R
Hoh - 53\
07~ ~CO.Et 07\~ ~CO,Et
BOC BOC
Schéma 12 synthése de dérivés 4-alkyl-Glu L-(2 diii etsyn
De méme, laddition d'un réactif organomagnésienr da dérivé enaminone vu

préecédemment, a également offert un accés a uigtévae 4-alkyl-Glu de configuratian(2,4)-

anti®® (Schéma 13).

NMe, R R
\ RMgX il Hy, Pd/C il
(@) N CO,tBu O N CO,tBu (@] N CO,tBu
| | |
BOC BOC BOC

R
NH, =
HO,C~ > >CO,H

H,0, H*

_—

Schéma 13 addition de Michael sur le dérivé enaminone du pGlacés a des dérivés 4-alkyl-Glu L-(2ah.

1.3 Formation de la liaison &C*

La condensation de la glycine protégée (Gly) suacnylate substitué a permis d’accéder a

des analogues du Glu substitués en posititit’3Si les groupements protecteurs sont assez

encombrants, la réaction est stéréosélective exufale I'isomere (2,33nti (Schéma 14).

> A. Escribano, BioorgMed. Chem. Leit1998 765-770.

%5 C.M. Moody, D.W. YoungJ. Chem. Soc. Perkin Trans1297, 3519-3530.
M. Yamaguchi, K. Torisu, T. MinamChem. Lett 199Q 377.

*"M. Nomura, S. Hashimotdetrahedron Letf 1994 35, 143,
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Z >CO,R
NBn, NBn, RC\ 2 NH,
U7 WA gy BN
BUtOzC HOZC Y COzH
o Lit Rs
S— (D-L)-(2,3)-anti

R3: Me, C4Hg, C7H;5 o
' ’ ’ K( Rd =62 484 %

Schéma 14 condensation de la glycine protégée sur un acrglabstitué.

La glycine activée sous forme d’'imine a aussi éilésée en tant que réactif pour la synthése
d’analogues du GRi. La présence de I'imine permet de stabiliser Il par conjugaison
(Schéma 15).

R4

%\COZR NH, R*

R3
HO,C™ " “CO,H
Rs

—
R0O,C._Nx R  LDA YONTR

L-D)-(2,3)-anti
R = Ph, tBu (LD)-(23)

R*=H, R®= Me, Et, CO,Et, CO,Me, Ph, Rd =75 490 %
R*=Me, R®=H, Rd =78 %

Schéma 15 utilisation de la glycine sous forme d'imine.

L'utilisation de dérivés carbonylés chiraux tel gigecamphre® pour former l'imine, a

permis la préparation stéréosélective des analdop(2s3)-anti-3-alkyl-Glu (Schéma 16).

N4 "
? R Base -
+ ~Z O COR —>>  HO,C CO,H
4 \  COR 2 T,
N—/ R

Schéma 16 utilisation du camphre en tant que copule chirale.

Plus récemment, la 2-hydroxypinan-3-one a égaler@tntitiisée comme inducteur chiral
6081 |a sélectivité faciale de I'énolate est relathent bonne et permet un bon contrdle de la
configuration du carbone 2. La diastéréosélectidiécette réaction est cependant tres faible car

I'approche de I'acrylate peut se faire suivantd®sx faces (Schéma 17).

8 C. Alvarez-lbarra, A. G. Csaky, M. Moroto, M. Lu{poga,J. Org. Chem 1995 60, 6700.
%9 A. Tatsukawa, M. Dan, M. Ohbatake, K. KawatakeFikata, E. Wada, S. Kanemasa, S. KakeDrg. Chem1993
58, 4221-4227.

€0 J. Wehbe, V. Rolland, M.L. Roumestant, J. Martjilestrahedron: Asymmet8003 14, 1123-1126.
®1J. Wehbe, V. Rolland, A. Fruchier, M.L. RoumestdniMartinezTetrahedron: Asymmet8004 15, 851-858.
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NH, NH,

R .
\/\COZR‘ — HOZC/k;/\COZH . HOZC/H/\COZH
CO,tBuU / R R
> Base
—N Base
“OH \
R
R NH, & R NH,

_ +
_ HO,C CO,H
R= CO,Me, NHBOC J\COZR' HO,C CO,H ) >

Schéma 17 utilisation de la 2-hydroxypinan-3-one comme cophieale.
La glycine a également été utilisée sous forme itteidhte. La condensation entre la
glycine et la valine forme un diimidate cycliquei gupermis la préparation de divers 3-alkyl-Glu

avec une excellente stéréoselectf7it€ (Schéma 18).

R NH
7 CoR 2

MeO
—N CO,R
CO,Me -,
““< 2 >uu L HOZC/'\:/\COZ
NH MeQ / N= R R H
2 OMe

—N  Buli

> e _

HoN N—

oM
MeOZC> © \ MeQ

, NH
7 COR > kN COR 12
R Ine e

HO,C CO,
Nﬂ ' /\‘AH .

R
OMe

Schéma 18 utilisation de la glycine sous forme de diimidate.

Des acrylates esterifiés par des alcools chirauaossi été utilisés avec des dérivés de la
glycine et ont permis la synthése asymeétrique déauees du Glu. Nous pouvons citer un exemple
original ou la condensation d’un dérivé de la ghgcsur un bromoacrylate suivie d’'une substitution
nucléophile intramoléculaire, permet la formatiomndisomere du 2-(carboxycyclopropyl)glycines
(L-CCG 1** (Schéma 19).

Ph

Ph 0 EtsN, LiBr Q/H
31N
/
)\\ + Ber\~ —_— HOZC /\\\\NHZ

N~ CO,Et
H
- L-CCG CO,H

Schéma 19 synthése d’'un analogue du Glu cyclique a partindiarylate homochiral.
Récemment, la combinaison d’'un complexe a base idkelnachiral et d'une N-
acryloyloxazolidinone homochirale a permis de prépalusieurs pyroglutamates substitués en

position 3 avec des rendements et des diastérétsiés excellentS °®®"(schéma 20).

2\ Hartwig, L. Born,J. Org. Chem1987, 52, 4352-4358.

63 B. Hartzoulakis, D. Ganil. Chem. Soc. Perkin Trans1994 2525-2531.

s P. Chavan, P. Sharma, R. Sivappa, M.M. Bahdhdh@. Gonnade, U.R. Kalkotte, Org. Chem2003 68, 6817-
6819.

5 V.A. Soloshonok,). Org. Chem2004 69, 4984-4990.
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HO,C™ Y “COH
R

R
N _/oj Y-Q  DBU,DMF NHy
N’NI\N + R \) N>-'ICOZH4’
o
H

Schéma 20 Utilisationd’'un accepteur de Michael chiral pour la préparatianalogues du Glu.

Notons de méme que le pGlu peut également sendoplele chirale sur I'acrylat®

1.4 Formation de la liaison &C*

L'aldéhyde de Garner préparé a partir de la séeindu diméthoxypropane (DMP) a été
utilisée comme précurseur dans de nombreuses sgstlitanalogues du Glu. Ainsi, des réactions
d’aldolisation offrent un acceés alS,38-3-hydroxy-GI§° avec un bon excés diastéréoisomérique
(Schéma 21).

CHO COR
CO,Me [ xg- on
HO™ Y 2 O N-goc HO,C._~_COH
NHBOC \H,

Aldéhyde de Garner

Schéma 21 Synthéses d’analogues du Glu mettant en jeu I'gidiélde Garner.

Une réaction de Wadworth-Emmons a par ailleurs fgede préparer l'intermédiaire A.

L’addition diastéréosélective de dialkyl-cupratasr et intermédiaire a conduit a plusieurs
analogues substitués en position 3 possédant fyaoationsyr’®’* (Schéma 23).

CHO
R3
- (MeO),POCH,CO,R S~ X CO2R 3 - <
') N\BOC 2 22 9] [i| MEL' HOZC\/\/COZH
X KoCO3 )r 'BOC NH,
A R3 =Bn, Pr, CH,=CH-CH

Schéma 22 Synthése d’'analogues de Glu substitués en podtiatilisant un dérivé de I'aldéhyde de Garner.
La réaction deA avec le malonate deert-butyle offre également un accés a l'acidg-

carboxyglutamiqueL(Gla), un analogue du Glu fonctionnalisé en posit& (schéma 23).

% T. K. Hellis, H. Ueki, V. A. SoloshonoK;etrahedron Letf 2005 46, 941.

7T, K. Hellis, H. Ueki, T. Yamada, Y. Ohfune,V. 8oloshonok,. Org. Chem 2006 46, 941.

8 C. Cai, T. Yamada, R. Tiwari,V. J. Hruby, V. A.I8shonok Tetrahedron Lett2004 45, 6855-6858.
8 p. GarnerTetrahedron Lett1984 25, 5855-5858.

1. Jako, P. Uiber, A. Mann, C-G. Wermuth,Org. Chem1991, 56, 5729-5733.

M. Hashimoto, K. Hashimoto, H. Shiraharfi@trahedronl996 52, 1931-1942.

23, Jiang, C. C. Lai, J. A. Kelley, P. P. Rolléetrahedron Letf 2006 47, 23-25
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CO,tBu
g OHO BUOIC._COBU A\ L0z HO,C ot
N N_  CO,tBu —_— :
X Chz Cbz NH, COH
L-Gla

Schéma 23 synthése du L-Gla & partir d'un dérivé de larséri

L’intermédiaire A a également été engagé dans des réactions depmamation pour

préparer plusieurs analogues contrdts
L’alkylation du produit de réduction d& ne s’avere pas diastéréosélective (schéma 24).
Cette réaction a tout de méme été utilisée powgpet les4R)- et @49-(4,4-diphénylbutyl)e-Glu

séparés par chromatographie

CO5R
/\/\/C02R /\/\/ 2
0]

N Hy, PdIC 5 LDA Hozc\_/\{COzH
—N E—— NN =
% ‘BOC A\ BOC oh NH, I
A X\/\)\Ph /Ph

|
Ph

Zh

Schéma 24 alkylation non stéréosélective sur un dérivé de A.

En conclusion, de nombreux travaux ont été effechaur la synthése d’analogues du Glu.
Comme nous l'avions vu, certaines réactions pegnetune trés bonne diastéréoselectivité.
Cependant, aucune méthode générale ne permet déacefficacement aux 2 types d’analogues
substitués en 3 ou en 4 ou disubstitués sur casqmss Enfin, trées peu d’exemple d’introduction

de groupements fonctionnalisés ont été décritsjaure

D’autres méthodes au caractéere moins général @ntdételoppées pour accéder a des
analogues du Glu. Parmi celles-ci, nous présentelams le paragraphe suivant, quelques méthodes

chimio-enzymatiques permettant une préparatioesté&lective d’analogues du Glu.

1.5 Méthodes chimio-enzymatiques pour la synthese tgnas du Glu optiguement purs

Plusieurs enzymes sont efficaces pour dédoublax E®inoacides. Parmi celles-ci, ube
aminoacylas€ ou encore la papaiffeont été utilisées pour dédoubler des analogueSidu

substitués en position 4. La papaine catalyse sxelment 'amidification des-aminoacides. Les

"3 K. Shimamoto, Y. Ohfunel. Med. Cheml996 39, 407-423.

. Collado, C. Pedregal, A. Mazon, J.F. Espindz&lanco-Urgoiti, D.D. Schoepp, R.A. Wright, B.&hnson, A.E.
Kingston,J. Med. Chem2002 45, 3619-3629.

5 C.G. Wermuth, A. Mann, A. Shoenfelder, R.A. WrigBtG. Johnson, J.P. Burnett, N.G. Mayne, D.D. $pipqJ.
Med. Chem1996 39, 814-816.

® A. Vidal-Cros, M. Gaudry, A. Marqued, Org. Chem 1985 50, 3163.

Y. Nishida, H. Ohrui, H. Megurdgric. Biol. Chem 1984 48, 1211-1216.
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diastéréoisomeres obtenus sont ensuite séparéhmanatographie échangeuses d’'ions (Schéma

25).

HO,C CO,H

papaine
NH,Ph

PhHN

o

NH,

HO,C CO,H

chromatographie

COzH NH2 E

HO,C CO,H

Schéma 25 dédoublement d’analogues du Glu.

Les aminoacylases peuvent également étre utiligges dédoubler les aminoacides

racémiques en hydrolysant exclusivement I'amideladeérieL. La figure suivante présente un

exemple de dédoublement du 4-fluoro-Glu préalabterbenzoy!é&®.

o NH, F
Ph)LNH . . . - HO,C COLH
Hozc/é\/é\cozH aminoacylase PhHN COH ijhie NH, F

© HO,C CO,H

Schéma 26 dédoublement du 4-fluoro-Glu en utilisant une asgla
Les dérivées du Glu peuvent aussi étre obtenus panation réductrice du cétoacide
correspondant. Ainsi, l'utilisation de la Glutam@eshydrogenase (GIuDH) a permis de préparer
certains analogues du Glu de la sérmmme lesZS,3RB et £S,3%-3-fluoroGIu’® (Schéma 27). Le

spectre de substrat de cette enzyme demeure cepérealimite.

NH,
HOZC/'\‘ACOZH
0 NH, F
GIuDH ] N
HO,C CO,H /\ HO,C™ ¢~ “COH _*"®
F F N
NADH  NAD* P
~
HO,C™ ™ “CO,H
= e
YADH
OH AO

Schéma 27 préparation de22S,3R et £S,3%-3-fluoroGlu en utilisant la GluDH.

Cette synthése utilisant la GIuDH a nécessité lgeren place d’'un systéme auxiliaire pour

régénérer le cofacteur NADH. L'utilisation de transnases pour convertir descétoacides en

8Y. Kokuryo et al.Tetrahedron :Asymetry1996 7, 3545.
"9 A. Vidal-Cros, M. Gaudry, A. Marqued, Org. Chem 1989 54, 498.
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analogues du Glu constitue une alternative. Dartasgle cofacteur n’a pas besoin d’étre régénére.
Au laboratoire, I'utilisation des transaminase$etelue I'Aspartate Aminotransferase (AspAT) ou
la Branched Chain Aminotransferase (BCAT) ont psrroes derniéres années, d’accéder de fagon

hautement stéréosélective a de nombreux analoguésudsubstitués en 3 et/ou 4.

Cette stratégie nécessite d’avoir acces facilensnt cétoacides correspondants et le
développement de méthodes générales pour la sgnth@salogues de I'acide cétoglutarique. La
mise au point d’'un procédé biocatalytique pour téppration des dérivés du Glu en utilisant
'AspAT, ont fait I'objet de nombreux travaux angurs. Ces derniers seront décrits dans la
seconde partie de cette étude bibliographique, &sui#e d'une présentation générale des

Aminotransférases et de leur utilisation en syrgtarganique.

-62 -



Bibliographie Les Aminotransférases

Chapitre 1l Les Aminotransférases

1.1 Généralités et classification

Les aminotransférases (AT) ou transaminases saneneymes qui catalysent le transfert
réversible d’'un groupement amine entre un composéé donneur et un dérivé carbonylé

accepteur (schéma 28). Elles jouent un role fondémhedans le métabolisme des organismes

vivants.
o) NH, AT NH, )
o+ I, = S+ N
R” "R? R R4 R” "R2 R "R*
donneur accepteur

Schéma 28 réaction de transamination.
Ces enzymes sont nombreuses et variées. AujourdBUATs sont répertoriées dans la base
de données BRENDR Elles appartiennent a la grande famille des emsymui utilisent le

phosphate de pyridoxal (PLP) comme coenzyme.

L'importante variété structurale des ATs expliga@eldrge gamme de substrats de cette
classe d’enzyme. Il existe ainsi une classificati®s principales ATs suivant leur spécificité de

substrat proposée par Mehta et€dTableau 6).

Sous-groupe Enzyme EC no. Principaux substrats
Aminoacide Oxoacide
AspAT 26.1.1.1 L-aspartate (Asp) 2-oxoglutarate (KG)
| AlaAT 26.1.1.2 L-alanine 2-oxoglutarate
TyrAT 2.6.1.15 L-tyrosine 2-oxoglutarate
HisPAT 2.6.1.1.9 L-histidinol-phosphate 2-oxoglutarate
PheAT 2.6.1.1.58 L-phénylalanine pyruvate
AcornAT 2.6.1.1.11 N-acétyl-L-ornithine 2-oxoglutarate
OrmAT 2.6.1.1.13 L-ornithine 2-oxoglutarate
Il w-aaAT 26.1.1.18 B-alanine pyruvate
GabaAT 2.6.1.1.19 4-aminobutyrate 2-oxoglutarate
DapaAT 2.6.1.1.62 7,8-diaminopélargonate S-adenosyl-4-methylthio-2-
oxobutanoate
" D-AlaAT 26.1.1.21 D-alanine 2-oxoglutarate
BCAT 2.6.1.1.42 L-leucine 2-oxoglutarate
Y, SerAT 26.1.151 L-sérine Pyruvate
PserAT 2.6.1.1.52 L-sérine-3-phosphate 2-oxoglutarate

Tableau 6 :classification des Aminotransferases.

8 http://www.brenda.uni-koeln.de
81 p K. Mehta, T.I. Hale, P. ChristeBur. J. Biochem1993 214, 549-561.
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Une classification plus large des enzymes a pyatbasée sur les analogies structurales a
été proposée par Grishin et®al.Elle rassemble quasiment toutes les ATs dans é@memsous
groupe (groupe structural | dit « fold type | »fexception de la BCAT et de Ia-AlaAT (groupe
IV). Ces deux sous groupes sont aussi appelés itsata I'’AspAT et famille de lD-AlaAT »%.

La quasi-totalité des ATs présentent donc une tstrecommune : elle comporte un grand
domaine composé d'un feuill@ entouré de boucles et d’hélices ou le PLP est é&l’'un petit

domaine qui ne participe que partiellement a latfon du substrat (figure 31).

Grand domaine

Figure 31 :sous unité de 'AspAT mitochondriale de cceur delgtozomplexé avec le PLP et le Glu sous la forme
cétimine (structure PDB 1MAQ).

Comme cela apparait dans le tableau 5, la plupest AITs sont spécifiques des

aminoacides et acceptent préférentiellement leled@ju / KG (schéma 29).

NH, AT

o 0 NH,
HOer\R + HO\W)kV/\WrOH _— HOer\R + Hoer\V/\m/OH
(0] (0] (0] O (0]
KG Glu

o

Schéma 29 réaction générale catalysée par la plupart des ATs.

Les ATs interviennent ainsi dans le métabolisme atiddes aminés protéinogéniques. Les
plus abondantes d’entre elles assurent I'équilibétabolique entre les cétoacides majeurs que sont

le KG, le pyruvate, I'oxaloacétate et les acidesngs correspondants.

Un certain nombre d’ATs catalysent cependant destigns différentes de celle décrite
dans le schéma 26. Bien que les ATs soient, damsties grande majorité, spécifiques des

aminoacides, plusieurs-ATs ont été décrites. Ainsi B-AlaAT (EC 2.6.1.21) a été isolée chez de

82\, Grishin, M.A. Phillips, E.J. Goldsmitt®rotein Sci1995 4, 1291-1304.
8 J.N. Jeansoniugurr. Opin. Stuct. Biol1998 8, 759-769.

-64 -



Bibliographie Les Aminotransférases

nombreux microorganismes et se caractérise parreés large spectre de substrats. Certaines
enzymes catalysent le transfert du groupement awfistant de la position : la Lysine-KG AT
(EC 2.6.1.36) ou l'ornithine-oxoacide transamin@ds€ 2.6.1.13) transférent vers ancétoacide
(KG, Pyruvate ou glyoxylate) la fonction amine esubde chaine pour conduire a un aldéhyde.
D’autre part, des dérivés carbonylés et des andgpsurvues de fonction acide en posittosont

les substrats de certaines ATs : on peut citeregample, I'histidinol phosphate AT (EC 2.6.1.9)
qui participe a la biosynthése de I'histidine, IABA-KG transaminase (EC 2.6.1.19) ou encore la
B-alanine-pyruvate transaminase (EC 2.6.1.18). lrzyraes de ce type sont souvent regroupées
sous le terme génériquewditransaminases. Plusieurs ont été isolées chersdimieroorganismes.
Elles présentent un large spectre de substrattalysant la transamination d’amines aussi simples
gue la n-butylamine. Enfin, plusieurs ATs participea la synthése d’aminosucres comme la
glutamine-fructose-6-phosphate AT (EC 2.6.1.16gnoore d’aminocyclitols comme la glutamine-
scyllo-inosose AT (2.6.1.50). La figure suivantegrmupe des exemples de substrats

d’aminotransférases différents desminoacides.

g NH - NH, HO NH, HO NH
N_ A ~_0P b TO(\A 2
(0]
Histidinol phosphate B-Alanine Ac. y-aminobutyrique
EC 2.6.1.9 EC 2.6.1.18 (GABA)
EC 2.6.1.19
NH, oH HO.__~___NH
H-N HO.! NH, 2
Putrescine @) _ _
(E:gdg\ééiinz% Acide 2-aminoéthyl 'g‘crﬁ;r(];i) Ec;sirggi]gue
it phosphonique gt
EC 2.6.1.37 EC 2.6.1.40
i I
o (\)\ ~_-NH, HO ~_NH;
HoN OH =S hd
o) OH o
acide aminolevulinique Taurine Acide (S)-3-amino
EC 2.6.1.43 EC 2.6.1.55 -2-méthylpropionique
EC26.1.77 EC 2.6.1.22
0 2 | NH 0
M HO//" “\\OH ‘ :
HoN OH e ‘ OH
. . . HO” ™ “OH NH,
Acide 5-aminovalérique =
EC 2.6.1.48 OH Acide 7,8-diaminopélargonique
. EC 2.6.1.62
Scyllo-inosose
EC 2.6.1.50

Figure 32: Exemples de substrats d’aminotransférases.
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[11.2 Mécanisme d’action

[11.2.1 Le mécanisme réactionnel

Les études mécanistiques effectuées par Bmamlis Braunstein et Shemyakimainsi que
par Metzler et af° ont abouti & I'établissement du mécanisme dealsaimination enzymatique. La
réaction de transamination se décompose ainsi ex demi-réactions d’oxydoréduction a la fin
desquelles le coenzyme PLP est régénéré. Elléntaitvenir plusieurs intermédiaires réactionnels

qui sont I'aldimine externe, le quinonoide et léiméne.
Ce mécanisme a ensuite été validé par plusieudegiportant principalement sur 'AspAT
gue nous développerons plus précisément dans tee gabliographique, dédiée a I'étude par

modélisation moléculaire de 'AspAT.

[11.2.2 Aspect cinétique

La réaction de transamination catalysée par les é{3&t a un modéle cinétique de type
« ping pong » BiBY". Il peut étre schématisé selon une représentdia@léland (figure 33a) ou de
King-Altman (figure 33b).

kalA]
E = ~ [EA=—FP
kalA] ) Q
A B
k4 k--A[Q] k,z[P] k,z i T l T
k ' !
3 - FB=E
(EQ FB) _ - F E EA=FP F Q E
ks[B]
Figure 33a Figure 33b
E : Enzyme libre (sous forme PLP) F : enzyme sous forme PMP
A : aminoacide 1 donneur entrant B : cétoacide accepteur 2 entrant
P : cétoacide 1 produit Q : aminoacide 2 produit

L’exploitation mathématique de ce modeéle permettramaillant en mesure de vitesse a
I'état quasi-stationnaire, de formuler une équanonlinverse de la vitesse de transamination est

une fonction qui dépend des concentrations en mibstet B.

8 E. E. Snell,). Am. Chem. Sqd 945 67, 194,

8 A.E; Braunstein, M. M. ShemyakiBjokhimiya 1953 18, 393-411.
8 D. E. Metzleret al. J. Am. Chem. So¢1954 76, 648-652.

87 H. Segel, « Enzyme Kinetics 993 Wiley Classic Library.
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On obtient ainsi I'équation suivante :

1V = Kna/(Vimax [A]) + 1V max(1 + Kng/[B])

Equation 1
Cette derniere relation peut se simplifier en tilasdt en concentration saturante en I'un des
deux substrats. Ainsi si [A] est trés importanteptemier terme devient négligeable et I'équation

devient la suivante.

1V = 1NVmax(1 + Kna/[B])

Equation 2

[11.2.3 Principales utilisations des ATs en synthese

Les ATs ont été utilisées en bioconversion poupié@paration stéréosélective d’acides

aminés protéinogéniques, rares ou encore non hature

A. Méthodes de déplacement de I'équilibre de transamation

Comme nous I'avons souligné précédemment, la @ade transamination est réversible et
présente une constante d’équilibre proche de h &bptimiser le rendement de la transamination
en synthese, il est donc nécessaire de déplacetolibre en faveur du composé souhaité. Dans
cette optique, il peut étre suffisant d’employerexcés d’acide aminé donneur qui est en général le

substrat le moins codteux.

D’autre part, si I'un des produits est éliminé awurs de la réaction, I'équilibre se voit
déplacé. Ainsi, suivant la nature de I'aminoaciderteur choisi, le cétoacide correspondant pourra
étre éliminé au fur et a mesure de sa formationpswi précipitation, soit par évaporation ou encore
par transformation chimique (Schéma 30). Plusieprscédés biocatalytiques qui reposent

principalement sur la nature de I'acide aminé donmsilisé, ont été développés.

o) AT 'V\IHZ
HO,C™ "R’ ” Ho,c” R
NH,
O évaporation
HO,C R )k — précipitation
HO,C® R &limination transformation

Schéma 30 stratégie de déplacement de I'équilibre de transatinin par élimination du cétoacide formé.
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a) Utilisation de l'acide Aspartique (Asp) en tantegdionneur

Au cours de la transamination, I'Asp est converti acide oxaloacétique (OA) qui se
décompose en pyruvate accompagné d’'un dégagem@@d€ette décarboxylation est assez lente
en milieu neutre ou légérement basique, mais ellg-ptre catalysée par des ions métalliques tels
que Mrf* ou Mg* ® ou par des enzymes comme l'oxaloacétate décad=sy Bien sir, ce
procédé n’est efficace que si I’Asp est substrdtAlE et implique aussi que I'’AT ne soit pas active
vis-a-vis du pyruvate. Nous pouvons citer 'exemghleprocédé mis au point pour la synthese des
acides 29-2-amino-4-oxo-4-phenylbutyrique et du3H,23-2-amino-4-phenylbuténoique en
utilisant 'AroAT, enzyme surexprimée dans une $mdE.coli® (Schéma 31). Sans catalyser la
décomposition de I'oxaloacetate en pyruvate,-Eminoacide correspondant est obtenu au bout de

24 h avec un rendement de 68 a 78 % et un exces@narique supérieur a 99 %.

NH
o AroAT 2

o]
HOZCJ\Ar HOZC/kAr Ar= ;:‘JJ\© \ffg//\@

L-acide aminé

NH,
CO,H
HO,C 2 o o
Asp
CO,H
HOQCJJ\/ 2 HOZCJ\ + CO;
OA pyruvate

Schéma 31 synthésales acides2§-2-amino-4-oxo-4-phenylbutyrique et dBE,23-2-amino-4-phenylbuténoique.

Dans le cas ou le pyruvate est substrat de I'AAcdtolactate Synthétase (ALS) a été
utilisée pour éliminer le pyruvate. Ce procédéémis en ceuvre lors de l'utilisation deDaaaAT
et de la TyrAT pour la syntheése des acidegtL-a aminobutyriques comme le schéma ci-dessous
le montré-®>%* Dans le cas de la synthése mkaminobutyrate, l&©-Asp utilisé comme donneur

d’amine a été obtenu a partir dtAsp en utilisant une Aspartate racemase.

8 J. F. Walter, M. B. Sherwir,989 US patent 485859.

% 3. D. Rozell1985 US Patent 451869€t4525454.

' N. W. Fadnavis, S. H. Seo, J. H. Seo, B. G. Kiietrahedron: Asymmetr2006 17, 2199-2202.
1 D.J. Ager, |. Fotheringham, T. Li, D. PantaleoBaantiomer200Q 5, 235-243.

2. FotheringhamBioorg. Med. Cheml999 7, 2209-2213.

9. Fotheringham)). Mol. Cat. B : Enzymati2001, 11, 199-205.
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CO,H
TyrAT /\l\;ﬂ
E.coli 2
. -CO,
Thréonine ALS
OH désaminase L-Asp Bacillus OH
/'\‘/COZH E.coli WCOZH H YCOZH subtilis }1><C02H
NH 5 e} D-Asp o) o
2 NH3 -CO
L-Thréonine -CO,
D-aaAT OH
Bacillus
sphaericus /\:/ COH Y\
NH, ¢}

Schéma 32 procédé biocatalytique pour la synthése des acielninobutyriques.

b) Utilisation de l'acide Glutamique en tant que denr

Le Glu est le substrat préférentiel de nombreusés ét peut donc étre utilisé comme
donneur. Plusieurs procédés biocatalytiques dépébmouplent 'AT a une seconde enzyme
responsable de la régénération du Glu utilisé emiipé catalytique.

» Couplage avec I'AspAT

Dans ce cas, le Glu est regénéré a partir du KGtrpasamination en présence d’Asp.
Comme nous l'avons vu précédemment, la décarboaglate I'OA formé au cours de la réaction

permet de déplacer I'équilibre de 'ensemble destiéns de transaminatih(Schéma 33).

AspAT

pyruvate + CO,

OA
Asp

Schéma 33 régénération du Glu par le couple Asp/AspAT.

Ce procédé a été développé avec les ATs suivaBi€AT, AroAT, Taurine AT et Cystéine
AT pour la préparation d’aminoacides de la série

De la méme facon, le couplage AspAT/GABAAT a permiieffectuer la préparation de la
L-phosphinothricine qui est le principe actif d’'uerbicide de contact couramment utilisé et

initialement commercialisé par la firme Hoechstsunom de Basta®(Schéma 34).

% 3. D. Rozell1989 US Patent 4826766.
- 69 -



Bibliographie Les Aminotransférases

(I? GabaAT 0
E.coli 1
HOzC\n/\/P\\OH HOZC\;/\/P\\OH
0 / : NH,
Glu L-phosphinothricine
KG
CO,H CO,H N/ CO,H
\[( 7 e Hozc/\[( 2 HOZC/\‘/
9 -CO (o) AsSpAT NH
2 OA B. stearothermophilus ASp 2

Schéma 34 préparation de la-phosphinothricine.

» Couplage avec la Glutamate Déshydrogénase (GluDH)
Le Glu est regénéré dans ce cas grace a la GluDidcenporant de I'ammoniac dans le

milieu réactionnel. Cette réaction consomme le a@efar NADH qui doit étre a son tour regénéreé si
on souhaite mettre au point un procédé biocatalgtiéconomiquement viable. Plusieurs exemples
de cette approche ont été décrits et nous pouwiterscelui développé par Nakajima et’abécrit

par le schéma ci-dessous.

o D-aaAT NH,
Bacillus sp. 1
R™ "COH R™ CO.H
D-Glu
Glu racémase
L-Glu KG
NH
GDH > /) °
NADH
NAD®
FDH
CO,
HCO,H

Schéma 35 procédé biocatalytique pour la synthése d'amineadélla série D.

Divers aminoacides de la sénent étépréparés avec des rendements supérieurs a 80 % en
utilisant uned-aaAT d’origine bactérienne et une Glu racémase pénérer l-Glu a partir du_-
Glu. Ce dernier est généré par la GluDH a partiK@ Le NAD" est quant a lui réduit par la
formate deshydrogénase (FDH) avec conversion dadéaformique en C& transformation

irréversible assurant le déplacement global deulléme.

% K. Bartsch, R. Schneider, A. Shulppl. Environ. Microbiol 1996 62, 3794-3799.
% N. Nakajima, K. Tanizawa, H. Tanaka, K. SodBiotechnol.1988 8, 243-248.
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» Couplage avec I'AlanineAT (AlaAT)
Le Glu peut aussi étre aussi regénéré en présentzeéila et de I'AlaAT. Dans le cas de

la synthése de latert-Leucine décrite dans le schéma ci-des¥bies réaction met en jeu la BCAT
et 'AlaAT. Afin de déplacer I'équilibre, le pyrute est décarboxylé sous l'action de la pyruvate

BCAT ‘
Hozcj‘* E.coli HOZC
O / \ NH,

Glu L-tert-Leucine
KG

Pyruvate
Y H décarboxylase Y COH \‘/COZH

o) - CO, o AlaAT NH, L-Ala

décarboxylase.

Schéma 36 Synthese de la L-tert-Leucine.

» Couplage avec I'Onithine AT (OrnAT)
L’'OrnAT est une aminotransférase qui transfére gieupe amino terminal de la chaine

latérale de I'ornithine. L'aldéhyde ainsi formé gglise spontanément, ce qui permet de déplacer
I'équilibre de la réaction (Schéma 37). La synthdeelaL-tert-Leucine et celle de I'acide-a-
aminobutyrique catalysées respectivement par laB€®#a TyrAT sont des bons exemplesour

illustrer ce procédé.

AT
HOZCYR HO,C._R
) / : :NHz
Glu
KG
COH CO,H
N -H,0 X NH2 OrAT NH
2 > L-Ornithine 2

Schéma 37 déplacement de I'équilibre en utilisant 'OrnAT.

¢) Utilisation de I’Alanine (Ala) en tant que donneur

Tout comme le Glu, I'Ala peut étre utilisée en quit@ncatalytique en tant que donneur a
condition que cet acide aminé soit substrat de llAilisée. L’Alanine qui est converti en pyruvate

apres transamination, peut étre facilement regéném utilisant I'Alanine Déshydrogenase

°T. Li, A.B. Koostra, |.G. Fotheringhar@rg. Proc. Res. & De\2002 6, 533-538.
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(AlaDH). Ainsi, Galkin et af® ont développé un procédé semblable & celui dgaritNakajim&’,
mis a part que le Glu, la GIuDH et la Glutamateeraase ont été remplacés par I'Ala, I'AlaDH et
I'Alanine racémase. Cette méthode qui couple quaieymes permet la préparation d’une variété

d’acides aminés de la séne(Schéma 38)

0 D-aaAT NH
)j\ Bacillus sp. /L 2
R* COH R™ "CO,H
D-Ala
Alanine racémase
L-Ala pyruvate
NH
AlaDH T
NADH
NAD®
FDH
CO,
HCO,H

Schéma 38 procédé multienzymatique pourdgnthése d'acides aminées de série D.

Il a été aussi décrit que lors de [lutilisation deicroorganismes entiers comme
biocatalyseurs pour ces syntheses, les conditiem$edmentation peuvent suffire a assurer la

catabolisation du pyruvate et ainsi déplacer I'tlong de la réaction de transaminafion

Par ailleurs, le couplage de I'AlaAT avec deATs permet de préparer dasaminoacides
de la sérieL. Dans ce cas, I'Ala est regénérée par ur&Ts comme le montre le schéma ci-
dessou¥. Le déplacement de I'équilibre est assuré parolamétion favorable d’une cétone
conjuguée. Cette réaction de régénération permeduee, d'effectuer le dédoublement cinétique

de la 1-phényléthylamine.

AlaAT
H02CY\ E. coli HOZC\/\
o) / ; :NHz
Ala oyt
NH, o) ‘i ' NH,
+
@ @A AT @
V. fluvialis rac

Schéma 39 couplage de 'AlaAT et ded>AT deV. fluvialis

% A. Galkin, L. Kulakova, T. Yoshimura, K. Soda, Esaki,Appl. Environ. Microbial 1997, 63, 4651-4656.
9 J-S Shin, B-G KimBiotechnol. Bioengl999 65, 206-211.
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d) _Utilisation de 'acide cystéine sulfinigue (ACS)tant que donneur

L’ACS (préparé par oxydation de la cystiff est un analogue trés proche de I'Asp et est
un bon substrat de I'AspAf (Km

sulfinylpyruvique qui est instable et se décompt®s rapidement en pyruvate et SGon

14 mM). Il forme aprés transamination, |@ei

utilisation en tant que donneur permet un déplacem@quilibre de la transamination plus rapide
gu'avec I'Asp. En effet, dans ce cas, aucune csgalgu’elle soit chimique ou enzymatique, n’est
nécessaire pour éliminer le cétoacide formé. Lgamation dup-hydroxyi-Asp'®? a ainsi été

effectuée suivant le procédé décrit dans le scretnvant.

AsSpAT
coeur de porc

OH

HOZC\)\COZH

OH OH
Hozcj%
H I
OZC% COH CO.H
OH ©

; ; NH,

L-hydroxy-L-Asp
COH
ros ™Y
NH, HO,S /\H/COZH COH
ACS (0 - SO, O

Schéma 40 synthése de l'acid&-hydroxyd.-Asp en utilisant I'AspAT et 'ACS en tant que dern.

Un exemple plus récent de déracémisation de IgpBtgialanine (NAla) a été développé au
laboratoire en couplant trois enzymes (Schéma®31)ne D-aminoacide oxydase (DAAO)
convertit laD-NAla en naphtylpyruvate qui est transaminéLeNAla par 'AspAT en présence
d’ACS (Schéma 41). L'utilisation d’ACS en tant qdenneur d’amine permet le déplacement
d’équilibre de I'ensemble du procédé dans lequeCddalase permet de décomposer le peroxyde

d’hydrogeéne produit dans la réaction d’oxydation.

CO,H ACS
OO NH»
CO,H
NH, /\ Pyruvate
0, H20; o)
\__/ >
Catalase

Schéma 41 deracémisation de la 2-naphtylalanine.

Un autre avantage non négligeable de I'ACS estpsimt isoélectrique qui est plus bas que
celui de la plupart des aminoacides. L’ACS est dacdement séparé des aminoacides produits de
la réaction par chromatographie sur résine échaegelions. Cette méthode de déplacement

10 R, Emiliozzi, L. PichatBull. Soc. Chim. Fr1959 1887.

01\, T. Jenkins, L. d’AriBiochem. Biophys. Res. Commui966 22, 376-382.

102\y T. JenkinsAnal. Biochem1979 93, 134-138.

193 A Caligiuri, P. Arrigo, T. Gefflaut, G. Molla, LPollegioni, E. Rosini, C. Rossi, S. SeBipcatalysis and
Biotransformation2006 409-413.
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d’équilibre a été largement développée au labamt@@omme nous le verrons dans le dernier

chapitre).

[11.2.4 Les principales applications des ATs

Dans le paragraphe précédent, plusieurs exemplgsisdtion des ATs ont permis
d’illustrer les différents procédés de bioconvansipour la synthése d’acides aminés
protéinogéniques de la série ou encore d’aminoacides rares ou non naturels. AEs ont

également été trés utilisées pour la préparatiacétimacides, d’aldéhydes et d’amines chirales.

a) Préparation d’acides aminés protéinogéniques

La plupart des acides aminés naturels sont préparédes procédés de fermentation a partir
de sources simples de carbone et d’azote (gluésanol, ammoniac). Cependant la préparation
d’acides aminés aromatiques par transaminationrta gdas cétoacides correspondants a fait I'objet
de tres nombreux travaux. Ainsi, laPhe a été produite a partir de phénylpyruvate’A$plen
utilisant différents biocatalyseurs : extraits oklires de cceur de pdP& microorganismes
sauvages (WaltEP19197 wood® 1% et des microorganismes recombinants surexprimant
I'AspAT (Lewis)'*° ou la TyrAT dE. coli® 11112113

La tyrosine a également été produite selon les m&mecédés. LEN-Tyr a été préparée
avec la TyrAT dE.coli en utlisant le >N-Asp ou le ®™N-Glu et un excés de p-
hydroxyphénylpyruvateé®. Cet exemple montre l'intérét des ATs pour effectece type de

marquage isotopique.

D’autre part, la déracémisation d’un mélange d’iéogsL etD d’acides aminés est aussi un
moyen d’obtenir facilement les isoméres de la sérieorrespondants avec d’excellents exces
enantiomériques. La déracémisation de la Phe queside ces dérivés comme la phénylglycine ou
la 4-ChloroPhe ont fait I'objet de quelques travaux

1045 sakuraiBiochemistryl 956 43, 851-855.

105 3 F. Walter1985 UK Patent215250

108 3.F. Walter, M.B. Sherwir,986 UK Patent2161159

197 3.F. Walter, M.B. Sherwir1,989 US Patent859591

108 L. Wood, G.J. Caltor986 US Patent 4600612.

19 L. Wood, G.J. Caltor987, US Patent 4710467.

10D J. Lewis, S.G. Farrand985 European Patent 0152275.

1R, Marquardt, J. Then, H-M. Degger,G. Wohner, MR¢binson, A. Doherty1992 US Patent 5091314.
H2y_p. Chao, Z.J. Lai, P. Chen, Z-T. CheBiptechnol. Prog1999 15, 453-458.

3B K. Cho, H.J. Cho, H. Yun, B-G. Kind, Mol. Catal. B: enzymati2003 26, 273-285.
143, A. Zintel, 1973 CA Patent 934313.

-74 -



Bibliographie Les Aminotransférases

b) Obtention d’acides aminés de la série D

Ce sont des produits rares qui présentent un irapbirtérét pour la préparation de peptides
et de peptidomimétiques a visée thérapeutique (oségpantiviraux et anticancéreux). En effet,
l'introduction d’acides aminés non naturels au s#énla structure de peptides ou de protéines

biologiquement actives, améliore leur activitépdie, biodisponibilité et affinité.

Plusieurs ATs spécifigues d’aminoacides de la sériont été extraites de divers
microorganismes (principalement Bacillus), clonées et surexprimées chiezcoli. Ainsi ces ATs
a large spectre de substrats ont été trés utileslagréparation de-Ala, D-Asp, D-Leu, D-Met, D-
Glu®" % p-Phe,p-Tyr 1* 16 Matp-2-aminobutyrat®.

BN

De plus, desD aminoacides peuvent étre obtenus a partir de @ésamacémiques en
utilisant une AT spécifigues desaminoacides. Dans ce cas, seul I'énantioméeiu mélange
racémique de I'aminoacide subit la transaminatiatalgsée par 'AT. Nous pouvons ainsi citer
comme exemple le dédoublement cinétique d’'un an@ldgetéroaromatique de la phénylalanine
réalisé en présence de layrAT 8 (Schéma 42).

TyrAT
E. coli
HO,C B HO,C _X HO,C X
N WS LT
NH, \>Y NH, =y o Y
KG Glu
X,Y=CHouN

Schéma 42 exemple de dédoublement cinétique avec la L TyrAT.

c) Préparation d’aminoacides rares ou non naturels

Il existe une forte demande pour les acides anriaxes ou non naturels notamment pour la
synthése de pseudo-peptides en chimie combinathioes pouvons prendre I'exemple de la
synthése de le-Homophenylalanine (HPA).

Ce composé est présent dans la structure de plsisigaeudopeptides qui sont des
inhibiteurs de I'enzyme de conversion I'angiotersi(ACE) et utilisés pour le traitement de
I'hypertension. L'HPA, analogue de laPhe, a été préparé par transamination a pariéthacide
correspondant en utilisant le couple AspAT/Asp' @Al décarboxylase pour déplacer I'équilibte

Par ailleurs, un mutant de I’AspElcoli (R192E, L18H) s’est montré actif vis-a-vis deLi&lPA et

151 Fotheringham, V. Hills1996 European Patent 736604

1161 Fotheringham, P.P. Taylor, J.L. Tdr§98 US Patent 5728555

17H-S. Bae, S-G Lee, S-P. Hong, M-S. Kwak, N. EskkiSoda, M-H. Sung,). Mol. Catal. B: enzymatit999 6,
241-247.

18B K. Cho, H-Y. Park, J-H. Seo, K. Kinnera, B-Sel 8-G. Kim,Biotechnol. Bioeng2004 88, 512-519.
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de laL-Lys. En 2005, un procédé a été élabbrén profitant de la cyclisation spontanée du
cétoacide formé a partir de la Lys et de la fagakubilité de la.-HPA pour déplacer I'équilibre de
transamination (Schéma 43).

AspAT*

E. coli ~ |
HO,C HO,C N
O : NHz | HpA
HoN
=

Llysine H,N” “CO,H N~ CO,H

Schéma 43 synthése de la L-HPA.

Nous pouvons citer aussi I'exemple de laekt-Leucine qui présente un intérét tout
particulier pour la synthese de peptidomimétiquasiroe les inhibiteurs de la protéase du virus
HIV. Sa préparation s’est tout d’abord faite a pal® souches &.coli recombinantes surexprimant
la BCAT et la TyrAT avec I'Asp comme donnétlt D’autres souches B:colitrés efficaces ont été
obtenues par évolution dirigée (Engel, 2660) aprés mutagénése aléatoire induite par de fortes
concentrations en nitrites, les souchds.cbli ont été sélectionnées par culture dans un miliela ou
L-tert-Leu constitue la seule source d’azote. Les soualmss sélectionnées ont une activité accrue
vis-a-vis des aminoacides hydrophobes et aromaticgete présentent vraisemblablement des

mutations au niveau des genes ilvVE et tyrB codespactivement pour la BCAT et la TyrAT.

Récemment, des microoganismes comNwmrardia diaphanozonariaou Sinorhizobium
meliloti, ont été identifiés par sélection pour leur atdivbermettant de déracémiser plusieurs
aminoacides comme la Phenylalanine (Phe), la 41Gtittne, la Phénylglycine ou encore I'acide 2-
aminoheptanoique (Schéma #4) L'inversion de configuration est due & la comisna de deux
réactions enzymatiques au sein du méme microonganisine oxydation de I'isomepeconduit au

cétoacide qui est ensuite convertiLeaminoacide sous l'action d’'une transaminase.

}N\Hz Oxidase HO,C™ R
HO,C™ R o AT NH
Rac )J\ /L 2
HOLC™ R HO,.C” "R
R = Bn, 4-CI-Bn, Ph, n-Pn
ee > 95%

Schéma 44 déracemisation microbiologique d’aminoacides.

M9H.H. Lo, S-K. Hsu, W6D. Lin, N-L. Chan, W-H. HsBjotechnol. Prog2005 21, 411-415.
120 3 Then, K. Bartsch, H-M. Deger, S. Grabley, R. ¢erdt, 1999 US Patent 5919666t5962281.
121p C. Engel200Q WO Patent 0037631.

122D |, Kato, K. Miyamoto, H. Ohtal. Mol. Cat. B: Enzymatj@005 157-165.
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. . . Aminoacide Référence
L-aminoacide Biocatalyseur - )
donneur bibliographigue
oR!
NH OR? Cellules entiéres ou extraits cellulaires de Glu (2eq.) et
2 divers microorganismes (Bactéries, levures, 9 (Nagasaki, 19735
. Asp (2eq.)
HO,C champignons)
NH,
HO.C ASPAT d'E.coll Asp (Baldwin, 1987§2*
AspAT d’E.coli As (Baldwin, 1987)°
\H, P : P (Caligiuri, 2006}
OO Souche dE. coli surexprimant une AT
HO,C hyper-thermostable  de Thermococcus  Glu (2eq.) (Hanzawa, 200§
profundus
i)
HOZC/\/\L; Cellules dE. coli surexprimant la TyrAT Asp (Meiwes, 1997)
Thiénylalanines
HoN . .
>_®F Extraits cellulalresgle Pseudomonas sgt Ala et Glu (Cameron, 200
HOC Bacillus sp
l'\le Cellules dE. colisurexprimant la TyrAT Asp (Fotheringham, 2001)
N
HOC Cellules dE. coli surexprimant la L-AlaAT Ala (Cho, 2003%°
i
Hozc/\{COZH AspAT de cceur de porc ACS (Jenkins, 1979)
OH
R Coe ]
AN T S
HO,C COH AspAT de cceur de porc ACS (Hélaine, 19992
NH, X
HO; oH AspAT de cceur de porc etilcoli ACS (Alaux, 2005}
X= Me,Et, Pr, Pt, Bn,Me,
CH;Me; CH,CHyMe,
HN x y  X=Me .
NS YEMeoH AspAT de cceur de porc ACS (Hélaine, 206%)
HO,C COM
H,N
’ CO,H BCAT d’E.coli Glu
HOZC/LMUJ (Faure, 2006§
L.CBG 1V AspAT d’E.coli ACS
NH,
HOzC/'\XA coH BCAT d'E.coli ACS (Xian, 2007
X= Me,Et, Pt, Ph

Tableau 7 :L-Aminoacides non naturels préparés par transamimanzymatique.

1231 Nagasaki, M. Sugita, K. Nakagawa, H. Koya@73 US Patent 3767528.

124 3 E. Baldwin, R.L. Dyer, C.N. Si, A.J. Pratt, M.Russell Tetrahedron Lett1987, 32, 3745-3746.
125 3 E. Baldwin et alTetrahedron Letf 1987, 32, 3745-3746.

126 5. Hanzana et aBjotech. Lett 2001, 23 589-591.

127 3. Meiwes, M. Shudok, G. Kretzschmaetrahedron: Asymmett}997, 8, 527-536.

128 \1. Cameron, D. Cohen, I.F. Cottrell, D.J. Kenne@yRoberge, M. Chartraid, Mol. Catal. B : enzymati2001,
14,1-5.

129B.K. Cho, H.J. Cho, S-H. Park, H. Yun, B6G. KiBiptechnol. Bioeng2003 81, 783-789.

130N, passerat, J. Bolt&etrahedron Lett1987 28, 1277-1280.

131 E Echalier, O. Constant, J. Bole,0Org. Chem1993 58, 2747-2750.

132y, Hélaine, J. Rossi, J. BoltEetrahedron Lett 1999 40, 6577-6580.

133y, Hélaine, J. Rossi, T. Gefflaut, S. Alaux, JItBpAdv. Synth .Catal2001, 343 693-697.

134 M. Xian, S. Alaux, E. Sagot, T. Gefflaut, Org. Chem 2007, sous presse.
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Les mémes auteurs ont, par la suite, cloné et ptre& le géne de la transaminase (BCAT)
de Sinorhizobium melilotichez E.coli qui exprime par ailleurs I'enzyme endogéne DadA (
aminoacide déshydrogénase) responsable de I'étapgddtion et inductible par addition d’Ala au

milieu de culture. Cette souche recombinante éstefficace pour déracémiser la 4-chloro*#he

De nombreux autres aminoacides non naturels ont pééparés par transamination

enzymatique et sont regroupés dans le tableau 7.

d) Obtention d’amines chirales

Les w-ATs ont été utilisées pour I'obtention d’aminesrales. En effet ces enzymes ont la
particularité d’admettre comme substrats, des déricarbonylés qui ne comportent pas de

carboxylate em.

Plusieurs enzymes de cette classe ont été récentidemivertes par un test de sélection qui
consiste a faire croitre des microorganismes avetnte seule source d’azote une amine. Ainsi
c’est en mettant dans le milieu de cultur€331-phényléthylamine que le microorganisiibrio
fluvialis a montré une activité>AT avec une bonne énantiosélectivité et une fokstance a
linhibition par excés de substtat L' w-AT de Vibrio fluvialis a donc permis la préparation de la
(S)-1-phényléthylamine ainsi que le dédoublement djuétide diverse amines chirales (Schéma
45). Dans ce cas, lI'accepteur d’amine est le pyaueal'’équilibre est favorable a la formation de

cétones conjuguées.

Vibrio fluvialis

HO,C
Y HO.C._-
O z

NH,
Schéma 45 dédoublement cinétique d’amines chirales catalgs&ibrio fluvialis.

Plus tard, Shin et af’ ont mis au point un réacteur qui comporte desules| deVibrio

fluvialis immobilisées dans un gel de Ca-alginate. Un syst@ipigasique permet I'extraction en

135D, Kato, K. Miyamoto, H. OhtaBiocatalysis and Biotransformatipf005 23, 375-379.
136 3.S. Shin, B-G. KimBiosc. Biotech. Bioche®001, 65, 1782-1788.
137 3-S. shin, B-G. Kim, D-H. ShifEnz. Micriobiol. Technol2001, 29, 232-239.
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continu des composés cétoniques produits au cauta tbaction, ce qui améliore le déplacement

de I'équilibre et évite I'inhibition de I'enzyme.

En ce qui concerne le dédoublement dedabutalaminé®, le fait de pouvoir éliminer la

butanone par une simple évaporation sous presauoite facilite le procédé (Schéma 46).

NH,

NH,  Vibrio fluvalis /'\/

A /<
Pyruvate OA )J\/

Schéma 46 dédoublement cinétique decbutalamine.

Le méme type de test de sélection a été mis eneceawac des mutants générés par
mutagénese aléatoire a partir de cellule¥iteio fluvialis. En utilisant le 2-aminoheptane comme
seule source d’'azote et en travaillant en préseleceetones aliphatiques présentant un effet
inhibiteur, Kim et al* ont isolé le mutanto-TAmla qui permet le dédoublement cinétique du
meélange racémique du 2-aminoheptane obtenu aveenadement de 50 % et un excellent exces
enantiomérique, tout en évitant linhibition de name a des concentrations importantes en
substrat (150 mM).

D’autre part, d’autres microorganismes du geArtéhrobacter et Pseudomonagrésentant
une activitéw-AT ont été découverts grace au méme type de éesélgction présentée ci-dessus en

utilisant comme source d'azote R) (u §)-1-(3,4-diméthoxyphényl)-2-aminopropafie *4* 142

Récemment, d’autres travaux ont été orientés eedetouverte d’enzymes efficaces pour
préparer lesB-aminoacides : la sélection de microorganismes ages/ avec l'acide §-3-
aminobutyrique a permis d’identifier une nouveleAT chez Alcaligenes denitrificangYun,
2004)*3. Cette enzyme posséde un large spectre de substat, comme les précédentes, active
vis-a-vis de la 1-phényléthylamine. La recherchendevelles activitef3-AT a également été
entreprise par évolution dirigée dedAT deV. fluvialis** : le géne codant pour-AT a été muté
de facon aléatoire par la technique « d’error prle@&R » et la collection de génes mutés obtenue a
été exprimée chez.coli. Les clones ont été sélectionnés avec un miliecuttare contenant I'acide
3-amino-3-phénylpropanoique-phénylalanine) comme seule source d’azote. Desnipre

résultats modestes ont été obtenus par cette dppraies enzymes possédant une actdAeheAT

1384, Yun, B-K. Cho, B. G. KimBiotechnol. Bioeng 2004 87, 772-778.

139H. Yun, B. Y. Hwang, J. H. Lee, B. G. KimAppl. Environ. Microbiol.2005 4220-4224.

10y, Yamada, A. Iwasaki, N. Kisaki, Y. Ikenada, Mg@a, J. Hasegawap01, US Patent 6221638
141 A Iwasaki, Y. Yamada, Y. Ikenaka, Y. Yasoharaldsegawa2002 US Patent 6346402

142 A lwasaki, Y. Yamada, I. Yasuhiro, J. HasegaBiatechnol. Letter@003 25, 1843-1846.

131, Yun, B-K. Cho, B-G. KimBiotechnol. Bioeng2004 87, 772-778.

144B.Y. Hwang, B-G. KimEnz. Microbiol. TechnoR004 34, 429-436.
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accrue par un facteur 3 (par rapport a I'enzymevage)) ont été identifiees. Cette année, Kim et
al.*** ont décrit une nouvellg-AT isolée deMesorhizobium spyui présente une importante activité
pour les acideg3-aminocarboxyliques. Ainsi, I'acide $8-3-Amino-3-phenylpropionique a été
produit & partir de l'acide cétocarboxylique cop@sdant, lui-méme obtenu par hydrolyse [{iu

cétoester catalysée par une lipase (schéma 47).

O O o o NH, O
ont L|pase OH B-traﬂsamlnase @)(S)\/LLOH
NH,0 0 0
OH MOH
(0]
)J\+ €O,

Schéma 47 préparation de I'acide §-Amino-3-phenylpropionique.

D’autre part, il est également intéressant de man8r que la combinaison d'une
transcetolase (TK) et de I@-alanine:pyruvate transaminasP-APAT) permet la préparation
d’aminoalcools chiraux. Ainsi le 2-amino-1,3,4-ng&iol (ABT), un important synthon pour la
préparation de nombreuses molécules d'intérét phegmotique, a été synthétisé récemment en
utilisant un microorganisme recombinant exprimantadois la TK et l[aB—-APAT a partir de
composés non chiraux (schéma 48). Le rendementinsiée |cependant a 21 % due a la

décomposition de I'’ABT en présence de I'extraitudaire™*®.

o) 0 NH
TK B-APAT 2
H OH
OH OH
o M ot S S
(0] OH OH
hydroxypyruvate L-erythrulose ABT

Schéma 48 préparation d’ABT pour un procédé biocatalytique.

En conclusion de ce chapitre, nous pouvons dirdepiATs constituent des outils efficaces
pour la synthese d’un grand nombre d’aminoacidé@swk. L’utilisation de ces enzymes représente
donc une alternative trés intéressante aux méthameentionnelles de synthese.

1453, Kim, D. Kyung, H. Yun, B. K. Cho, J. H. Seo, ®ha, B. Kim,Appl. Environ. Microbiol, 2007, 73, 1772-1782.
146 C. U. Ingram, M. Bommer, M. E. B. Smith, P. A. byl J. M. Ward, H. C. Hailes, G. J. LyRiotechnol. and
Bioing., 2007, 96, 559-569.
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Chapitre IV Synthése d’analogues du Glu par transamination : tivaux antérieurs

Comme nous l'avons évoqué dans les chapitres peét®d une approche chimio-
enzymatique a été développée au laboratoire pcdpaper des analogues du Glu substitués en
position 3 et/ou 4 (Schéma 49). Cette approcheistend convertir par transamination enzymatique
des analogues de l'acide 2-oxoglutarique (KG) emlagues du Glu de fagon hautement

stéréosélective.

o R NH, R*
)J\X\ ATs
HO,C COzH HO,C CO,H
R® R3
analogues du KG analogues du Glu

Schéma 49 synthése générale des analogues de Glu par traret#oni

Les enzymes jusqu’ici utilisées, sont : 'AspAT desur de porc, 'AspAT ¢E.coli et la
BCAT d’E.coli. Ces deux enzymes bactériennes ont été produipesiéées au laboratoire a partir

de souches recombinantes qui surexpriment ces &szym

La stratégie de synthese développée n’est effigpo® si on accede facilement aux
analogues du KG. Ainsi, de nombreux efforts ontféits au cours de ces 10 dernieres années pour
développer des méthodes de synthese, simples étadEs pour la préparation des analogues du
KG. Ces travaux ont fait I'objet de deux théses K¢laine, 1995-1999 et S. Alaux, 1999-2002) qui
ont concerné la préparation de 4-alkyl-Glu en sdiit I'AspAT. Un stage post-doctoral (Mo Xian,
2003-2004) a par ailleurs porté sur I'étude deGAB pour la synthese de3-alkyl-Glu.

Dans cette partie, sont présentés les travauxiamtera ma thése, effectués au laboratoire.
Cette présentation concerne, en particulier, I6érdntes méthodes envisagées pour la préparation
des analogues du KG par voie chimique et les étddespécificité de substrat de 'AspAT et de la
BCAT.

IV.1 Préparation des analogues du KG

De nombreux travaux ont eu pour objectif la misepamint de méthodes simples qui
permettent de préparer une variété d’analogues@sbstitués en position 3 et/ou 4. Deux voies
de synthese principales ont été développées cegdes années au laboratoire. Elles sont basées
soit sur le réarrangement de Claisen-Johnson soitascondensation de Michael, pour créer le

squelette carboné des analogues du KG.
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IV.1.1 Méthode faisant intervenir le réarrangement de Clasen-Johnson

V. Helaine a mis au point, lors de sa these, unthodé basée sur le réarrangement de
Claisen-Johnson. Ainsi, la condensation deHydroxyméthylacrylate de méthyle sur un orthoester
produit un acétal de céténe qui se réarrange mooref un 2-alkylideneglutarate (Schéma 50). Ce
dernier subit ensuite une coupure oxydante qui peutire soit par ozonolyse a — 78 °C, soit en
présence de RuCet NalQ a température ambiante. Enfin, la saponificatiorcéloester s’effectue

facilement en présence d’'une quantité staechionuétidg LiOH dilué.

OMe
"SR a Meo) 4 MeO_Y) OMe OMe
Sort 2 Pl R oM, ve
43-70% e A o R of
*= OH — H| —
R* = Me, Et, . s )]Q/
Bu, Pn, iPr,iBu,
iPn, Bn, Me, CO,Me
OMe
R4
/ojj/ i i/R{ d_’ M
o X . . .
co,Me  [0-90% Me0,C COMe  qguant. LiO,C CO,Li

Réactifs et conditions : (a) i : MeOH, HCL, 0°G ; MeOH, cyclohexane, reflux ; (b) EtGB, PhCH, reflux ; (c)
NalQ,, RuQ,, H,O, CCl, CH;CN ou @, CH,Cl,, - 78 °C puis M&S; (d) LiOH, HO, THF ou MeOH.

Schéma 50 synthése de 4-alkyl-KG.

Cette méthode a permis la préparation des mélaragEsniques des 4-methyl, ethyl et
propyl-KG**’, ainsi que des 4-butyl (Bu), pentyl (Pn), isopiofin), isobutyl (iBu), isopentyl
(iPn), benzyl (Bn) et diméthyl-K& avec des rendements globaux satisfaisants. Lésesters
utilisés sont soit commerciaux, soit préparés airpades nitriles correspondants suivant la méthode
de Pinnel*®. L'a-hydroxyméthylacrylate est quant & lui facilemertessible, par condensation de
Baylis-Hillman entre I'acrylate d’éthyle et 'acédéhyde en présence du catalyseur nucléophile
DABCO (diazabicyclo[2.2.2]octane, Schéma 51).

pasco ™

/WCOZME

OH 09
< “OMe

o) o}
DABCO %
ﬁOMe ~ “OMe =—= OMe =—=

) N T~ ND
N \) (¢} N N

Schéma 51 synthesale I'a-hydroxyméthylarylate de méthyle pardandensation de Baylis-Hillman.

143/ Helaine, J. Rossi, J. Bolt&etrahedron Lett 1999 40, 6577-6580.
148 A Pinner,Chem.Ber., 1883 16, 352-1643.
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Les analogues du KG alkylés en position 3 peuvémt &ussi préparés a partir d'on
hydroxyméthylacrylate substitué @n Cependant, ces dérivés ne peuvent étre obtereainent

par la condensation de Baylis-Hillman, qui estficate avec les acrylates substitués.

Le dérivé 3-phényl-KG a pu étre préparé a partiehydroxyméthyl cinamate de méthyle
lui-méme obtenu par un réarrangement favorable rddyit de condensation de Baylis-Hillman
entre I'acrylate de méthyle et le benzaldéhydedseh52).

| HO O.__OMe o Os_OMe
J o 1A
MeO,C (/ — Meoch\/ — Meozcj\ MeO,C~ —>Meozc/uﬁj/

Ph Ph Ph Ph Ph

Schéma 52synthése du 3-Ph-KG.
Cependant, le 2-hydroxyméthyl-crotonate, précursdur 3-méthyl-KG, n’'a été obtenu

gu’'avec un tres faible rendement (=10%) a pacipobduit de Baylis Hillamn correspondant.

La méthode développée par la suite a permis, qualke, d’accéder plus facilement aux

dérivés substitués en position 3.

IV.1.2 Utilisation de la condensation de Michael

Une premiere méthode, simple et efficace, a pedmigréparer les 3-méthyl et 3-éthyl-KG a
partir du produit de condensation de Michael d’itroacétate sur un acrylate substitué. Le produit
de la condensation de Michael peut étre converthigonate en présence d’'une base et ensuite
ozonolysé pour former le cétoester correspondatcii§i@a 53). Les rendements globaux obtenus
vont de 46 a 60 %. Cette méthode a malheureuseétérdbandonnée car les esters de l'acide

nitroacétique sont des produits fortement irritaitallergenes.

N02 a NOZ
MeO R OMe .
j% M Meozc}\éﬂcozl\/le
o] 3 o) R®
R® = Me, Et
(+v_)
©
NO, o 0 . o)
MeOZC)%ACOZMe g Meozc)kfcozl\/le — LiOZC)%ACOZLi
R® 46-60% R quant. R®
(+!_)

Schéma 53 synthése de 3-alkyl-KG par la réaction de Michadbsydation de nitroacétates.

La méme stratégie a été envisagée en remplacaittdacetate par un acétoacétate. Ainsi,

aprés condensation sur un acrylate substitué, flosae un-cétoester qu'on peut facilement
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convertir en acétate d'értdl. Aprés ozonolyse et saponification des esterghtient un analogue
du KG substitué en 3 (Schéma 54).

0
bg : I e, 9
R3
MeO,C N7 CoMe  MeOC COMe  MeO,C CO,Me Meoch\/\cone

Réactifs et conditions : (a) base, MeOH, 60°C) pfidine, AcCl, Ta ; (c) @ CHyCl,, -78°C puis MgS.

Schéma 54 synthese de 3-alkyl ou 4-alkylKG.

L’oxydation, lorsqu’elle est directement effectudar I'énolate alcalin du3-cétoester,
conduit majoritairement & une hydroxylation en posia formant un alcool tertiaire. Il est apparu
nécessaire de piéger I'énolate sous la forme dcétase d’énol ou d'un éther silylé avant
d’effectuer I'ozonolyse. Les acétates d’énol squpaaus adaptés étant plus stables que les ethers
silylés et peuvent étre purifiés par chromatographir colonne de silice.

Le tableau suivant présente les rendements obpeurda synthese de 3-alkyl-KG.

R3 R? Rendements (%)
étape a étape b étape c
Me H 64 66 58
Et H 63 65 70
Pr H 60 61 71

Tableau 8 :rendements obtenus lors de la synthése de 3-alyl-K

Comme nous le verrons, cette méthode générale mtbese di-cétoacides a été utilisée
dans le cadre de mes travaux de thése afin d’@alooie variété d’analogues du KG substitués en

position 4 par des groupements fonctionnalisés.

IV.1.3 Utilisation de la méthode de Wasserman

La méthode de Wasserman a été utilisée pour prégase analogues cycliques du KG,

susceptibles d’étre convertis par transaminatioareiogues contraints du Glu.

Cette méthode constitue une approche efficace lfmamologation d’'un acide carboxylique
ena-cétoester’. L'enchainement réactionnel comprend tout d’abbercbuplage de I'acide avec un
cyanophosphorane. L'ozonolyse du produit de cowplagnduit a una-dicétonitrile dont

I'alcoolysein situ donne uru-cétoester (schéma 55 et Tableau 9).

149M. Xian, S. Alaux, E. Sagot, T. Gefflaut, Org. Chem 2007, sous presse
%04 H. Wasserman, W.B. Hd, Org. Chem1994 59, 4364-4366.
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PPh,

Nc)kH R PPh; (\ 1y A o) & i{&
NC COR —~ Nc)k( coRr | RO 02
o)
(+)

+
HOTN 0 © +)

CO,R (+)
n=12

(+1_)

Réactifs et conditions : (a) EDCI, DMAP, GEl, ; (b) O;, ROH, CHCl,, -78°C puis MgS.
Schéma 55 Synthése d’analogues cycliques du KG par la métdedé&/asserman.

R n configuration étape a (%) étape b (%)

Me 1 cis 87 90
Me 2 cis 88 82
Bn 2 cis 89 62

Tableau 9 :rendement pour chaque étape de la synthése déanissle schéma 55.

Des rendements bons a trés bons ont été obtensdalanles cas. Les monoesters de départ

de configuratiorcis ont été préparés par alcoolyse des anhydridesspndants (Schéma 57).

L’anhydride cyclobutanique a été obtenu par phatloaddition (2+2) de I'éthyléne et de

'anhydride maléique.

MeOH, reflux A
J\ HO,C CO,Me
@) (@] quant.

(+1')

+ CH3CN A ROH H
A 75% R=Me 77% HO,C CO,R
0N\ O ° 0" g O  R=Bn 63% 2 2

+) )

Schéma 56 Synthése des monoesters des acides cis-cycloaltghegarboxyliques.

Une isomérisatiortis-transa été observée lors de I'étape finale d’hydrolges esters en
milieu basique. Des mélanges de dérisiéttransont donc été isolés mais toujours avec le dérivé

trans majoritaire (>90 %Y.

Dans le cas du dérivé cyclobutanique, pour accad@&somerecis, le diester benzylique a
éte préparé. Ainsi, la déprotection finale par lgdnolyse préserve l'intégrité stéréochimique de

ce composé (Schéma 57).
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HO,C—
R = Me 2 \\\ CO,H

LioH © 9
RO,C —
2 ﬁCOZR H,
o) Pd/C
(+-)
R =Bn HO,C CO,H

© 9

Schéma 57 pbtention des dérivés cyclobutaniquésettrans

D’autres études au caractere général ont par alieermis d’accéder a d’autres analogues
du KG, en patrticulier les analogues hydroxylés esitpn 4. L’ensemble de ces dérivés ont permis
de mener une étude de spécificité de substratlage® ATs disponibles au laboratoire. Les parties
suivantes présentent les résultats obtenus dareslele 'AspAT et de la BCAT, et décrivent les

procédeés catalytiques employés pour la prépardesrdifférents analogues du Glu.
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IV.2 Etude et utilisation de I'AspAT

IV.2.1 Etude cinétique

Le tableau 10 présente les paramétres cinétiguesniéés dans le cas des 3 et 4-alkyl-KG
et de ses dérivés cycliques avec 'AspAT de coeupate et dE.coli. Les valeurs dek et du
rapport ko/Km sont exprimées en pourcentage relatif au sabstaturel c’est a dire au KG.
Contrairement aux isomeéres 4-méthyl-KG, les mesuss été effectuées sur les mélanges
racémiques des dérivés alkylés ou cycligues. Das das ou l'enzyme manifeste une
énantiopréférence, les valeurs des Km sont don@a&ité deux fois plus faibles que les données

expérimentales indiquées dans le tableau.
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AspAT de cceur de porc AspAT d’E. coli
Substrat Km Keat K K
Keal Km rel. (% m cat Kead Km rel.(%
(mM) rel.(%) calKmel.(%) (mM) rel.(%) calKmrel.(%)
(0]
+ + + + + +
o J 0,23+0,04 100#3 100+ 18 0,23+0,05 100+ 3 100+ 22
(0]
o c)%ﬂ 5,4+1,0 13+ 1 0,5+0,1 16,3+ 3,7 48+ 11 0,7£0,2
2
(0]
C
HOZC)K?COZH NS NS NS NS NS NS
~—
(0]
HOLC o NS NS NS NS NS NS
~
(0]
HOZCMCOZH NS NS NS NS NS NS
Ph
P
+ + + + + +
0. )VCOZH 0,1940,02 120+ 4 149+ 30 0,4440,02 50+ 2 26 +5
o =
: + + + + + +
HOzC)vCOZH 9208 9204 0,220,05 4820,3 0,9£0,1 0,04+0,01
(0]
M 0,5+0,06 1305 47410 1,18+0,04 60+ 2 12+3
HO,C COH
(0]
M 0,52#0,02 82+1 3747 0,43£0,04 53+3 2947
HO,C COH
(6]
m 0,28+0,05 58+ 2 48 12 0,35+0,05 51+2 3429
HO,C COH
(o]
w 0,25+0,05 89+ 7 83222 0,31#0,04 72+3 54 +14
HO,C CO,H
34
PN 4,7640,27 11#1 0,5+0,1 3,820,4 842 0,5+0,2
HO,C COH
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o 1,48+0,09 62+2 9,6+1,8 1,9#0,1 52+6 6+2
HO,C COH
O
0,47+0,08 84+ 4 41+10 0,62+0,09 42+6 15 +4
HO,C CO,H
M@ 0,28+0,03 82+6 68 #15 0,67+0,07 37+9 13 +4
HO,C CO,H
O OH b
3,8 70 4 nd nd nd
HO,C COH
) OH
7,240,9 20+2 0,6+0,2 nd nd nd
HO,C CO,H
(0]
TN 8,1+1,3 2,840,4 0,08#0,02 nd nd nd
HO,C CO.H
H\
"
HOZC%ACOZH nd nd nd 37404 6,60,5 0,41#0,09
o " cis/trans 90:10
HOC
" 0,017
HozcﬁH nd nd nd 9,1#25 0,740,1 40,007
o cis/trans 3:97
o H
Hozc%%m 3,9+0,6 1,940,1 0,11+0,03 3,7#0,3 2,8+0,1 0,18#0,03
: cis/trans 10:90
o H
HOZC%COZH nd nd nd 3,0£0,3 3,620,2 0,27+0,06
H cis/trans 10:90

Tableau 10 :parameétres cinétiques pour les dérivés substituiésxd
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Les 3-alkyl-KG ne sont pas de bons substrats depld. Une faible activité a pu étre
mesurée uniquement avec le dérivé 3-méthyl-KG. deatre, I'AspAT manifeste une excellente
activité vis-a-vis des analogues du KG substituégasition 4.

D’une maniére générale, les valeurs des parameingésiques sont assez proches d’une
AspAT a l'autre. De plus, dans le cas des 4-alk@d;lKAspAT a montré une énantiosélectivité en
faveur de l'isomereR. L’étude cinétique de la réaction de transamimaté&alisée indépendamment
avec les 2 énantioméres du 4-méthyl-KG a montré lgueoefficient d’énantiosélectivité de
'AspAT vis-a-vis de ce substrat est supérieur 8,5§uelque soit 'origine de 'enzyme (tableau
10).

De plus, il est surprenant de voir que I'augmeatatie la longueur de la chaine alkyle en
position 4 et la diminution de I'encombrement s{gd au voisinage immédiat du® Csérie
diméthyl, iPr, iBu, iPn) améliore I'activité de Hayme. La présence d’'un groupement volumineux

tel qu’'un benzyle est également bien acceptéeAspAT.

L'introduction du groupement hydroxyle en positibaiminue I'affinité de 'enzyme envers
le substrat mais en conservant une bonne valeut.geDe plus, 'AspAT ne montre aucune
énantiopréférence vis-a-vis de ce substrat. Dagadede I'analogue 4-méthyl-4-hydroxy-KG, une

activité plus faible et une énantiopréférence vigsade I'énantiomere @ ont été observes.

L’AspAT d’E.coli est active vis-a-vis des dérivés cycliques. L'eneysemble montrer une
légere préférence en faveur des isom@iesdes composés cyclopropaniques. Dans le cas des
dérivés cyclobutaniques, seul I'isomérans a fait I'objet d’'une étude cinétique qui a monduée

I'’AspAT manifeste une enantiopréférence en faveuridomére 8R,4R™.

IV.2.2 Procédé biocatalytique

Le procédé catalytique mis au point au laboratpoer la préparation d’analogues du Glu a
partir des cétoacides correspondants est présangdlel schéma ci-dessous.

NH, R

Q R ASpAT
HOZCMCOZH HOZC/H/'\COZH
R’ / \ R
CO,H As
HOZS/\N/H 2 CO,H
2 Hozs/\[( 2
o)

ACS

\n/COZH

- SO, o)

Schéma 58 procédé de transamination pour le synthése d’analdg Glu.
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L’ACS est utilisé comme donneur d’amine et permet déplacer I'équilibre de
transamination en formant du pyruvate et dy.Stbmme nous I'avons déja expliqué dans la partie
des ATs (cf chap Ill), 'autre avantage de I'ACS gg'il peut étre facilement séparé du produit

souhaité par purification sur résine acide.

Cependant, les ions sulfites formés par hydratadioi$Q sont a 'origine d’'une inhibition
de I'AspAT (Figure 34). Cette inhibition, en pariieéversible, semble due a I'addition des ions
hydrogénosulfites HSOsur les intermédiaires réactionnels.

Conversion du KG par I'AspAT de coeur de porc Activité de I'AspAT de coeur de porc
50 120
1o _’/‘\‘
.
— |
(=)
S 80 \
Q 301 S 704
c *g 60
o y 2 50
[2] i = 1
5 20 g
> 40 A
c —e— Asp
o 30 4
O 10l ¢ —=— Asp + MeCHO 20| X
ACS . N
ACS +MeCHO 01
07 ‘ ‘ ‘ : : 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
. mps (min.
temps (min.) temps ( )
Conversion du KG par I'AspAT d'  E. coli Activité de I'AspAT d' E. coli
100 110 l
90 100 %
80 4 90 -
S 701 ] — * -
e —~ 70
(D 7 (=]
X 60 E\/ 60 4 \\
£ 50 E]
2 S 50 T
2 401 g 40
30
8 30 |
20 20 |
10 4 10 |
0 \ \ \ \ \ 0 : : ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
temps (min.) temps (min.)

Figure 34 : Taux de conversion et stabilité de I’AspAT en famtdes conditions de synthese.

Durant leurs travaux, S. Alaux et de M. Xian onidé¢ cette inhibition et ont montré que
I'ajout d’acétaldéhyde dans le milieu réactionniehidue I'inhibition des enzymes, optimisant ainsi
le temps de réaction (figure 34). Dans tous les I6AspAT d’E.coli semble la mieux adaptée au
procédé de synthese utilisant 'ACS, puisqu’ellemss résistante a I'inhibition par les sulfitds e
permet d’atteindre un taux de conversion de 45 P& shifficulté. Lors de mes travaux de these,
nous avons choisi d'utiliser I'AspAT H.coli sans ajouter d’acétaldéhyde dans le milieu

réactionnel.
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IV.2.3 Synthése des analogues du Glu en utilisant lAspAT

L’AspAT a ainsi permis d'effectuer le dédoublemeimétique des cétoacides racémiques
alkylés en position 4 : I'arrét de la réaction atanx de conversion voisin de 45 % a permis d'isole

les analogues du Glu de configuratiof®,4)-syn™.

La purification de ces composés a été effectuédéposant le milieu réactionnel sur une
colonne de résine acide ou seul I'analogue du Glecsoche. Une seconde chromatographie sur

résine basique a permis d’obtenir une pureté gtamgemt supérieure a 99 %.

(+1_)

QR R NH2 Rg
. ASpAT, ACS :
HOZCMCOZH SPAT HO,C CO,H
R3 R®

~ 40 %, L-(2,4)-syn

Schéma 59 synthése d’analogues du Glu par transamination.
L’AspAT a également permis la synthése d&,3R)-3-Méthyl-GIu**°, du 4-diméthyl-Glu,
du (25,49-4-hydroxy-4-méthyl-GIt*® et des deux diastéréoisoméres du dérivé 4-hydGiu}?>

séparables par chromatographie échangeuse d'iane€r35).

NH
1L SNPE
HO,C CO,H HO,C CO,H

L-4-diméthyl-Glu (2S,4S)-4-méthyl-4-hydroxy-Glu

NH, OH

HO,C CO,H

(+,-), L-4-hydroxy-Glu

Figure 35 : obtention d’analogues de Glu en utilisant '’ASpAT.
Enfin, les dérivés cyclobutaniquesCBG-II-IV ont été synthétisés a partir des cétdesi
correspondants de configuratitens ou cis (Schéma 60). Les isoméreis L-CBG-Ill et IV ont pu

étre séparés par chromatographie d’échange d“ions

HO,C HO,C
H \7 ASpAT, ACS H i \7
H J H
HO,C HO,C ™,
O +/- tans NH2 3296, L-CBG-I
O HO,C NH, COzH H
/U\/V AspAT, ACS 7 H f 7
HO.C™ N/ —— = HOC (oo _
/ H H { COH
H H HN™"
+/- cis 2% COpH
19 %, L-CBG-IlI 17 %, L-CBG-IV

Schéma 60 pbtention des analogues du Glu L-CBG-II-IV.
L’AspAT a donc été un outil trés efficace pour l@aration d’'une série d’analogues de Glu

substitués en particulier en position 4.
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IV.3 Utilisation de la BCAT, enzyme complémentaire &pAT

IV.3.1 Etude cinétique

Sachant que les substrats naturels de la BCAT cdmpales groupements plus ou moins
volumineux en positiof (Figure 36), il n’a pas été surprenant de morguer cette enzyme accepte

les dérivés 3 et 4-alkyl-KG.

NH; NH, /’\ﬁj\ NH, NH,
Hozc)\/\cozH HO,C HO,C HO,C HOZC/k:/\

Glu Val Leu | -

Phe lle

Figure 36: substrats naturels de la BCAT.
Le tableau ci-dessous résume les parameétres airétipesurés dans le cas des 3 et 4-alkyl-
KG et des dérivés cycliqgues. Comme pour 'AspAT, ieesures de cinétiques ont été effectuées sur
les mélanges racémiques des dérivés alkylés ouqugsl De méme, lesck et ka/Km sont

exprimeés en pourcentage par rapport au substratahaui reste le KG.

Substrat Km kcat kca{/Km Enant|0'
(mM) rel.(%) rel.(%) sélectivité
(e}
PN 0,23#0,04 100+ 3 100+18
HO,C COH
(e}
Hozc)KfcozH 0,22+0,06 349+ 29 242+123 -
(0]
Hozc)KfCOzH 0,42+0,05 205#10 76+33 -
(o]
HO,C CO,H 1,9+0,4 93+12 8+4 +
~
(o]
HOzc)KﬁCOZH 1,4+0,3 75£9 8+4 +
Ph
(0]
T 0,1840,03 246+15 211£100 .
HO,C COH
(0]
M 0,26£0,12 220+15 130283 -
HO,C COH
(0]
M 0,68+0,06 231+12 52+23 -
HO,C COH
M@ 0,81+0,07 64+3 1245 -
HO,C CO,H
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O
) P4 0,2040,03 166 10 127457
HO,C CO,H
O ., oH
T 0,58 0,09 262+15 70232 -
HO,C CO,H
H\
H
HOQC$COZH 0,57+0,09 1,73#0,08 0,5¢0,2 nd
o " cis/trans 90:10
HO.C
y
HozcﬁH 0,34+0,08 4,140,3 1,840,9 -
o cis/trans 3:97
o
HOzCWCOzH 0,2840,05 2,3#0,1 1,240,6 +
" cis/trans 10:90

Tableau 11 :paramétres cinétiques mesurés pour les dérivégdavéc la BCAT dE.coli. «-» représente une
énantiosélectivité nulle contrairement & «+». ndn déterminé.

La BCAT est active vis-a-vis de tous les compogésgntés dans le tableau ci-contre. On
observe méme parfois une activité supérieure & cedinée avec le substrat naturel. Nous pouvons
citer 'exemple des composés 3-Méthyl-, 4-méthyl-KGméme 4,4-diméthyl-KG qui montrent un
rapport ka/Km supérieur a 100 %. De plus, la BCAT manifeste génantiopréférence en faveur
des isomeres &-3-propyl-KG et (F)-3-phenyl-KG et a donc permis le dédoublement tziné

des mélanges racémiques correspondants.

Quant aux analogues cycliques, la BCAT se montigeaeis-a-vis de ces composés et offre
une énantiosélectivité complémentaire a celle AspAT dans le cas des dérivés cyclobutaniques

de configurationtrans. En effet, il s’avere que la BCAT montre une préfice pour I'isomere

(3549.

IV.3.2 Procédé biocatalytique

La stratégie de déplacement d’équilibre en utiidghCS comme donneur ne peut étre
appliguée dans ce cas. En effet, 'ACS, tout contlasp, n'est pas substrat de la BCAT. Un

premier systeme couplant la BCAT a I'AspAT a alérs utilisé (Schéma 61).

o R4 NH, R*
BCAT /kg\
HO,C CO,H HO,C CO,H
R3 R
Glu, cat.
KG
AsSpAT
ACS
pyruvate

Schéma 61 dédoublement cinétique des mélanges racémiquealdiares du KG.
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Dans ce procédé, le Glu, utilisé en quantité catplg, joue le réle de donneur d’amine et
est régénéré par l'action de I'AspAT a partir du K& de I'ACS, ce qui permet de déplacer
I'équilibre du systéme. Ce procédé n’est utilisadplee dans le cas ou I'analogue de KG n’est pas
substrat de I'AspAT et que si l'analogue du Gluduib est facilement séparable du Glu présent
dans le milieu réactionnel. Cette approche a pa @ilisée dans le cas des analogues 3-propyl, 3-
phényl et 4-benzyl mais pas pour les analoguestByh&-éthyl ou 4-méthyl. Alternativement, la
Leucine a été utilisée comme substrat donneur diarfchéma 62). La régénération de la Leu,
dans ce cas, a été assurée en utilisant la LeulH ietcorporant dans le milieu de 'ammoniaque et
du NADH, lui-méme régénére via I'oxydation irrévibie des ions HC, catalysée par la FDH (cf
Chaplll sur les ATS).

NH2 R*
BCAT
Hozc:)k%co2 7~ : HOzc%COZH
MOPA
LeuD
™ NH4
NADH
NADY
O
HCO,
co,

Schéma 62 stratégie de déplacement d’équilibre en utilisardduple Leu/LeuDH.

IV.3.3 Synthése des analogues du Glu en utilisant la BCAT

Dans un premier temps, la BCAT a été utilisée punthétiser les composés (28)3-
propyl-Glu et (2S,3R)-3-phényl-Glu a partir du mrga racémique des cétoacides correspondants
(Schéma 63). Les rendements obtenus sont de I'atdrel0 % et les excés énantiomériques

supérieurs a 95 ¥

(@) NH,
HOZC)S/\COZH BCAT HOZC/%/\COZH
R R
(+,°) R = Pr, (2S,3R)-3-propyl-Glu, 42 %
R = Ph, (2S,3R)-3-phényl-Glu, 38 %

Schéma 63 syntheése des composés (d9;3-pentyl-Glu et (2S,3R)-3-phényl-Glu.
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La BCAT a également été utilisée dans un proceddeer étapes qui a permis de préparer
le (2539-3-méthyl-Glu, le (849-4-methyl-Glu ainsi que le &4R)-4-hydroxy-4-méthyl-Glu

avec de bons exces diastéréoisomériques (Schéma 64)

4 55 4 5 4 RS
? RR AAT, CSA M BCAT W ROR
HozckﬁcozH HO,C~ > “CO.H HO,C~ > “CO.H
R R? R?
+ -
) Hzl;l R:\\RS R®=H, R* = Me, R® = H, (2S,4S)-4-méthyl-KG, 44 %
N 3_ 4 _ 5 _ 4
HOZC/\‘/\COZH R%=Me, R* = H, R® = H, (2S,3S)-3-méthyl-KG, 27 %
R3 R3 = H, R* = Me, R® = OH, (2S,4S)-4-méthyl-4-hydroxy-KG, 35 %
Schéma 64 synthése des composés (2S,3S)-3-méthyl-Glu, 1d&)<l-methyl-Glu ainsi que le (2S,4R)-4-hydroxy-4-

méthyl-Glu.

Dans une premiére étape, le mélange racémiqueédeascaes correspondant est dédoublé
sous l'action de I'AspAT jusqu’a atteindre un tade conversion supérieur a 50 %. Apres
adsorption du produit aminoacide sur résine adede¢toacide résiduel, énantiomériquement pur, a

été transaminé a son tour par la BCAT. Les rendésrabtenus sont compris entre 27 et 44 %.

Nous avons vu que la BCAT est également activersries analogues cycliques avec une
énantiosélectivité en faveur de I'isomegS(33$. Le composé-CBG | a donc pu étre préparé via

le dédoublement cinétique du cétoadidms, catalysé par la BCAT (Schéma 68)

0 H l'\lH2 H
/ BCAT \7
HOZC/LS ,\7 Hozc%
N
COzH CO,H
H H
+/- cis 26 %, L-CBG-II

Schéma 65 synthése du L-CBG-I en utilisant la BCAT.

La BCAT, en offrant une spécificité de substrat ptdmentaire a '’AspAT, a donc permis

la préparation de nouveaux analogues du Glu.
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Durant ma thése au sein de I'équipe BioconversioBEESIB de Clermont-Ferrand, sous la
tutelle du Pr. Jean Bolte et du Dr. Thierry Geftlgiai eu pour mission d’élargir les études de
spécificité de substrats de 'AspAT et de la BCAd@ieanouveaux analogues du KG afin de préparer
une variété d’analogues du Glu (Schéma 66). Conwoe Havons vu dans la premiére partie, ces
composeés sont des ligands sélectifs potentielslifiésents récepteurs et transporteurs du systeme
glutamatergique. L'évaluation des propriétés phaotmiques des analogues du Glu a donc été
envisagée dans le cadre d’'une collaboration.

o R H,N  R*

AT

RS R®
Schéma 66 synthése d’analogues du Glu par transamination.

Nous avons essentiellement envisagé I'élaboranaliveaux analogues du Glu substitués
par des groupements fonctionnalisés en position hatuant les fonctions alcool, acide, éther,
amide et ester (Figure 37). En effet, nous avonsgjuel plusieurs analogues du Glu substitués en
position 4 par divers groupements hydrocarbonésnamitré des sélectivités vis-a-vis des différents
récepteurs et transporteurs du systéme glutamatergil’introduction d’hétéroatomes sur les
substituants de la chaine du Glu permet d’envisdggrinteractions supplémentaires au niveau des
sites de liaison et pourrait donc permettre la naisgoint de nouveaux ligands sélectifs. D’autre
part, les fonctions ester et amide offre I'oppoittiinle générer assez facilement une grande variété

structurale en modifiant la nature des substitudessfonctions ester (R) et amide (R et R’).

Nous avons également envisagé de synthétiser @gdsgaes phosphorylés comme I'AP4
gui montre une sélectivité marquée pour les mGldRgroupe Ill. Nous avons voulu savoir Si
notre approche chimio-enzymatique permettait d'decé@ ce type d’analogues du Glu. Enfin, nous
nous sommes aussi fixés comme objectif la prémaratiun nouvel analogue contraint incluant un
cycleB-lactame : cette structure a été définie en cotktimn avec le Dr. L. Bunch. (Figure 37). En
effet, leL-CBG Il, dérivé cyclobutanique du Glu préparé awlatoire, a montré une activité tres
intéressante en tant qu’agoniste sélectif des m&IUR Cette sélectivité offre un potentiel
thérapeutique intéressant, comme nous I'avons &valgms le cas des analogues LY354740 (cf
chap 1). Le Dr. Bunch a par ailleurs effectué unelé de modélisation moléculaire qui lui a permis
de supposer que lintroduction de la fonction amale niveau du cycle pourrait permettre

d’améliorer 'efficacité et la sélectivité d’actigrar rapport au dérivé cyclobutanique.

-101 -



Projet de recherche

-R .R R< .R
o) o) >N
NH2< N wo wo
HO,C COzH HO,C CO,H HO,C CO,H
NH, o NH, CO,H
I ‘.
HOZCJ\AP\—R' Hozc)\ax
R N ©

Figure 37 : structures des nouveaux analogues du Glu donnthése a été envisagée dans ce travail.

Afin d’accéder a la plupart de ces analogues dudbla leurs précurseurs c’est a dire aux
analogues du KG, nous avons envisagé de dévelbapproche générale basée sur la condensation

de Michael et I'oxydation d’acétate d’énol, méthqulésentée précédemment.

D’autre part, nous avons aussi souhaité introduirgroupement azoture en bout de chaine
du substituant en position 4 afin d’effectuer dgsl@additions [2+3] avec divers alcynes. Cette
approche de type « Click Chemistry » offre un aquatentiel & une nouvelle librairie d’analogues
du Glu obtenus a partir d’'un seul et méme acidenérffchéma 67).

=
Ny N\%
NH, NH, !

HO,C CO,H HO,C CO,H

|
Py

Schéma 67 cycloaddition entre un analogue du Glu et un alcyne

Dans la partie bibliographique portant sur la pherahogie des GIuRs, nous avons vu que
ces récepteurs comportent un site de fixation du €ld’autres sites de liaison d’agonistes ou
d’antagonistes non compétitifs du Glu. Ainsi, |&paration de bi-ligands reliant un analogue du
Glu a un autre ligand non compétitif serait un mogé@btenir une grande sélectivité d’action et de
moduler la réponse des récepteurs et ainsi dimileseeffets secondaires. Cette approche nous a
paru trés intéressante notamment dans le cas d&AREL On peut en effet imaginer une molécule
de Glu reliée par l'intermédiaire d’'une chaine cad®e a un autre ligand tel qu’'une amine, qui
bloquerait les canaux ioniques des iGIuRs ou guixegait sur d’autres sites tels que celui de la

glycine (Figure 38).

Site de fixatio
AutresSites Glu

Figure 38 :bi-ligands interagissant sur différents sites dreRG.
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Des bi-ligands comportant 2 motifs Glu seraientsati®s intéressants pour interagir au

niveau des récepteurs oligomériques comportantqultsssous-unités fixant le Glu.

Au cours de ce travail, nous avons aussi envisa®mger la chaine en position 4 du Glu,
afin de tester la tolérance des ATs et d’orientdgrentravail vers d’éventuels substrats immolslisé
utilisables dans un procédé de transamination adgréchelle : un glutamate, fixé sur un support
solide ou polymérique via une substitution du caebd, pourrait étre substrat d’'une transaminase
comme I'AspAT ou encore la BCAT. Un polymére dedypEG greffé avec le Glu pourrait, par
exemple, étre préparé a partir d’analogues fonotbses. L'idée est donc de « piéger » le substrat
donneur immobilisé et 'AT a l'intérieur d'une menalme semi-perméable et d'y faire passer un
courant continu en cétoacide (substrat accept@uid.sortie de ce réacteur, une colonne de résine
fortement acide permettrait d’accrocher le produitiné de la transamination et ainsi de déplacer
'équilibre de la réaction enzymatique. En sortee ablonne, le flux en cétoacide repart dans le
réacteur membranaire apres ajustement du pH sirbg€chéma 68). Le donneur immobilisé serait
régénéré dans une étape indépendante en utilisaddnneur peu colteux comme I'Asp, le Glu ou
'ACS.

(0]

HO
e

Glu, Asp o cétoacide
ou ACS substrat

pH

o} o]
@ NH,OH

KG, OA ou
pyruvate ¥ > 0*503"' '
NH, _
HO | cétoacide
WAR résiduel

o
Schéma 68 modeéle de réacteur fonctionnant pour la préparatianalogues du Glu a I'échelle industrielle.

Dans la littérature, nous trouvons relativement gexemples de synthese enzymatique ou
le substrat est fixé sur un support solide, ouwsupolymeére soluble dans I'eau tel que le PEG. Les
applications les plus récentes concernent la syatipeptidique a I'aide de protédsés>?et la
préparation d’oligonucléotides a 'aide de glycosyisférase&>°**1>>6par contre, de nombreux

151X, Wu, X. Bu, K. M. Wong, Z. GuoQrg. Lett, 2003 1749-1752.
152R. U. Ulijn, B. Baragana, P. J. Halling, S. L.tstih,J. Am. Chem. Sq2002 10988-10989.
153 C. Schmitz, M. T. ReefOrg. Lett, 1999 1729-1731.
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travaux ont été effectués sur le cofacteur NAD.elfiet, I'utilisation de déshydrogénases pour la
production d’alcools ou d’aminoacides chiraux &iiélle industrielle dans des procédés en continu
implique que le cofacteur soit immobilisé ou magiiour rester confiné a I'intérieur d’un réacteur
& membrang’*°® L'activité de 'enzyme avec le NAD modifié pareichaine PEG fixé au niveau
du cycle adénine (qui interfere peu avec les ensymest conservée, avec cependant une
augmentation du Km. La problématique que nous abmsrdvec le KG ou le Glu immobilisé est
assez semblable : si le mode de fixation entragmede perte d’activité, le Glu immobilisé pourrait
donc servir de donneur dans un réacteur membranzereme nous l'avons expliqué dans le
paragraphe précédent. Ce « Glu immobilisé » pdupai ailleurs présenter d’autres applications

dans le domaine de la chromatographie d’affinité.

En parallele de ce travail de synthése, un progetbdélisation moléculaire a porté sur
I'étude du site actif de 'AspAT ¢&.coli. Cette étude a eu pour premier objectif d’expligetede
comprendre I'énantiosélectivité et la spécificigé slibstrat de I'enzyme. D’autre part, un autre but
était de définir un modele de prédiction d’activike 'enzyme, nous aidant a orienter nos travaux
de synthése vers des substrats potentiels de 'As@g travail est présenté dans la seconde partie

du mémoire.

154G, Fanny, S. D. Jason, K. J. Jensen, T. R. Owemédra,Carbohydrate ResearcB003 1951-1960.
195K, Yamada, S-I. Nishimurdetrahedron Lett 1995 9493-9496.

1% M. Schuster, P. Wang, J. C. Paulson, C-H. Wdngm. Chem. Sqd 994 1135-1136.

157 M-O. Moussan, K. MosbachMethods in enzymgl987, 3-8.

18D, pasta, G. Carrea, N. Gaggero, G. Grogan, Alet| Biotechnol. Lett 1995 1123-1128.
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Introduction

Dans une premiere partie, nous exposerons lesutkgyartant sur I'élaboration d’analogues
du KG fonctionnalisés en position 4. Nous décrirodgalement la synthése des dérivés

phosphoniques et hétérocycliques effectuée au daucstte étude.

Un second chapitre sera consacré a I'étude dealetiod de transamination catalysée par
'AspAT et la BCAT, enzymes disponibles au labonsoNous ferrons ensuite une description du
procédé catalytique mis en jeu pour la syntheseot@eaux analogues du Glu obtenus a partir des

analogues du KG, substrats de 'AspAT.

Dans un quatriéme chapitre, est présentée la smtthéne nouvelle série d’analogues du
Glu effectuée a partir de la cycloaddition d’'untaze avec un alcyne. Dans cette étude, la synthése

de substrats immobilisés et de bi-ligands a étésagee.

Enfin, l'ultime chapitre est consacré a l'inter@tédn des tests biologiques effectués sur les
EAATSs et les GluRs.
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Chapitre | Synthése des analogues du KG fonctionnalisés en 4

.1 Utilisation de la condensation de Michael et dexydation d’acétates
d’énol

Nous avons vu précédemment que la méthode utillsardarrangement de Claisen-
Johnson est une méthode tres efficace pour la @tima d’analogues du KG. Cependant, la
synthése des orthoesters comprenant des grouperf@msonnalisés est probablement
limitante. Les acrylates substitués par des grogmesnfonctionnels étant plus facilement
accessibles, la méthode basée sur la condensaidiahael nous est apparue comme un
choix judicieux pour la préparation de nouveaux@maes du KG fonctionnalisés en position
4 (Schéma 69).

Os— /R4 AcO /R4
o R* AcCl . | .
N :g; base R'O OR' R'O OR
o) OR' pyridine
O O
o o 2 O 3

OR'
1
4
o F o R
(o] R.OMOR. LIOH, H,0 LiOMOLi
0 0
°© , © 5

Schéma 69 méthode appliquée pour la synthese d’analoguesGltoKctionnalisés en position 4.
Comme nous l'avons vu, cette méthode comporte gugtaipes que nous décrirons
une par une dans les paragraphes suivants, apsiaerit la synthése des acrylates du type
1.

1.1.1 Préparation des acrylates 1
A. Préparation desa-alkoxyméthyl-acrylates

Les composéda, 1b et 1c ont été obtenus a partir du comp@séréparé en deux

étapes a partir du phosphonoacétate de trimétoyene le montre le schéma ci-apres.

o CH,0 ag. OH Br R*
K,CO3 H,0 4
I OMe 2773772 PBr; Et,0 Base, R*H
HiCO—P" OMe — > 27 OMe OMe
H;CO le} Ta, 5min 3 Ta, 4h d I
6,63 % 7,85 %
R*= OBn, la

R*= (OCH,CH,)3N3, 1b

Schéma 70 synthese dti-alkoxyméthyl-acrylates.
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La premiére réaction a été effectuée selon le pobéode Vilieras et d°° avec un
rendement de 63 %. Elle impligue une double addlitiacléophile du phosphonoacétate de
triméthyle sur 2 molécules de formaldéhyde, avatape d’élimination. Le composg a
tendance a polymériser dans le milieu réactiontelqui limite le rendement. L'ajout d’'un
stabilisant tel que I'hydroquinone a permis de tenia polymérisation lors du traitement de
la réaction et de la purification par distillatia® 6. Une bromation classique conduit au

composé/ avec un rendement de 85 %.

> Obtention de 'acrylat&éa a partir de7

L’étape de substitution nucléophile a été mise ammtpen faisant varier la base, le
solvant, le nombre d’équivalent d’alcool benzyliq8aOH), le temps de réaction ainsi que la

température a laquelle la réaction a été réaliBébl¢au 12).

" BnoH Base o8N
CO,Me CO,Me
BnOH
, Base et nombre . Temps de Rendement
entrées h Nombre solvant T (°C) réaction
d’équivalent Ol (%)
d’équivalent (h)
1 Pyridine (30 eq.) 2 pyridine 80 48 traces
Diisopropyl-éthyl-
2 amine d’éthyle 2 EtO 45 24 50
(1,5¢€q.)
3 NEt; (1,5 éq.) 30 BnOH Ta 24 0
4 NEt; (1,5 éq.) 2 BEO Ta 24 25
5 NEt; (1,5 éq.) 2 BEO 45 21 22
6 NEt; (1,5 éq.) 2 toluéne 110 21 62
7 Na (1,0 éq.) 2 EO Ta 23 59
8 DABCO (1,5 éq.) 2 EO 45 26 50
9 DABCO (1,5 éq.) 2 EO 70 34 80
Et,O +
10 DABCO (1,5 éq.) 2 10 % 70 48 33
DMSO

Tableau 12 :mis au point de la réaction pour forndexa partir deg.

193, Vilieras, M. Rambaud)rganic SynthesjCV 8, 265.
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Cette étude a montré que le DABCO est la baseus @bpropriée pour effectuer la
substitution du brome par le BnOH (entrée 9). Hatehous n’'observons aucune évolution de
la réaction en présence de pyridine (entrée 1ltilisation de diisopropyléthylamine ou de
triethylamine conduit a des rendements faiblesr¢est2-6). C'est seulement en chauffant a
110 °C dans le toluéne, en présence de triethyngo'on atteint un rendement de 62 %

(entrée 6).

Une méthode décrite dans la littératGPejui consiste a générer I'alcoolate de sodium
in situ, présente également un rendement de 50 % (entr&efle méthode pose le probleme

de transéstérification inévitable en présence dhte.

Le DABCO agit vraisemblablement via la formatioru’ammonium intermédiaire
(Schéma 71). En effet, dés I'ajout du dérivé braméolution, cette intermédiaire se forme et
précipite instantanément dans bBtsous la forme d’un solide blanc qui peut étranidié en
RMN.

Br

DABCO Bre@ KX\N BnOH Bf@@ GN N
I XNJ JNJ 0 oo+ L]
COZMe BnO
COZMe COZMe

7

Schéma 71 catalyse par le DABCO pour la synthése de I'ace/lat

Au fur et a mesure de I'avancement de la réactianalyse RMN du solide présent
dans le milieu réactionnel a permis d’observerigparition de 'ammonium intermédiaire et
I'apparition du sel d’ammonium du DABCO qui présenin seul signal pour le groupement
méthyléne. L'ajout de 10 % de DMSO améliore la biité de 'ammonium intermédiaire

mais ralentit la réaction (entrée 10).

> Obtention des acrylatd$ etl1c a partir de7

L’acrylate 1b n'a pas pu étre préparé suivant la méthode préatedgui utilise le
DABCO comme base. Au bout de 3 jours de chauffaged &C, on isole uniquement

l'intermédiaire ammonium auquel s’est additionra#dbol8 (Schéma 72).

160 5 vassiliou,). Med. Chem 1999 42, 2610.
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>l

j 0
| J

(0]

0
o B H
%(Br g Bro®© > o %Zi °
v A
MeO,C N
CO,Me oM @ CO,Me
7 N 1b

Schéma 72 échec de la synthése de I'acrylateen utilisant le DABCO comme base.

D’autres essais ont été effectués en utilisantdalate de sodium du compogé
généréin situ soit par addition de sodium dans@t soit en présence de NaH dans le THF
(entrées 2-3, Tableau 13).

Alcool 8 Temps
entrées Base et nombre solvants T (°C) de Rendement
d’équivalent Nombre réaction (%)
d’équivalent (h)
1 DABCO (1,5eq.) 1,1 THF 70 72 0
2 Na (1,0 éq.) 1,0 %) 45 24 0
3 NaH(1,0 éq.) 1,0 THF Ta 8 73

Tableau 13 :mis au point de la réaction pour fornido.

Seule l'utilisation de NaH comme base a permigytdtese de 'acrylatéb. Au bout
de 8h d’agitation a Ta, I'acrylate souhaité eseabtavec un rendement de 73 %. Notons que
I'addition de I'alcoolate sur le dérivé bromgdoit se faire tres lentement pour éviter la

réaction de transestérification.

Cette méthode a également été adoptée pour larpti&pade I'acrylatelc qui n'a pas
non plus été obtenu en utilisant le DABCO. La temtérification reste inévitable dans ce cas

aussi mais le produit est isolé avec un bon rendede77 %.

En résumé, I'utilisation du DABCO en tant que bastefficace pour la synthése de
I'acrylate 1a, alors que l'utilisation du NaH semble étre undghnde plus générale assurant la

préparation des composEs et1c avec des rendements corrects (Schéma 73).
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Synthése des analogues du KG

[¢) OBn
()\'\,DP\BC
en co,Me

CO,Me HO. g9 N, , NaH

8

1~

OH

9
Cco,Me

N3 , 4/(3&

i:: N3
(e}

1c, 7%

N3
o/
12,86 % ~
/—/.o
o

co,Me 1R.73%

Schéma 73 résumé des expériences qui ont permis de synthigisacrylateda, 1b etlc avec de bons

rendements.

> Synthése des alcodBset9

Plusieurs méthodes de synthese du com@osént décrites dans la littérature et

présentées dans le tableau ci-dessous.

Ho/\/o\/\o/\/x NaNs HO/\/O\/\O/\/N3
catalyseur, solvant, T 8
entrées X  catalyseur solvants (T) Temps ?ﬁ) Rendement références
°C) réaction (%)
1 OTs Nal DMF 80 7 65 (p'a?')rf?ly o
2 OMs /|  EtOHHO 80 3 g7 (M. Hashimoto
etal.)}
3 ¢l Nal EtOH 70 24 96 U zl')?eashaet
(P.C. N.
4 Cl Nal EtOH 70 120 62 Rensen et
al.)164
5  Cl Nal DMF 75 4 gs (& ;')'1‘ fer et

Tableau 14 :données de la littérature pour la

synthése deodl®.

1¥1p H. Amvam-Zollo, P. Siangarbohydrate Res1986 150, 199-212.
162 M. Hashimoto, Y. Liu, K. Fang, H-Y. Li, G. Campiai. NakanishiBioorg. Med. Chem1999 7, 1181-

1194.
183 R. Roy, U. K. SahaChem. Commun1996 201-202.

1%4p. C.N. Rensen, S. H. Van Leeuwen, L. A. J. Nedsegt, T. J. C.

Chem, 2004 47, 5798-5808.

Van Berkel, E. A. L. Biesseh,Med.

153, s, Lyer, A. S. Anderson, S. Reed, B. SwansoB, $chmidt.Tetrahedron Letf 2004 45, 4285-4288.
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Toutes ces méthodes utilisent I'azoture de sodiamnoe réactif et la plupart d’entre
elles, utilisent Nal en tant que catalyseur. Nousna préféré I'éthanol au DMF (solvant
toxique et difficile a éliminer) comme solvant etttiéthyleneglycol monochloré, commercial,

comme produit de départ (Schéma 74).

NaN
Ho/\/o\/\o/\/CI 3 HO/\/O\/\O/\/ N3
Nal cat., EtOH, reflux
96 h 8,60 %

Schéma 74 synthése de I'azotui@

Contrairement aux données de la littérature (enB)eau bout de 24h, il reste du
produit de départ, largement majoritaire dans |gemiréactionnel. C’est seulement au bout
de 5 jours que la réaction parait totale. Le corgosst alors obtenu avec un rendement de

60 % apres purification.

Une autre réaction a été effectuée, sans catalgselans I'eatf® (Schéma 75).

NaN
Ho/\/o\/\o/\/CI alN3 Ho/\/o\/\o/\/N3
H,0, NH,CI, 70 T
48 h 8,70 %

Schéma 75 synthese de 'alcod.

Un rendement de 70 % a été atteint au bout de d ¢hauffage a 70 °C. Le produit
final est facilement extrait avec AcOEt et isoleawne bonne pureté (> 95 %) d’apres la
RMN. Cette méthode s’est aussi averée tres effipace la synthése de l'alco8lisolé avec

un rendement de 88 % au bout de 6h de chauffaQe@ {Schéma 76).

HO socl, HQ NaNj; HQ
C o4 CHCl; Ta, 14h C> ol H20, NH,CI, 70 T C N,
6h

10, 84 % 9,88 %

Schéma 76 syntheése de I'alcodlO.

Le dérivé chloré de dépatd est commercial chez Sigma-Aldrich mais il est eadt
Il peut étre cependant facilement obtenu a padirl#d-dihydroxyméthylbenzéne par une

monochloration en présence de S@€hvec un colit global moins important.

16 4. C. Kolb, M. G. Finn, K. B. Sharplesangew. Chem. Int. E2001, 40, 2004-2021.
7M. E. Pierce, G. D. Harris, Q. Islam, L. A. Radest. Storace, R. E. Waltermire, E. Wat, P. K. Ja@ C.

Hemmett, J. Org. Chem 1996 61, 444-450.
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B. Préparation d’acrylates de type diester

Le choix des acrylates comportant une fonctionrestepplémentaire est important
pour la synthése des cétoacides fonctionnalisésé(Ba 77). En effet, il est nécessaire de
pouvoir difféerencier les deux fonctions esters desylates le-h pour effectuer une
déprotection sélective du cétoester de t§pdinsi, il est possible de conserver la fonction
ester méthyliqgue du substituant en position 4 (cosap5¢ et 5g) ou encore de préparer le
monoacide4] qui pourra étre engagé dans des réactions de agripEgiosélectives pour
préparer diverses amides de tfkel (Schéma 77).

co,Me Xcone 2cozEsn
n
XCOZME CO5R' CO,Me
n=1, R'=Bn, le
n=2, R'=Bn, 1g
' n=2, R'=tBu, 1h
: l CO,Bn
v ; MeO,C Cco,Me

CO,M
M . Mn 2
MeO,C CO,Me R'0,C CO.R'

COH
ad n=1, R'=Bn, 4e
n=2, R'=Bn, 49 MeO,C ~ co,Me
n=2, R'=tBu, 4h 4

CO,Li

4
y
o)
o CO,Li M”COZME MN:E;
|_iozc)K5d)i LiO,C COolLi LiO,C CO,Li

1 1 2
2,54 R™ = Propyl, R = H, 5k
R'=R?=Et, 5l

Schéma 77 stratégie utilisée pour synthétiser des acrylaibstgués par des esters.

» Synthése des itaconatbset 1f

Contrairement au diméthylitaconate qui est comimakres composéseet 1f ont été

préparés en 2 étapes via I'ouverture régioséled@vkanhydride itaconique.

Ainsi, l'attaque d’'un alcool ROH, utilisé comme waht de la réaction, se fait
majoritairement sur le groupement carbonyle nonjumpré et qui est le plus électrophile,
formant ainsi les monoacid@g'®® et 12'°° (Schéma 78).

168 3. J. TalleyEP 0 561 7581993
169 . H. Hassal). Chem. Soc. Perkin Trans1084 155-164.
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O

o ROH, A OR _DBU,RX
quantitatif toluene

O

R=Me, 11 R= Me, R'X = BnBr le
R=Bn, 12 R =Bn, R'X = Mel, 1f

Schéma 78 synthése des acrylatéset 1f.

La régioselectivité de cette réaction est cepentlilaitte puisque nous avons obtenu
un mélange 90/10 de deux isoméres dans les deuk’eaterification de I'acide a été réalisée
sur ces mélanges. La réaction d’estérification @& réalisée en présence de DBU (1,8
diazabicyclo[5.4.0Jlundec-7-éne) et d’'un halogéndialkyle R’X dans le toluéne. Les
rendements obtenus sont convenables (Tableau d®ndore, les composée et 1f n'ont
pas pu étre séparés de leurs isomeéres et les mélangété engagés dans la réaction suivante

(condensation de Michael).

. _ o Rendement
entrées R monoacide R'X Temps de réaction %) Acrylate 1
0
1 CHs 11 BnBr 70 min 95 le
2 Bn 12 CHal 24 h 68 if

Tableau 15 :synthése des acrylatekeet 1f.

C. Préparation des 2-alkylidéne-glutarates 1@t 1h

Les composédg et 1h possédent un groupement £slipplémentaire en position 4
par rapport aux acrylatds et 1f. lls ont été préparés par la condensation de €lalshnson
(Schéma 79). Comme nous I'avons vu, cette réag@met de former des acétals de cétene
qui se réarrangent en alkylidene-glutarate. Lespas®éslg et 1h ont ainsi été synthétisés a
partir de I'orthoacétate de triméthyle et des coséstb et 16 avec des rendements de I'ordre
de 70 %. La distillation lente du mélange azéotjopiformé entre le toluene (solvant) et le
méthanol (produit au cours de la réaction) offexvdintage de déplacer I'équilibre réactionnel

en faveur de I'acétal de cétone.

OCHs5 OCHs
OH /OCH3 Toluéne, EtCO,H cat. )\O
+ —4~OCH;, —_—
OR OCHs V
(0]
CO,R CO,R
R=Bn, 15 L - R=Bn, 1g, 73 %
R = tBu, 16 R=tBu, 1h, 77 %

Schéma 79 réarrangement de Claisen-Johnson pour la prépardgi® acryltedg et 1h.
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Les alcools allyliqued5'”® et 16'"* ont, quant & eux, été synthétisés selon la réactio
de Wittig-Horner décrite préecédemment dans le casodnposé. Les phosphonoacétates ont
été obtenus & partir du bromoacétate de benzyle ldacas du composks'’? et a partir de

I'acide 2-(diethoxyphosphonol)acetique pour le cos#i14'"

(Schéma 80). Notons que le

composél4 n'a pas été purifié avant d’étre engagé dansdetien suivante.

0
MeO ! CHzo, K2C03 OBn
‘ o~ 80 T Meo-P~ CO,Bn
Meo-P T BnOC" “Br i 0.0 .
OMe OMe Ev 95 % 2 OH E, 52 %
o 0
Vo DCC, CH,Cl,, Ta W CH,0, K,CO OtBu
Et0-P~ "COH + tBUOH 22 0P~ copBu 773 =.£
OEt OEt 14 H>O0 OH 16,76 %

Schéma 80 synthése des alcools allyliqugs et 16.

I.1.2 Réaction de Michael : préparation des 2-acétyl-glatrate 2
La condensation d’'un acétoacétate d’'alkyle suramglate substitué permet de former

un -cétoester du type 2 présentant le squelette cardorKG. Le tableau ci-aprés présente

les rendements obtenus qui varient selon le typerglatesl et d’acétoacétate utilisés.

. Oy~ _R*
(@] R KF, solvant, 70 C M ,
¥ R'O OR
0] OR'
OR' o 1 © © 2
temps rendement i
entrées R 2cviate R? solvant P produit
1 réaction (h) (%) 2
1 CHs la OBn MeOH 16 95 2a
2 CHs &) (OCH2CH2)3N3 MeOH 6 73 A‘J
O AN
3 CHs 1c &@yNgj MeOH 16 39 2c
4 CHs 1d CO,CHs MeOH 2 78 2d
5 Bn le CO,CHjs DMSO 66 2e
6 Bn 1g CH,CO,CH3 DMSO 7 74 29
7 tBu 1h CH,CO,CH3 DMSO 24 17 2h
8 CHs if COBn DMSO 1 66 2f

Tableau 16 :données expérimentales pour la synthésg-détoestep.

0 0rLeary et al. ). Am. Chem. Sq001, 47, 11519-11533.

1713, Ishihara, J. Miyakawa, T. Tsujimoto, A. Myr&YNLETT1997, 1417-1419.
172, J. Bradley, G. Buchil. Org. Chem 1976 699-701.

13 R. Shelkov, M. Nahmany, A. Melmad. Org. Chem 2002 67, 8975-8982.
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Les composég, présentant un groupement fonctionnalisé de typer gentrées 1-3)
ou ester (entrée 4-7), sont obtenus avec desmards compris entre 66 % et 95 %. Il existe
cependant deux exceptions pour lesquels le rendemest que de 39 et 17 % (entrées 3 et
7). La synthése du compogé n'a été effectuée qu’une seule fois et sur petitantité. Par
manque de temps, nous n'avons pas pu optimisezraement. Dans le cas du compghké
(entrée 7), les réactifs comportant des edtatsbutyliques réagissent difficlement dans ces
conditions, sans doute a cause de I'encombreméritjs¢ de ses groupements. Au bout de
24h, la réaction reste incompléte et on obsenfertaation d’'un produit de décarboxylation
du compos&h correspondant a la coupure de la liaisqrCEpar une réaction de type rétro-

Claisen.

Ici encore, les composead et 2e n'ont pas pu étre séparés de leurs isomeres
respectifs. Dans les deux cas, nous obtenons wengetld’'isomeres 90/10, dans lesquels les

composégd et2erestent majoritaires.

Dans tous les cas, KF a été utilisé en tant que basce, limitant ainsi les réactions
secondaires telles que les réactions de rétro€tlais

Dans le cas dg3-cétoesters comportant une chaine éthérée engroéitientrées 1-3),
la condensation de l'acétoacétate de méthyle sigrsliacrylates substitués a été effectuée
dans le MeOH. Pour la synthése des compgeds nous avons utilisé le DMSO pour éviter
les réactions de transestérifications. Le chauffagdéré du milieu réactionnel (~65°C) a par

ailleurs permis d’éviter les réactions de décarkation deg3-cétoesterg.

[.1.3 Formation des acétates d’énol 3

Comme nous l'avons vu dans I'étude bibliographiguest nécessaire de « piéger »
I'énolate dup-cétoester du typ2 avant d’effectuer la coupure oxydante. La formatibun
acétate d’énol est apparue la plus adaptée caoropasé est peu sensible a I'hydrolyse et
peut étre purifié par chromatographie sur gel dieesiLes composé8a-g ont donc été
synthétisés respectivement a partir des comp@es€§sen présence de chlorure d’acétyle dans
la pyridine (Tableau 17).
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OY /R4 AcCl, pyridine, Ta W/OAC R*
R'OMOR' RIOT(\/%(ORI
o) o) o) o)
2ah 3a-h
temps
rendement i
entrées R’ [B-cétoester 2 R* réaction progun
(h) ) y
1 CHs 2a OBn 48 64 3a
2 CHs 2b (OCH:CH,)3N3 24 73 3b
3 CHs 2c 0“@ 48 31 3c
/\/N3
4 CHs 2d CO,CHj3 2 86 3d
5 Bn 2e CO,CH; 24 86 3e
6 CHs 2f CO,Bn 24 60 3f
7 Bn 29 CH,CO,CH3 9 91 39
3 tBu 2h CH,CO,CH3 16 0 3h

Tableau 17 :temps de réaction et rendements pour les syntlhiésesomposé3a-g

Les rendements aprées purification par chromatogeagir gel de silice sont de 60 a
86 %, mis a part pour le compogé qui ne réagit pas dans ces conditions. Méme en
chauffant par paliers de température jusqu'a 1080€ une période de 16h, nous avons
uniguement observé la décarboxylation du com@bséJn seul essai a été effectué pour la
synthese du compo$E qui a été obtenu avec un rendement de 31 %. @&tttion n'a pas

été optimisée par manque de temps.

Dans tous les cas, nous n'observons qu’'un seulédéssomere. Les expériences de
RMN que nous avons réalisées ne nous ont pas pelendeterminer la configuration du
composé3a avec certitude, mais il est vraisemblable qu'dgisse de l'isomere E, produit
thermodynamiquement le plus stable de la réaction.

Pour les composé3e et 3f, la purification par chromatographie sur gel desin’a
pas permis de séparer les régio-isomeres a ce dgtaldesynthése. Dans ce cas encore, nous

obtenons des mélanges 90/10.

I.1.4 Clivage oxydatif : préparation des cétoesters 4
Plusieurs méthodes ont été envisagées pour laeésmtties cétoesters du typer

partir des acétates d’énols correspondants.
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» Méthode générale : I'ozonolyse

L'ozonolyse s’est averée un moyen trés efficaceprefpre pour accéder aux-
cétoesters a partir des acétates d’é@idCette réaction consiste a faire buller un mélange
d’O3/0O, dans le milieu réactionnel refroidi a — 78 °C ju'squne coloration bleu indiquant un
exces d'ozone en solution. Lors de Il'oxydation,s# forme plusieurs intermédiaires
réactionnels appelés ozonides qui peuvent étr@ipares stables (plus particulierement les
ozonides secondaires). La réduction de ces inteainésl se fait en général par ajout de
diméthylsulfure ou de triphénylphosphine afin denfer le produit oxydé souhaité. Dans
notre cas, la formation du cétoester s’accompagnéadproduction d’anhydride acétique
(Schéma 81).

R' '
R.  OAc % OAc R, Q DAc R O:(
H R02C7—\" : ROzC’( ]‘ réducteur >:O N o
ROZ% ) &‘o 0., 0-0 RO,C O%
S \O/) ozonide primaire ozonide secondaire a-cétoester anhydride acétique
& ou molozonide

Schéma 81 mécanisme de la réaction d’'ozonolyse.
Nous avons effectué I'ozonolyse des comp@s et 3d-g suivant le schéma décrit
ci-dessous et les rendements obtenus pour chacwesdeomposés sont présentés dans le

tableau suivant.

AM 1) Og, CH,Cl,, - 78 T 0 { R

RO OR’ R'OMOR'

o0 2) Me,S, Ta 5o, 8

entrées R’ comgosés R/ rendement produits

3 (%) 4

1 CH: 3a OBn 17 Za
2  CHs  3b (OCH,CHy)aN3 83 b
3 CHs;  3d CO,CHs 72 4d
4 Bn  3e CO.CH, 73 Ze
5 CH3 3f CO.,Bn 98 4f
6 Bn  3g CH,CO,CHs 59 49

Tableau 18 :rendement obtenu pour 'ozonolyse des comp8sés
L'ozonolyse des acétates d’én8h-g se fait avec de tres bons rendements a
I'exception du composga (entrée 1). Dans ce cas, nous avons obtenu ue faibdement de

17 % en raison d’une oxydation secondaire du gnm@pe benzyle en benzoate (Schéma 82).
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IS O 0

AcO _0 o) o)
W/ : O3, CH,Cl, 0 o {
H3COMOCH3 HsCO OCH;3  + H3COMOCH3
o)
O 3 o) o) 0 o
43,17 % ~45%

Schéma 82 pxydation secondaire du groupement benzylique endse.

Cette oxydation indésirable du groupement benzglabde se faire simultanément

avec la coupure oxydante de I'acétate d’énol epa®pu étre évitée.

De plus, contrairement au compo$obtenu encore en mélange, le cétoedtea
enfin été séparé de son régio-isomere par chromegtbig sur gel de silice et a pu étre isolé

avec un rendement de 73 %.

» Utilisation de Ru@
Nous avons essayé une autre méthode d’oxydatiorprésence d’une quantité

catalytigue d’oxyde de Ruthénium dans un milieuhdgique. Le ruthénium peut étre utilisé
sous la forme Ru@lou RuQ en présence de périodate de sodium (Mhed@nérant I'espece
oxydante Ru@(Schéma 83).

RuO, + 2NalO4 RuO, 4+ 2 NalOj

2RuCl; + 5NalO; + 3H,0 2RuO, + 5NalO; + gHY + 6CI

Schéma 83 formation de Ru@a partir de Rugou de Ru avec NalQ.

Lors de sa these, S. Alaux, a démontré que l'atim de Ru@ était la plus adaptée a
I'oxydation des 2-alkylidénes glutarate. En effidns le cas de RugCla libération d’ions A
au cours de la réaction conduit a la formation @a®lreux sous-produits via la catalyse acide

de réactions secondaires.

L’oxydation du compos&a en présence de Ry@t de Nal@, dans un mélange
CH3CN/CHCL/H,0, a conduit au cétoacid@ avec un rendement de 43 %. Ce rendement est
malheureusement limité par I'hydrolyse de |’acétdténol 3a causé par la présence d’eau
dans le milieu qui est par ailleurs indispensale réaction. Plusieurs essais ont été effectués
dans divers mélanges de solvants en minimisantuntgé d’eau mais en vain...Nous

observons dans tous les cas I'hydrolyse du comBasé
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Un premier test d’oxydation a été effectué avecétate d’énol3c. La réaction
s’arréte rapidement, causé probablement par I'esgpoiement du catalyseur Ru(@chéma

84). Dans ce cas, le cétoestem’a été isolé qu’avec un faible rendement de 10 %.

J's

OAc O O
I/{ RuO,, NalO, M
MeO,C CO,Me MEOZC COzMe

CH3CN/CHCI3/H,0
3a 4a, 10 %

Schéma 84 synthése du compogé.

1.1.5 Synthese du cétoester 4i

La déprotection de la fonction alcool permet d'amréa l'analogue du KGl
comportant le groupement hydroxyméthyle en posiioQette déprotection se fait aisément
dans le MeOH, en présence d’'une quantité catalytapiPalladium sur charbon a 10 %. Le

composéli a été isolé avec un rendement de 96 % (Schéma 85).

OBn OH

H,, Pd/C, MeOH _
M : JOK/{ — A
MeO,C CO,Me Ta, 1h,96 % MeO,C CO,Me MeO,C CO,Me

4a 4

Schéma 85 synthéese du cétoestéi
Cependant, d’aprés la RMN, nous avons constaté lgueomposédi cyclise en

solution en formant un mélange équimolaire de drésisomeres en équilibre.

[.1.6 Déprotection sélective du cétoester 4f

L’hydrogénation du composéf en présence de palladium sur charbon a 10 % a
permis d’obtenir le monoacide correspondéinisolé aprés purification par chromatographie
avec un rendement de 70 % (Schéma 86). Cette ctwgraphie nous a enfin permis de

séparer composé| de son régio-isomere, ce qui n‘avait pas été ptesdors des étapes

précédentes.
CO,Bn CO.H
M H,, Pd/C, MeOH M
MeO,C CO,Me MeO,C CO,Me
af 4j, 70 %

Schéma 86 synthése du compogé.

[.1.7 Synthese d’amides a partir du composé 4|
Nous avons tout d’abord essayé différentes méthddesuplage entre le compaié
et la propylamine. Ces méthodes ont donné, pouplupart, des rendements modestes
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(Tableau 19). L'utilisation de la base NMM (N-Méthylorpholine) et de I'agent de couplage
IBCF (iso-butyl-chloroformate) dans I'ED s’est averée étre la plus adaptée pour le coeplag

de ces composeés (entrée 4).

_COH rRZ R _CONR'R?

H _ _
MeO,C co,Me R'=H R>=Pr 4k

MeO,C ' CO,Me Rl- E1 R? = Et, 4l
4
entrées amine base ?je solvants T de Rendement produit
(°C) réaction (%) final
couplage (h)
1 propylamine  EiN BOP CHCN Ta 14 51 4k
2 propylamine  EN BOP EtO Ta 18 22 4k
3 propylamine NMM IBCF EtO Ta 14 57 4k
4 diéthylamine NMM  IBCF ELO Ta 14 70 4]

Tableau 19 :essais de couplage entre le comptisét deux amines.

Apres purification par chromatographie sur gel dieesdu résidudk, deux produits
majoritaires ont été isolés séparément : I'un esisda forme d’'un solide blanc et l'autre
d’'une huile incolore. D’aprés les données analggjuces composés sont des isomeres. Dans
les deux cas, le spectre RMRC ne présente aucun signal correspondant & laiéoncétone
(vers 190-200 ppm) caractéristique des cétoeddanscontre, tous deux présentent un signal
correspondant a un carbone quaternaire vers 10Q paractéristique des carbones du type
acétalique. Il est donc apparu que le cétoettetyclise spontanément en solution formant
ainsi deux diastéréoisomeres trés stables. Cettisatjon est le résultat de I'attaque de
I'azote amidique sur la cétone formant ainsi deuly@roxy-2-pypéridines, isomeres du

composé&dk (Schéma 87). La forme acyclique du compdélsé&n solution n’est pas détectable

par RMN.
m/\/ \L o
“CO,Me

MeO,C CO,Me bl MeO,C

4k
Schéma 87 cyclisation du cétoestdk en solution.

Pour confirmer notre hypothése, nous avons essayénaontrer I'existence d’'un

equilibre entre les 2 isoméres cycliques. Nous swarauffé I'un des deux diastéréoisomeres

-123 -



Résultats § Discussion Synthése des analogues du KG

en solution dans le MeOH deutéré pendant 3h a 59NtDs avons ainsi vu apparaitre en

RMN *H, un mélange quasi-équimolaire (4/6) des deuxéti@sisomeéres.

Ce type de cyclisation a déja été décrit. Ainsiispurs travaux portant sur la
transamination de la glutami{é*"*et de ses analoguéSrelatent la cyclisation favorable de
I'a-cétoacide formé a partir de la glutamine (Sché®)a 8es dérivés cycliques, dépourvus

de fonction cétone, ne sont pas substrats desatranases.

NH, om
_ ( _COuH
HOMNHZ Transaminase HOMNHZ —_— I\QOH

o) o) o) o) o
Glutamine

Schéma 88 cyclisation spontanée de I'acides cétoglutaraméjlde ses analogues.
Par la suite, afin de confirmer encore cette hygethet d’éviter cette cyclisation, un
second couplage a été effectué avec une aminadaoe, la diéthylamine, en présence de
NMM et d'IBCF dans E{O (entrée 4, Tableau 19). Le proddiita été isolé sous sa forme non

cyclique avec un rendement de 70 %.

1.1.8 Hydrolyse des cétoesters : préparation des cétoaeisl

La réaction d’hydrolyse des esters méthyliqueseffiettuée dans des conditions tres
douces. Les cétoesterda-b, 4d, 4i, 4k et 41 ont été saponifiés par une quantité
stcechiométrique de LiOH 0,2 M dans un meélange Méa/

(

4 4
O R . O R a:Bn
H.CO MOCH3 LiOH, H,0/MeOH Lo oL b: (CHCHNa
Ta, quantitatif ¢~ Me 2t
(0] o (0] (@] i:OH
42| 5o k : CONHPr
— — | : CONEt,

Schéma 89). Dans ces conditions, la réaction eantiative au bout de 10 a 15h a
température ambiante. Le trés léger exces de LiQ@Heutralisé en ajoutant une résine acide
(Dowex H) jusqu’a obtention d’'un pH compris entre 7,0 & T, eau est ensuite évaporée et

les cétoesters sont isolés sous la forme de smisndbnium.

4T, T. Otan, A. Meister]. Biol. Chem 1957, 224, 137-148.
75|, B. HershBiochemistry1971, 10, 2884-2891.
6 A, J. L. Cooper, A. Meisted. Biol. Chem.1973 24, 8499-8505.
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4 4
O R ) O R a:Bn
H3COMOCH3 LiOH, H,O/MeOH LioMou b éccl)ﬂz'\jl:Hz_)zl\bCO ]
Ta, quantitatif ?'.OHZ € 24
(6] 0] (@] (@] 1:
4a- 5a-| k : CONHPr
- - | : CONE,

Schéma 89 hydrolyse des cétoesters méthylidizeb, 5d et5k-I.

L’hydrolyse des esters d'un des isomeres cycligliescomposédk, conduit a un
mélange des diastéréoisomeres des cétoacides umglicprrespondants (Schéma 90). Ce
résultat n'est pas surprenant compte tenu de |ssilphi® de catalyse basique pour
I'interconversion des différentes formes déja démé&n dans le cas de [I'acide
cétoglutaminique formé & partir de la glutaniifie

\L o \L o
LiOH, MeOH/H,0O
N 2 Nk
quantitatif HOM
CO,Me CO,Li

LiO,C
4K 5k

Schéma 90 hydrolyse du composék.

Il faut souligner que dans le cas de I'hydrolyse demposegk et 4l, les fonctions

amides n’ont pas été altérées et le rendementgestditatif.

Les esters benzyliques des compodéset 4g ont été clives par hydrogénation
catalytiqgue en présence de Palladium sur charbdmé(B8a 91). Cette méthode est quantitative
et permet de conserver les esters méthyliques.sApm@ation du catalyseur, le pH du milieu
est ajusté a 7,6 par ajout d'une quantité stoechivgue de LIOH afin d’'obtenir les

cétoacides sous forme de sels de lithium.

o |COCHs ° CO,CHj
n .
BnOMOBn 1) Hz, PdIC, MeOH LiOMOL'
2) LiOH, quantitatif

O O

1,
2

n
n

=15
5 5
I n

Schéma 91 hydrolyse des cétoestetset Af.
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[.1.9 Conclusion

Le tableau suivant résume les différents composéyue5 synthétisés a partir des
acrylates correspondants suivant la méthode baséa sondensation de Michael.

Composés
5

OB OH
LiO,C CO,Li LiO,C CO,Li LiO,C
S5a 5i

5b

/O\/\O/\/O\/\N
3

CO,Li

26 %

25%

Rendement global 38 %
e} 0 O.__OCH3 \L o o)
HO
LiO,C CO,Li LiO,C COolLi LiOZCMcozLi LiO,C CO,Li LiO,C CO,Li
48 % 43 % 40 % 19 % 23 %

Tableau 20 :rendements globaux pour la synthése d'analogué&&3an utilisant la méthode basée sur la
condensation de Michael.

Nous avons montré que cette méthode développéaeanitent pour les dérivés du KG
alkylés en position 3 est généralisable aux dérpubstitués en 4 et permet I'introduction de
groupements fonctionnalisés sur le squelette du k&rendement global pour chacun des
composésa-l que nous avons prépare, est compris entre 19 86,48 qui reste correct
sachant que cette méthode compte au minimum 4<thpeendement du composa est le
plus faible en raison de I'oxydation secondaireésichble du groupement benzylique en
position 4. La synthése des dérives et 5| comporte deux étapes supplémentaires qui

diminuent le rendement global a environ 20 %.

[.2 Développement d’'une nouvelle méthode généralethaye d’analogues
fonctionnalisés du KG a partir de la cyclohexan@-dicarboxylate de
méthyle

[.2.1 Schéma général

Pour éviter la formation du cycle a six chainonserbée dans le cas du dérbié
nous avons développé une nouvelle stratégie dehésmten préparant des analogues
amidigues présentant une chaine plus longue etigrogi. Cette nouvelle voie de synthése

est décrite dans le schéma ci-dessous.

O<__NHR o
©) RHN
NH-R ozonolyse o RN
T g 2 K
MeO,C CO,Me MeO,C CO,Me MeO,C CO,Me MeO,C CO,Me
20a 21 Am-r

Schéma 92 synthése d’analogues du KG a partir de la cyclohena 2,4-dicarboxylate de méthyle.
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Cette méthode est basée sur la coupure oxydantee danamine cyclique2l
facilement obtenue a partir de la cyclohexan@fia dont plusieurs synthéses sont décrites

dans la littérature.

|.2.2 Synthese de la cyclohexanone 20a

Nous avons reproduit une synthese décrite danigdeature comportant 4 étapes sans
purification intermédiair€” : la double condensation de Michael d’'une mokécld malonate
d’éthyle (ou de méthyle) sur deux molécules d'ateyld’éthyle (ou de méthyle) a permis
d’obtenir le composé?7. Ce dernier a été hydrolysé et décarboxylé erepresd’une solution
aqueuse d’'HCI 6N a reflux. Une estérification a duh alors au triestefl9a qui aprés
cyclisation intramoléculaire de Dieckmann, a perdadormer la cyclohexanor&®aavec un
rendement global de 60 % (Schéma 93). Notons quertgosé0a est exclusivement sous

sa forme énol en solution dans le chloroforme.

EtO,C._ CO,Et EtOZC\/COZEt CO,H
Na, EtOH, Ta J/\L HCI 6N, reflux, 48h
J & EtO,C CO,Et HO,C CO,H
EtO,C CO,Et 17 "
CO,Me o OH
MeOH, H,SO, cat., 2
80°C, 24 h h Na, MeOH cat. COMe @COZMe
MeO,C CO,Me Benzene, 80 T ‘
COZME COZME
19a 20a, 60 %

Schéma 93 synthése de la cyclohexano2@a

Pour des raisons de sécurité, nous avons essag@adtdon de Dieckmann dans le
toluene qui est moins toxique que le benzéne. Malgs propriétés physico-chimiques tres
proches de ces deux solvants, cette réaction dantuene n’a donné gu’un rendement de 35
% alors que dans le benzéne, nous avons obtenendement de 75 % a partir d’'un

échantillon purifié dd.9a

Cette synthése peut également s'effectuer a paetitacrylonitrile'”® a la place de
I'acrylate d’éthyle ou de méthyle. Les nitriles s@ussi hydrolysés dans HCl 6N a reflux

conduisant au méme triacide.

7P N. Chakrabortty, R. Dasgupta, S. K. Dasgupt®.&hosh, U. R. GhataKetrahedron1972 28, 4653-
4665.
8 R. Koehler, L. Goodman, J. Degraw, B. R. BakeQrg. Chem 1958 80, 5779-5786.
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Une autre méthode «one pot» a été décrite plusnmréeat pour la préparation du
composé20a’® isolé avec un rendement de 40 %. Cette réactiinirfervenir 2éq. de
NaOMe et 1 éq. d’acrylate de méthyle (1éq.) aveégRivalents d’AcOEt (Schéma 94).
Plusieurs essais ont été effectués en respectamolenées de la littérature sans obtenir le

produit souhaité.

o)
0 1) 2 éq. NaOMe  2) 2 éq. | CO,Me COMe
)kOMe THF, 1h, Ta THF, 10h, Ta
COMe
20a

Schéma 94 synthese « one pot » du comp@&adécrite dans la littérature.
En supposant que la premiere étape de cette rdaesb I'auto-condensation de
I’AcOMe formant I'acétoacétate de méthyle, nousresoonduit plusieurs essais a partir de ce

composé (Schéma 95).

O
l CO,Me CO,Me
9 2¢q. CO,Me
2
+
MeO)J\/U\ 2 éq. NaOMe MeO-C COMe MeO,C CO,Me
Acétoacétate ~ MeOH, 24h, Ta 2 2
de méthyle majoritaire 19a, traces
€0OH, 80 C, 24h 1 ég. NaOMe
OH, 80 C, 24h
CO,Me o
J)\L COo,Me
MeO,C CO,Me
COMe 20a

Schéma 95 tentative de synthése du comp@8aa partir de I'acétoacétate de méthyle.

La réaction d'l éq. d’'acétoacétate de méthyle &exy. d’acrylate de méthyle en
présence de 2 éq. de NaOMe dans le MeOH conduitreduit de la double addition de
Michael. La dé-acétylation de ce composé, a pfvorable par réaction de rétro-claisen,
semble difficile, méme en chauffant a 80 °C. Desplia cyclisation intramoléculaire du
triesterl9a en présence d'1l €égq. de NaOMe dans le MeOH a 8@€Gemble pas se produire
dans ces conditions. Compte tenu de ces résuttatss avons choisi de ne pas poursuivre

cette étude.

9M. Periasamy, M. R. Reddy, U. Radhakrishnam, Ard3agayaraj). Org. Chem 1993 58, 4997-4999.
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Une autre méthode publiée en 1889utilise le LDA comme base & la place du
NaOMe. L’analogue éthyligue du comp@#g, a été synthétisé en une seule étape a partir de
'acétate d’éthyle et I'acrylate d’éthyle avec wndement de 49 % (Schéma 96). Par manque

de temps, nous n'avons malheureusement pas pultepgaette réaction au laboratoire.

ye ‘ OEt 0]
i - ji\lf 60 N co,Me iircozlzt
EtO T EO
CO,Et é 0.t

OEt

42 %
Schéma 96 synthése « one pot » de la cyclohexanone 2,4 digglite de méthyle décrite dans la littérattfte

1.2.3 Préparation des énamines 21
La réaction d’'unf-cétoester avec divers amines primaires en présdactamis
moléculaire permet de former leB-énaminoester correspondants avec de trés bons

rendement$’ (Schéma 97).

0O O RNH,, Ta NHR O

MOR' tamis moléculaire (4A) MOR'

Schéma 97 synthése d’énaminones a partirfieétoesters.

Nous avons choisi d’adopter cette méthode pourgpetdes composézl (Schéma
98). Ainsi, des mélanges du comp@a et d’'une amine RNKen solution dans le toluéne
sont agités a Ta pendant 48h, en présence de raofésulaire pour former les énamirZin-

r. Les énamines n’ont pas été purifiées par chrognaphie sur gel de silice afin d’éviter leur

hydrolyse.
R
o “NH
COzMe COzMe
RNH,, toluéne, Ta, 48h R =Me, 21n
s moléculaire (4A) R = propyl, 210
tamis moléculaire
R = Bn, 21p

COMe guantitatif COMe R = CH2CHPh2, M-
20a 21 R = (CH,CH,0)3H, 21r

Schéma 98 préparation des énamin2sn-r.
Le temps de réaction pourrait étre optimisé padiation du milieu réactionnel aux
micro-onde&®. Cependant, nous n'avons pas pu effectuer deessais car le matériel

adéquat n’était pas disponible au laboratoire dersna thése.

180G, H. Posner, E. M. Shulman-Roské&sOrg. Chem 1989 54, 3514-3515.
181 C. Zhou, D. M. Birney,)). Org. Chem 2004 69, 86-94.
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Les amines utilisées pour la préparation des éresnaycliques de typ@l sont
commerciales a I'exception du 2-(aminoéthoxy)-26&théthanol22, synthétisé en une étape

partir de l'azoture8 (Schéma 99).

H, Pd/C, EtOH
HO/\/O\/\O/\/Ng, 2, HO/\/O\/\O/\/ NH,

8 22,98 %

Schéma 99 synthése de I'aming2
La synthese du compogim a été décrite en faisant buller de 'ammoniac gaze
dans une solution du compog2@a a des températures €levées et en présence dee nitra
d’ammoniunt®. Cette stratégie dont la mise en ceuvre est comptea pas été utilisée dans
le cadre de nos travaux. Nous avons choisi de enattipoint une méthode plus simple.

L'utilisation d’'une solution commerciale d’ammonidans le dioxane, en présence de
tamis moléculaire, ne donne cependant que 12 %mieecsion au bout de 8 jours de réaction.
C’est en utilisant une quantité stcechiométriquend®niac aqueux a 20 % dilué dans le
MeOH que le compos&lm a pu étre obtenu apres 48h, avec un rendementitatifiet une

bonne pureté d’apres la RMN (Schéma 100).

o) NH,
CO,Me
2 NH,OH, MeOH, Ta, 48 h X CO2Me
quantitatif
COMe 20a COMe 21m

Schéma 100 synthése de I'énamir&lm

1.2.4 Oxydation : préparation desf-cétoesters

Comme nous l'avons évoqué précédemment, les énagilnsensibles a I'hydrolyse,
ont été directement ozonolysées sans purificatiéealgble. L'ozonolyse est effectuée dans le
CH,Cl, anhydre & — 78 °C et est suivie d’'une réductiorpesence de triphénylphosphine
(PPh) (Schéma 101).

0] NHR
RHNQ 1) Og, CH,Cl,, 75T o)
MeO,C CO,Me 2) Pphg, Ta MeOZCMCOZMe
21m-r 4m.r

Schéma 101 synthese des dérivés amidigdes

Le tableau ci-apres présente les rendements obpenushacun des composés-r.

182 M. Birney, X. Xu, S. Ham, X. Huang, Org. Chem 1997, 62, 7114-7120.
18 R. L. Augustine, R. F. Belling, Org. Chem 1968 33, 1287-1288 et références citées.
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R H Me Propyl Bn CHch(Ph)z (CHzCHzO)gH
Rendement
41 35 35 43 25 35
(%)
Produit final 4m 4n 40 4p 4q 4r

Tableau 21 :rendements obtenus pour la synthése des cétodsiars

Comme nous l'attendions, les cétoesténsr ont été obtenus sous leur forme non
cyclique. Cependant, les rendements sont décewdatgré toutes les précautions prises pour

conserver un milieu anhydre, 'ozonolyse conduialément au produit d’hydroxylation du

compos&0a(Schéma 102).
O<_NHR
RHN Ozonolyse e} ©
MeO,C COyMe MeO,C CO,Me MeO,C CO,Me
21lm-r am-r produit d'hydroxylation

Schéma 102 réaction d’'ozonolyse des énamirgds

Rappelons que cette réaction d’hydroxylation adéi été observée au laboratoire
lors de I'ozonolyse des énolates alcalins (cf CNgpartie 1). Nous supposons que ce produit
secondaire se forme a partir des ozonides, intaainésl de la réaction, suivant le mécanisme
décrit dans le schéma ci-dessous. Ainsi, il exasteme compétition entre cette élimination

d’oxygéne et le réarrangement des molozonides.

Ry o
| OH OH
| CO,Me O3 é/COZMe
_ - 02
RHIQE)?\O / |
COMe COMe
CO,Me ou
COMe \ RHN.___O
. RHN o
oz_omde \ réducteur 0
primaire o —_—
Q' COMe MeO,C CO;Me
CO,Me 4

Schéma 103 compétition entre I'élimination d’oxygéne et le néangement des molozonides.

Plusieurs conditions de réduction ont par aillettés essayées dans le cas du produit

4p (R = Bn) afin de favoriser sa formation par rapar produit d’hydrolyse (Tableau 22).
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Temps entre la fin de I'ozonolyse
. Rendement
réducteurs et
. ; (%)
I'ajout du réducteur (h)
Me,S 0 45
Me,S 14 42
PPhg 14 43

Tableau 22 :rendement obtenu pour le compdgéen variant le type de réducteur et le moment deagout
dans le milieu réactionnnel

L’emploi du MeS a la place du PRm’améliore pas le rendement de la réaction
d’'ozonolyse, méme si nous laissons le milieu réackl, aprés I'ozonolyse, agité a Ta
pendant une nuit (14h) avant l'ajout du réducte@es résultats semblent confirmer
I’hypothese formulée précédemment qui implique woenpétition entre la formation de

I'ozonide secondaire (a partir du molozonide) élitination d’'Q.

1.2.5 Déprotection du composé 4p

Nous n’avons pas pu prépare le cétoeste(R=H) par hydrogénation catalytique de
son analogue benzy#tp (R=Bn) en présence de Pd/C (Schéma 104). En éffédvere que
la déprotection d’'un amide benzylique reste trdfcde et nécessite I'utilisation de forts

réducteurs tels que Na/Nidu Li/naphtalen&.

Os_NHBn O NH;
0 0
H,, PARHMEOH, Ta
HyCO,C CO,CH; 7N HyCO,C CO,CH;
4p 4m

Schéma 104 essais de déprotection de I'amide benzylique dupomévp.

Nous n’avons pas poursuivi cette étude car comros Havons vu, le composém a

pu étre préparé a partir du précursum.

[.2.6 Hydrolyse des cétoesters 4m-r

Comme dans le cas des composad, I'hydrolyse des cétoestedsn-r a été réalisée
en présence d'une quantité steechiométrique de L{S¢héma 105). Cette hydrolyse est
guantitative et sélective de la fonction ester.

184 C-Y Chern, Y-P Huang, W. M. Kafletrahedron Letf 2003 1039-1041 et les références citées
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Oj/NHR Os_NHR
)U LiOH, MeOH/H,0 o j/
MeO,C CO,Me quantitatif LiOZCJ\}\COZLi

4m-r S5m-r

Schéma 105 hydrolyse des cetoestetm-r.

1.2.7 Préparation d’éthers d’énols
Nous avons envisagé d'utiliser cette approche pauwduire la fonction ester sur les
substituants en position 4 des analogues du KG.Stkéma 106 présente la synthése

envisagée.

RO.__0O

0
J/\:/[ _RX, base /(:[OR 1) ozonolyse 0
BnO,C CO,Bn BnO,C~ ™ “CO,Bn 2) H, Pd/ LiO,C
20b

Schéma 106nouvelle stratégie pour la synthése d’analogugsé@donctionnalisés.

La O-alkylation de la cyclohexanordb présentant 2 esters benzyliques, pourrait
ainsi permettre de former un éther d’énol qui, aslate d'une ozonolyse et d'une
hydrogénolyse sélective des esters benzyliqueshettait un cétoacide fonctionnalisé en

position 4 par divers esters.

A. Synthese de la cyclohexanone 20b

Nous avons tout d’abord envisager la transestétiin du composg0a Nous avons
effectué un premier essai avec BnOH en présencebéMlyst 15 (H) dans le toluéne en
distillant I'azéotrope toluéne/MeOH pour déplacéquilibre de la réaction (Schéma 107).
Cependant, les conditions acides favorisent aikléotransestérification et la formation de

I'éther d’énol. Nous avons donc obtenu un mélaregeptoduits de ces deux réactions.

) 0

CO,Me BnOHMIuéne CO,Bn
/\\

toluéne/MeOH COBn
20a 20b

CO,Me

Schéma 107 tentatives de transéstérifiction du compgééa
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Des exemples de transestérification en milieu h&s{@MAP) def3-cétoesters ont été
publiés®. Le déplacement d'équilibre est assuré en trardilsoit dans le toluéne pour
distiller 'azéotrope formé avec le MeOH, soit eégence de tamis moléculaire pour piéger le
MeOH produit. Nous avons testé ces 2 approches, has les deux cas, seul I'un des deux
esters méthyliqgues a été transéstérifie. Nous sy par homologie avec les travaux
décrits dans la littérature, qu'il s'agit de I'esten B de la cétone, bien que l'on puisse
S’attendre a ce que cet ester soit le moins réactifaison de la formation de I'énolate
délocalisé en milieu basique. A ce stade, nousamayas poursuivi cette étude bien qu’il
existe d’autres méthodes de transestérificatiavusNavons préféré adapter la synthése du

composé&0aa celle de son analog@8b (Schéma 108).

CO,H CO,Bn
BnBr, K,CO3, DMF
80T, 14 h
HO,C CO,H BnO,C CO,Bn
18 19b, 53 %
0 OH
Na, BnOH cat. CO,Bn CO,Bn
Benzéne, 80 C
CO,Bn CO,Bn
20b, 51 %

Schéma 108 synthése de la cyclohexano2@b.

Le triacide 18 a donc été benzylé en présence de BnBr et 20K Le triester
correspondantl9b a subit la cyclisation de Dieckmann en présencBlaet d’'une quantité
catalytique de BnOH. Le compo&fb a ainsi été obtenu en 4 étapes avec un rendement
global de 27 %, ce qui est trés inférieur a cebienu pour le composga Tout comme son
analogue, la cyclohexano2€b se présente uniquement sous sa forme énol enosoldns
le CDCb.

B. Synthése des éthers d’énols cycliques

Comme nous l'avons déja évoqué, I'ajout d’alcoalrB-cétoester en milieu acide
entraine une compétition entre la formation d’éttiénol et la transestérification du produit.
L'utilisation d’'un réactif du type RX ou X est umagipement partant comme Cl ou OTs, d’'un

solvant polaire aprotique tel que le DMSO ou 'HMRAd’un contre-ion moins dur que’Li

185]. C. Gilbert, T. A. Kelly,). Org. Chem 1988 53, 449-450.
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pour I'enolate (comme Kou N&), sont les conditions les plus favorables a lalkykation
par rapport a la C-alkylation. Nous avons effedtoés essais de O-alkylation en utilisant un
electrophile chloré présentant une chaine polyéfhis bases différentes ont été essayées

mais sans succes (Schéma 109).

NaH, %A}\zls h
CO,Bn ou
2 KH, HMPA, Ta, 48h CO,Bn
20b ou
= K,CO3, DMF, K, Ta, 48h

Schéma 109 tentatives de formation d'éthers d’énol a particdmposé0b.

Il semble que le compos#Ob ne soit pas réactif dans ces conditions. |l serpdu

egalement que la présence des oxygenes au nivdaledeophile perturbe la réaction.

[.2.8 Conclusion et perspectives

Cette méthode, basée sur la coupure oxydante eéoamine cyclique, a permis de
synthétiser une variété de dérivés du KG fonctitiséa par diverses amides en position 4. Le
tableau suivant présente les rendements globaux gfacun de ces composés obtenus a

partir de la cyclohexanorda

Ox_NH, O N
Composés j/ j/

5 L g J

= LiO,C CO,Li LiO,C CO,Li LiO,C CO,Li

am 5n 50

Rendement

38 % 33 % 35 %
global

H O ¥
O N\/© H Oj/N\/\O/\/O\/\OH
j/ O«_N
o j/ O j\}\
J\}\ o LiO,C CO,Li
LiO,C CO,Li )J\}\ 2 2
LiO,C CO,Li 5r

5q

5p

43 % 21 % 34 %

Tableau 23 :rendements globaux obtenus pour la synthése degsl@midique$m-r.
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Les rendements sont du méme ordre que ceux obtemesla méthode de Michael
bien qu’il n'y ait que deux étapes. L’ozonolyse dgmminoesters n'est pas favorable a la
formation des cétoesters et reste I'étape limitadée cette méthode. D’autres essais

d’optimisation des conditions d’ozonolyse pourraéigermettre d’améliorer cette étape.

En dépit de I'échec rencontré avec les éthers d'sueptibles de donner acces a des
analogues du KG portant un groupement ester, ilbkertrés intéressant de continuer a
développer cette approche synthétique. En effetyidhese d’'un carbonate d’énol a partir de
la cyclohexanon@0b pourrait étre une alternative : 'ozonolyse comdia un anhydride
mixte carbonique, susceptible de réagir, de faggiosélective, avec divers nucléophiles dont

des alcools ou des amines (Schéma 110).

RO RO (0]
OH )OL 00
CO5R
K aToR | CoR O 0
ridine
Py R'O,C CO,R’
COR' CO,R'
20b .
ROH R'NH,
g ou
s W
P )
R'O O R'HN O
(@] O
HO,C CO,H HO,C CO,H

Schéma 110 perspective pour former des analogues du KG fonctbsés.
En conclusion de cette partie relative aux analeglie KG substitués en position 4,
les cétoacideSa-r ont été obtenus sous forme racémique. L'étudededualité de substrat
et leur dédoublement cinétique par transaminatimymatique sont décrites dans la suite de

ce mémoire.

I.3 Préparation d’analogues phosphoniques du KG
Ces analogues constituent des précurseurs potemtighalogues du Glu tels que
I’AP4, un agoniste sélectif des mGIluRs du groupeAlinsi, un groupement phosphonate peut
mimer le carboxylate epdu KG et établit des interactions de méme natuee & site actif

des transaminases.

» Synthése du précurseur de I'AP4

Le diméthylvinylphosphonoacétate est commercial, neéthode basée sur la

condensation de Michael a été utilisée pour lagnatmn du compos&6 (Schéma 111).
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O\/ AcO.
O KF, MeOH -
+ — OMe OMe AcCl, pyridine | OMe
\ / —a o 5> MeO / MeO /
o P-OMe 68T, 24h >~OMe Ta, 24 h P—-OMe

!
OMe o} o o} o} 0
23,32 % 24,80 %

o) 1) Me;SiBr, Ta, 24 h 0

1) O3 CH,Cl,, - 78 T OMe 23 H.G Ta 14 h _ OLi

MeOm)J\/\pLOMe = = '—'Om)K/\p//ou
2) Me,S, Ta, 14 h | ; I
) Me; o 5 3) LiOH, Ta o o

25, 60 % 26,62 %

Schéma 111 syntheése du compo2é.

La condensation de Michael entre l'acétoacétate dethyle et le
vinylphosphonoacétate de diméthyle a conduif-aétoesteR3 avec un rendement de 32 %.
Le vinylphosphonoacétate se polymérise en partis temilieu réactionnel, ce qui explique
le faible rendement de cette réaction. La formatdm l'acétate d’énol24, suivie de
'ozonolyse permettent de former le cétoes@s avec des rendements corrects. La
déprotection simultanée des acides carboxyliquenesphonique a été effectuée sous I'action
du bromotriméthylsilane (M&iBr), suivie d’'une hydrolysé&® des esters sillylés formés
(Schéma 112). Le pH du milieu a finalement ététéjus 7,6 par addition d'une solution
aqueuse de LiOH pour obtenir le comp@&éous la forme d’'un sel de lithium isolé avec un

rendement de 62 %.

0}
OMe ; @) ; 0O :
Me3SiBr OSiMe 1) H,O
MeO\H)J\/\P/,OMe S Me3SiO\H)J\/\P/,OSi|\293 ) e LiO /O,LolLi
) S 1 2) LiOH P
o o o} o}
25 3 MeBr 26

Schéma 112 déprotection du compo&s.

Afin de mimer au mieux le groupement carboxylatenestu KG, nous avons effectué
plusieurs essais de déprotection partielle pourerobtun phosphonate monométhylé.
L'utilisation de TMSBr ou TMSI ne permet pas d’affeer cette mono-déprotection. Un essai
a éte réalisé en présence de 2,1 é€q. de LiOH (schiéB). Nous observons bien la disparition
du composé de départ mais celle-ci s’accompagria flemation d’'un mélange de produits

difficiles a analyser.

186 3. Zygmunt, P. Kafarski, P. MastaleBynthesis1978 609-612.
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i OMe \Z\sé(LiOH o I oLi
MeO\H)J\/\P/’OMe ’ i LIO\H)J\/\P’OMG
1 I
o . S MeOﬁ/sz\, Ja, 24 h o 5

Schéma 113 tentative de mono-déprotection du comp2sé

T. Wang et al. ont publié un article sur l'utilisat de LiCl ou LiBr pour la
monodealkylation de diméthyl-phosphonatésDans notre cas, nous n’avons observé aucune
réaction entre le compoxb et LiBr dans CHCN, aprés 24h d’agitation a Ta. Lorsque le
milieu réactionnel est chauffé a 80 °C, le prodigtdépart se dégrade pour conduire a un

mélange complexe (schéma).

OMe | iB\CH.CN oLi
MeO\H)J\/\P//OMe 3 MeO //(SMe
I Taplis 20 T P
O o)

Schéma 114 tentative de monodéprotection du compd5sé

Par mangque de temps, nous n‘avons pas poursuie éktde. D’autres expériences
restent encore a faire, notamment en étudiantu@mice du solvant et du chauffage. De plus,
il aurait fallu tester d’'autres réactifs tels qual®®f, LiCI*®° et Lil*® dans I'espoir d’atteindre
notre objectif.

I.4 Préparation d’un analogue hétérocycliques du KG
Comme nous I'avons vu (cf Chap IV, partie 1), lathugle de Wasserman s’est avérée
efficace dans le cadre de la synthése d’analogydshbutaniques du KG, précurseurs des
CBG I-IV*®. Nous avons envisagé la méme approche dans ldebptéparer un analogue
hétérocyclique comportant un cydlelactame en position 3 et 4. La synthese envisagée

décrite dans le schéma suivant :

1871 wang, H. W. HePhosphorus, Sulfur, Silicon Relat. Ele8004 179, 2081-2089.
18 A. M. Modro, T. A. ModroCan. J. Chem 1988 66, 1541-1545.
189 4. Krawczyk,Synth. Commun1997, 27, 3151-3161.
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NC
O O | o O O O
NC 1)0
HO OMe PPhs ome D03 MeO OMe
EDCI, DMAP
HN PhsP 2) MeOH, o .l
O O MeZS O
30
LiO Q Q
LiOH oLi
__________ - z
HN
e}

Schéma 115 synthése envisagée pour la synthése d’'un analagaeobyclique du KG.

Le couplage du cyanophosphorane avec le mono&€dm présence d’EDCI et de
DMAP, conduirait a &-céto-cyanophosphorane. L'ozonolyse de ce compmrséefait una-
dicétonitrile qui réagiraiin situ avec le MeOH pour donneralcétoester. Une hydrolyse

classique des esters méthyliques conduirait awacielefinal.
|.4.1 Synthése du composé 30

La synthése du lactan®® a été réalisée selon le schéma ci-dessous.

~ ~
I ? 1) Ac,O ? O— 1) O3, acétone o O
@ NaOMe, MeOH | AN 14(2) T, 6h f/\l hv, THF -78C HO OMe
Ng Ta, 14h N7 2)H,0 E) o) HN 2) K,Cr0,0;, HN
I ) H o) H,SO4 o)
Oe o .
27, quantitatif 28,59 % 29, quantitatif 30, 83 %

Schéma 118 synthese du compo$8€.

La synthese du compo&8 est décrite dans la littérature a partir de latrepyridine-
N-oxide commerciale. Elle se compose de 3 étapesété reproduite au laboratdite: La
substitution nucléophile du groupement nitro pamiethylate de sodium conduit au composé
27 avec un rendement quantitatif. L'action d2& a reflux suivie d’'une hydrolyse permet
ensuite de former le compo&8 isolé avec un rendement de 59 %. La réaction steva
nécessité une purification par chromatographiegelide silice suivie d'une recristallisation
de 28 afin d’obtenir un produit contenant le minimummdpuretés. En effet, ces dernieres
peuvent générer des réactions parasites lors duang@ment photochimique. L’étape
suivante consiste en un réarrangement électroexlgui conduit au compos® de facon
qguasi-quantitative. Notons que ce dernier compose peut pas étre purifié par
chromatographie sur gel de silice ou il se décompdspreés I'ozonolyse du composé

19M. A. Walters, J. J. Shafetrahedron Lett 1995 36, 7575-7578.
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bicyclique 29 suivie d'une oxydation de Jones de l'intermédialdéhyde, le compos) a

été obtenu et isolé avec un rendement de 83 %.

|.4.2 Réaction de Wasserman
Lors des différentes tentatives de couplage du cséRR0 avec le cyanophosphorane,

nous n'avons observé aucune réaction dans lestaorsldécrites dans le schéma ci-dessous.

NC 7 9 NC P ?
y o+ HO OMe E;'%? AP OMe
PPh3 HN 5 C 2C|2, Ja Ph3P HN
(0]
30

Schéma 117 synthese du cétocyanophosphorane selon la méteodéadserman.

De plus, nous avons rencontré des difficultés mmlubiliser le produit30 dans le
CH,CI, nous obligeant a diluer le milieu réactionnel. [@ssais ont été effectués en présence
de quelgues gouttes de DMF pour rendre le produg poluble dans le milieu réactionnel
mais les résultats restent décevants : nous n‘efisepas de couplage et une décomposition
partielle du compos80. Nous avons alors envisagé la protection de latfom amide afin
notamment d’améliorer la solubilité et peut étredactivité de ce composeé.

Un premier essai a été effectué en protégeantctantee par un groupemetdrt-
butyldiméthylsillyle (TBDMS). La protection a étéfectuée sur le compos® en présence
de LDA et de TBDMSCI dans le THE. Le compos&1 a ainsi été isolé avec un rendement
de 54 % (schéma 118). L'ozonolyse suivie de I'oxymaont été réalisées dans les mémes
conditions que pour le compo86 et ont permis de synthétiser le dérivé cyclobufa@B2

avec un rendement de 29 %.

0— 0— 0O O
LDA, TBDMSCI Dhv, THE o OMe
2) Jones
HN THF, Ta, 3h W N ) \ N
9 si o si o
/ \
29 31, 54 % 32,29 %

Schéma 118 Synthése du compo$&R ou le lactame est protégé par un TBDMS.

1917, Kametani, T. Mochizuki, T. Hond&ieterocycles1982 19, 89-90.

- 140 -



Résultats § Discussion Synthése des analogues du KG

La protection a permis d’obtenir un aci@ plus soluble dans les solvants organiques
et plus facile a purifier. Cependant, nous n‘avgmas observé de réaction avec le

cyanophosphorane en dépit d’une bonne solubilittbde les réactifs dans le @El, (schéma

119).
O O O O
Encl, pfiap - NC
HO OMe N(;w y OMe
+ I CWSCINTa PhsP
\ N PPh, 22  HN
Si (@] (@]
\ 3

Schéma 119 tentative de couplage du cyanophosphorane avemipa@sé32.

Ce manque de réactivité peut s’expliquer par leactare trop encombrant du
groupement TBDMS du compo82. D’autres groupements protecteurs seraient a @gers
tels que des carbamates comme le Z ou le BOC, &ummeraient sélectivement sans altérer
'ester méthyligue de la molécule. De plus, il égfalement probable que les difficultés
rencontrées lors du couplage soient liées a laepoésd’'un hydrogene labile situé sur le cycle
lactame, entre les groupements carbonyles de lamidle I'ester. La déprotonation par la
base ou le cyanophosphorane pourrait étre a lfagides difficultés rencontrées. Quoiqu’il en

Soit, nous avons manqué de temps pour poursuiweffiarts dans cette voie de synthése.
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Chapitre 1l Etude des réactions de transamination

Nous avons évalué tous les analogues du KG syséisétilu types en tant que
substrats de trois transaminases : I'AspAT de cdeuporc, 'AspAT dE.coli ainsi que la
BCAT d’E.coli. Dans le cas ou une activité appréciable a purétse en évidence, nous
avons réalisé la réaction de transamination a €éehpréparative, nous permettant alors

d’obtenir des analogues du Glu de la sériki type33.

O R4 AT Hi\l\)Ri
HOZCMCOZH HO,C CO,H
33
5 =9
analogue du KG analogue du Glu

Schéma 120 transamination des cétoacides du tgpsubstrats d’ATs.

[1.1 Disponibilité de 'AspAT et de la BCAT
Grace a une collaboration avec I'équipe du Pr. Kdagama (université d’Osaka),
nous disposons au laboratoire de souchdscdli surexprimant les genes sauvages de
'AspAT et de la BCAT qui sont respectivement AspCllve. Dans le cadre de ma thése,
nous avons produit et purifié 'AspAT E:coli. Par contre, la production et la purification de
la BCAT ont été réalisées par Dr. Mo Xian lors de stage post-Doctoral au sein de notre

équipe. L’AspAT de cceur de porc est, quant a eleymercialisée chez Sigma-Aldrich.

[1.1.1 Production de 'AspAT d’E.coli

La souche AspC correspond a une souclecdli (TY103) déficiente pour le géne
constitutif AspC codant pour I'AspAT et transforméeec le plasmide pUC19-AspC. Ce
plasmide contient le gene AspC en aval d'un prooroiert et posséde également un gene de
résistance a I'ampicilline permettant de sélecternies cellules transformées efficacement.
L’amplification de la production de I'AspAT correspd a un facteur d’environ 500 par
rapport & la souche sauvage (Kamitori, 1887)La production de I'AspAT @.coli au
laboratoire débute par une culture d’une nuit deolache AspC en présence d’ampicilline. Un
extrait brut est alors préparé par broyage deslesliet élimination des débris cellulaires par
centrifugation. Deux étapes chromatographiques hdiége d’ion (supports DEAE-
Toyopearl® et hydroxyapatite) permettent ensuitsoder 'ASpAT avec une tres bonne
pureté. La solution d’enzyme est finalement diadys&ec une solution saturée de sulfate

1925 Kamitori, K. Hirotsu, T. Higuchi, K. Kondo, Knoue, S. Kuramitsu, H. Kagamiyama, Y. Higuchi, N.
Yasuoka, M. Kusunoki, Y. Matsuurd, Biochem1987 101, 813-816.
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d’ammonium et 'enzyme est stockée sous sa forréeipité. Elle peut étre ainsi conservée a
4°C, sans perte d'activité pendant plusieurs annéedableau ci-dessous présente a titre
d'’exemple les résultats obtenus au cours d'unefigatipn a partir de 10 g de cellules

(environ 2 L de culture).

Etapes Volume Activité* [protéines] Act. Totale Act. Spec.

P mL ul/mL mg/mL ul Ul/mg

1 Extrait brut 196 54 3,8 10600 14

2 DEAE- 36 115 3,3 4100 34
Toyopearl!

3 Hydroxyapatite 76 62 1,1 4700 56
4 Dialyse

22 242 4,5 5300 54
(NH.),SO;

*1Ul est définie comme étant la quantité d’enzyreenettant de convertir imole de KG (4mM) en Glu en 1 min. en présence

d’ Asp (40 mM) et dans un tampon KPi 100 mM, pH. 7,6

Tableau 24 :Purification de I'AspAT dE. coli.

Une électrophorese SDS Page a été réalisée aveschastillons prélevés a chaque
étape de la purification (Figure 39). L’AspAT eserp majoritaire dans I'extrait brufl) et

devient pure au fur et a mesure de I'avancée gariication.

Kd témoins 4 3 2 1

250

150

100
75

50

37

25 (
15 i
10 [

Figure 39 : électrophorése SDS PAGE, 2 : chromatographie DBAEhromatographie hydroxyapatite, 4 :
dialyse.
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[1.1.2 Production de la BCAT d’E.coli
La souche surexprimant le géne codant pour la BGST la souche TY103

transformée avec le plasmide pUC118-ilve porteugéne ilve et d’'un gene de résistance a
'ampicilline. La BCAT est produite et purifiée sal un protocole analogue a celui décrit
pour 'AspAT (Inoue, 1988§° Trois étapes chromatographiques sont effectuéese:
chromatographie d’échange d’ion (DEAE-toyopearl@&ye chromatographie d’interactions
hydrophobes (support butyl-toyopearl®) et enfin wheomatographie d’exclusion stérique
(support séphacryl S-200). Le tableau récapitulatiine purification et I'analyse

électrophorétigue sont présentés dans le tabldalfigure suivants.

Etapes Volume Activité* [protéines] Act. Totale Act. Spec.

P mL ul/mL mg/mL ul Ul/mg

1 Extrait brut 200 4.4 7,5 850 0,6

2 DEAE- 82 5,4 7.9 442 0,7
Toyopearl!

3 Butyl- 13 0,1 5,9 118 1,5
Toyopear!

4 Séphacryl S-200 18 6,5 3,2 117 2,0

*1Ul est définie comme étant la quantité d’enzyneenmettant de convertir imole d’acide 4-méthyl-2-oxopentanoique (4mM)

en leucine en présence de Glu (40mM) et dans updandPi 100mM, pH 7,6.

Tableau 25 :Purification de la BCAT . coli.

Kd témoins 4 3 2 1

250
150
100
75 -

50

37

25

15 e
10

Figure 40 : électrophoreése SDS Page.

193K Inoue, S. Kuramitsu, K. Aki, Y. Watanabe, T.gB&ki, M. Nishigai, A. Ikai, H. Kagamiyamd, Biochem
1988 104, 777-784.
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La BCAT présente, apres purification, une activégécifigue environ 25 fois
inférieure a celle de I'AspAT. D’autre part, le dament de cette purification qui n'a été
effectuée que 2 fois, n'est pas trés bon. L'utiima de I'enzyme non purifiée reste

envisageable pour bénéficier d’'une plus grandeige®gnzymatique (nombre d’unité initiale).

[I.2 Etude de la spécificité de substrat de 'AspAT

I1.2.1 Protocole de mesure de I'activité enzymatique
L’activite de I'AspAT pour les différents substrabs a été étudiée sur la base du

modéle de Michaelis-Menten en mesurant la vitastiale des réactions enzymatiques.

> Modeéle de Michaélis-Menten

Dans ce modéle, I'enzyme E en présence du sulStcainduit a la formation d’'un
complexe dissociable ES qui libere ensuite le ptode la réaction P (Schéma 121).
Rappelons que le mécanisme de transamination estpauping-pong (cf Chap Ill, partie
bibliographique).

k+ k
cat
E+S ES —— E+P
k-
Schéma 121 mécanisme simplifié d’une réaction catalysée paremzyme E, suivant le modéle de Michaelis-

Menten.
L’enzyme constitue le catalyseur de cette réactiorelle est en concentration tres
inférieure a celle du substrat. Si bien que l'oteiat vite un état quasi-stationnaire ou la
concentration en complexe ES (noté : [ES]) demearsstant. Dans ce cas, la vitesse initiale

d’apparition du produit P notée V demeure constanteertains tempg&Quation 3).

V =kcat . [ES] = Vm . [S]/ ([S] + Km) | Equation3

Ce modele permet donc de définir expérimentalerenparametres cinétiques de la
réaction enzymatique que sont la constante de Mishaotée Km et la vitesse maximale

nommée Vm, définis ci-apres.

Km=1[E].[S]/[ES] = (K + Kea) / kK
et o
Vm = Kea - [Et] Equation 4

Avec [Et] = [E] + [ES] : concentration totale en enzyme
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En tracant V en fonction de [S], on obtient le dnigpe ci-dessous. Si V = Vm/2, alors
Km =[S].

Vin

Vin'2

w
]

Em

Figure 41 : graphique représentant V en fonction de [S].

De méme, en tracant ([S]/V) en fonction de [S] finigue de Hanes-Woolf), on peut

déterminer graphiquement les valeurs de Km et deexindéterminant la pente.

SV

SV = 1/Vm.[S] + Km/Vm
[S]

A

- Km

Figure 42 :traitement dgraphique de Hanes-Woof.

C’est donc en mesurant expérimentalement la vitaésis@le de la réaction pour
différentes concentrations en substrat, que notesrdéons les parameétres cinétiques Km et
Kear La constante Km est proche de la constante dedation du complexe ES (Ks = kk)
dans le cas olck est trés inférieure aux constantéset K. Ainsi, Km rend compte de
I'affinité de I'enzyme vis-a-vis du substrat. Plsg valeur est faible, meilleure est I'affinite.
Le rapport ko/Km permet de rendre compte de l'efficacité globddel’enzyme. Cependant,
dans notre cas, notre objectif synthétique noushamaéaccorder une importance particuliere a
la valeur de k. En effet, sous réserve que la valeur de Km niepss trop élevée, il est a
priori possible et préférable d'utiliser une concation en substrat largement supérieur au
Km (20 mM en général), en assurant ainsi une satarae I'enzyme ([ES] = [Et]) et une

vitesse maximale.
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» Procédure pour déterminer Km gtk

Les mesures de vitesses initiales V sont effectpaespectrophotométrie grace a une
réaction enzymatique auxiliaire faisant interveér Malate Deshydrogénase (MDH,
EC.1.1.1.37) et le cofacteur NADH (Schéma 122).sAita MDH catalyse la réduction par le
NADH de 'OA dont on peut suivre la disparition &Bnm (coefficient d’extinction molaire
de 6220 M.cm%). Les conditions mises en ceuvre font de la trairsstion I'étape limitante
de ce processus. Ainsi la vitesse de disparitioNADH est égale a la vitesse de la réaction

de transamination.

AspAT

KG ou analogue 7—T Glu ou analogue

Hozcﬁ/ COH

COH MDH COH
NH, HO.C™ Yy ° HOLC™ Y
o) OH

AP NADH
NAD®

Schéma 122 protocole de mesure de l'activité de I’AspAT visdd-du KG ou de ses analogues.

Par ailleurs, nous avons travaillé en concentnafiice et quasi-saturante en Asp (40
mM, Km = 4 mM). Les parameétres que nous avons aétrminé sont donc des constantes
apparentes reactives a ces conditions expérimsntsl@ons que pour I'étude cinétique de
chaque analogue du KG, nous avons déterminé lesingaties parameétres cinétiques relatifs
au substrat naturel KG. Les constantes de viteggeetkles rapports k/Km seront ainsi
exprimés en pourcentage relatif par rapport autsatbsaturel. Cette précaution permet de

corriger les variations liées a I'emploi de lotgletquantité d’enzymes différents.

De plus, chaque étude s’est accompagnée de caloudgrtitudes (écarts type par la
méthode des moindres carrés et utilisation de laledGauss pour la propagation des erreurs)

sur les valeurs des parametres cinétiques afirod’awne idée de la précision de nos mesures.

11.2.2 Résultats

Les différents analogues de KG dont nous avondtdégynthése précédemment, ont
été évalués en tant que substrats des AspATs dedmgorc et dE.coli. Le tableau suivant
regroupe I'ensemble des résultats obtenus. Rappejoa les parametres cinétiques ont été
déterminés avec les mélanges racémiques des amalalyu KG. Pour comparaison, nous
avons également indiqué les parameétres cinéetiqoeslp KG et les4R) et @49-4-Méthyl-
KG.
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AspAT de cceur de porc AspAT d'E. coli
Numeéro des composés Substrat Km Keat K k
Kead Km rel. (% m = KealKmrel.(%
(mM)  rel. (@) KeadKmreLO0) ey 0p)  KealKmrel. (%)
(0]
/ J 0,23#0,04 1003 100218 0,23#0,05 1003 10022
HO,C CO,H
/ )
Ho, o 0,19#0,02  120+4 149+ 30 0444002 502 2645
/ L :
: + + + + + +
Ho, Ao 940,38 9+0,4 0,2#0,05 48+03 09#01  0,04+0,01
o OH
5i M 10,1#19 3,1+04 0,0740,02 47408 1,603  0,08+0,02
HO,C COH
o OBn
5a M 0,65+0,12 3324 1243 0,09+0,04 11,0+0,8 27412
= HO,C COH
O
5b M Vt“s 1,0£1,3  1,7204 04405 32%12 14,2¢0.2 1,0£0,2
HO,C CO,H
o COH
5d M 22,4+24 0,11#0,01 0,0011#0,0003  30,1#16 1,1#0,06  0,0090,002
= HO,C COH
o CO,Me
5e 2,240,2 49+3 51+1 1,8+0,4 41+2 5,2+1,2
= HO,C COH
CO,Me
59 M 25407 24,7406 2,240,9 0,61#0,03 33,6:06  12,7#29
HO,C COH
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Etudesdéactions de transamination

AspAT de cceur de porc AspAT d’E. coli
Numéro des composes Substrat Km Kcat K K
Kead Kmrel. (% m cal = KealKmrel.(%
mM)  rel. (o) KealKmrel0) v ey 0p)  KealKmrel. (%)
MCONHPr
5k HO,C CoH 24,7+0,2 0,61#0,06  0,006#0,001 6,9#1,0 0,9#0,1  0,033+0,009
MCONE'(Z
5l HO,C CoH 53#0,3  1,6#0,1 0,070,02 11,7427 2,4#0,5 0,05+0,02
CONH,
5m M 10,5+3,6  6,8#2,1 0,15+0,08 42403 24,6+32 1,3#0,3
HO,C COH
CONHMe
5n M 57+0,6  1,8#0,2 0,07+0,02 46+12 10,3#+17 0,5#0,2
HO,C CO,H
CONHPr
50 M 6,605 1,8#0,1 0,06+0,01 14,5+ 0,8 7,620,6 0,12+0,03
HO,C CO,H
CONHBN
5p M 26£0,3  3,5#0,2 0,31+0,08 29+#05 15,0£2,2 1,2+0,4
HO,C COH
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AspAT de cceur de porc AspAT d'E. coli
Numéro des composés Substrat Km Kcat 0 Km Kcat 0
(mM) rel.(%) Kcad Kmrel.(%) (MM) rel.(%) Kcad Kmrel.(%)
Ph
o N
5q i/g/ 1,1#0,2  0,33#£0,02 0,07#0,02 2,3#0,1 10,7#1,2 1,1#0,2

HO,C CO,H

H
N

(0] \ko>H
5r j\f 3 55#0,6 0,52#0,04 0,022+ 0,006 15,0£5,3 4,0#1,3 0,06
HO,C CO,H

#0,03

(0]
*
26 Hozc)vp%Hz NS NS NS NS NS NS

Tableau 26 :paramétres cinétiques de la réaction de transaimindés analogues de KG substitué en position 4epakspATs de cceur de porc eEdColi.*NS : non
substrat.

Il convient, tout d’abord, de remarquer qu’en dégst quelques différences, les deux enzymes prédetds spectres de substrats
similaires. En effet, méme si les valeurs dgdt Km semblent différentes d’'une enzyme a I'ad&® rapports dei/Km sont eux, trés proches.
De plus, comme nous le verrons par la suite et cordamns le cas des dérivés alkylés, 'ASpAT montre énantiopréférence pour tous les
analogues du KG étudiés. Les valeurs des Km dentrd@nc étre divisées par 2 puisqu’un seul desté@maeares est substrat de 'enzyme. Nous
pouvons faire la méme remarque pour les rapporigd€m dont la valeur est en réalité deux fois plupamante que celle mentionée dans le
tableau. Nous constatons que l'introduction de geotents polaires tels qu'un hydroxyle ou un carkaigy entraine une faible activité de
'enzyme. En effet, I'affinité pour le 4-(hydroxynig/l)-KG 5i est 50 fois plus faible que celle du substratneatiDe méme, lek; n’est que de
3%. Cette activité faible pourrait étre liée a jalisation du dérivébi observée en solution aqueuse (schéma 123). En effte cyclisation
masque la fonction cétone et peut vraisemblablerperturber la réaction d’addition de la pyridoxaeniet la formation de I'intermédiaire

cétimine.
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HO OH
LiOZC{Z j\/{
4; —_— O'
LiO,C CO,Li

_ 204P0O
CO,Li

Schéma 123 cyclisation du composgi.

Dans le cas du 4-carboxyméthyl-K&8l, les valeurs de Km etk sont encore plus
défavorables a l'activité enzymatique qui est anpeinesurable. Il est trés intéressant de
constater que lorsque ces fonctions polaires s@sgoées sous la forme d’ester méthylique
(5¢) ou d'éther benzylique5@) pourtant plus encombrant, on observe une redtanrde
I'activité catalytique qui est 100 a 1000 fois plinsportante. Ainsi, les dérivésa et 5e
présentent des Km égaux a 0,65 et 2,2 mM respentiveet des valeurs dg,kde 33 et 25
%. Ces résultats sont en accord avec ceux précédenohtenus avec les analogues alkylés
(cf Chap IV, partie bibliographique) : 'enzyme st@mmode parfaitement de groupements

hydrophobes, méme volumineux comme I'éther de derery position 4 du KG.

Les résultats obtenus avec I'analodile montrent que la longueur de la chaine en
position 4 peut étre tres importante sans pertulbeiacon dramatique l'activité catalytique.
Ainsi, on conserve une valeur de kcat supérieut® & dans le cas de I'enzymeEdoli

tandis que le Km demeure inférieur a 5 mM.

Le composég montre une activité tout a fait comparable a céleson analoguge,

montrant une fois de plus, que I'allongement dehlaine n’est pas nuisible a I'activité.

L’amide 5k est par contre un trés mauvais substrat de I'’Asg2dmme nous l'avons
évoqué précédemment a propos de l'analofijela cyclisation de ce dérivé peut étre
grandement responsable de cette activité tresefaldépendant, 'amide tertiaifd qui ne
présente pas ce phénomeéne de cyclisation, n‘apgmsicomme un meilleur substrat. Il est

vraisemblable que I'encombrement stérique estaitgrigine de la faible activité.

Les résultats obtenus avec les autres anbdes sont plus intéressants. Il faut tout
d’abord constater que la substitution de la fomcester par la fonction amide entraine une
baisse d’activité particulierement évidente si lmmmpare les analogubg et5n qui différent
uniquement par la substitution d’'un oxygene pagoupement NH. La polarité et la rigidité
plus importantes de la fonction amide sont sandedau’origine de cette baisse d’activité.

Dans le cas de I'enzyme de cceur de porc, la chatgidté se traduit par une diminution
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d’'un facteur 30 de la valeur de, ¥ Km, principalement dd a la baisse dy:Kfacteur 14).
Cependant, dans le cas de I'enzymE.cbli, la baisse d’activité est moins marquée et on
conserve une valeur dg;kd’environ 10 % par rapport au substrat natureti@st vrai pour
'ensemble des amidésm-qg, pour lesquelles I'application synthétique n'a dgas posé de
probleme. Il est également intéressant de consiatefois encore, que les amides substituées
par les groupements hydrophobes les plus volumi@onet 5g) possedent le plus d’affinité

et sont donc les meilleurs substrats de cette.série

Le composér, porteur d'une chaine polyéther plus polaire,ugstmauvais substrat.
Cependant, il conserve une valeur de kcat/Km destipermet de démontrer une fois encore

gue I'’AspAT accepte des chaines trés longues dansite actif.

Enfin, il est clair que I'analogue phosphoniden’ est pas substrats de I'’AspAT.

[1.3 Etude de la spécificité de substrat de la BCAT

[1.3.1 Mesure de l'activité enzymatique

Comme pour I’AspAT, I'activité de la BCAT #.coli pour les différents substrdisa
été étudiée sur la base du modele de Michaeliséheath mesurant la vitesse initiale des
réactions enzymatiques a différentes concentratonanalogues du K& et a concentration
fixe et saturante en substrat donneur d’amine. p’A%tant pas substrat de la BCAT, le
couple Leucine (Leu)/Leucine Déshydrogénase (LeulHdté utilisé en tant que réaction

auxiliaire consommant le cofacteur NADH (Schéma)124

BCAT
KG ou analoguge —————  Glu ou analogue

=

NH,

1oL o

2L
Leu HO,C

MOPA

LeuDH
NH3

NA D® NADH

Schéma 124 protocole de mesure d’activité de la BCAT avecdepie Leu/LeuDH.

Cependant, le codt tres élevé de la LeuDH (1 Ulgsaai = 12,5 euros) a conduit a
développer un autre procédé ou le couple Glu/GlddHutilisé a la place de Leu/LeuDH

(schéma 125). Nous avons alors adopté ce protpooiel’étude des analogues du KG, tandis
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gue le protocole mettant en jeu le couple Leu/Leudété réservé pour les mesures relatives
au KG, substrat naturel de référence. Nous avarsaipeurs, vérifié avec un substrat témoin
(4-méthyl-KG) que les 2 protocoles permettaientotéair des valeurs trés voisines pour les

constantes cinétiquegaket Km.

BCAT

analogue de KG analogue du Glu
NH, \

Hozc)\/\cozH j\/\
Glu HO,C COH

KG
GDH

NAD® NADH

Schéma 125 protocole de mesure d’activité des analogues dexgs le couple Glu/GIuDH.

De plus, le 4-Me-KG a servi de substrat de réfaelics de I'étude de chaque
analogue pour la détermination d’'ug:kelatif. Connaissant la valeur dekrelatif du 4-Me-
KG par rapport au KG, nous avons finalement espowé chaque analogiee k.4 relatif par
rapport au KG. Ces calculs entrainent des inceeguplus grandes que celles obtenues pour

les mesures effectuées dans le cas de I'AspAT.

11.3.2 Résultats

Le tableau suivant regroupe I'ensemble des résutibtenus. Rappelons ici encore
gue les paramétres cinétiques ont été détermiregslas mélanges racémiques des analogues
du KG.
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. BCAT d’ E.coli
Numéro des Substrat n ”
composés (m;\“/l) el C(%%) KeafKm rel.(%)
(0]
/ HO,C MCOZH 0,23+#0,04 100+3 100+ 18
0 OH
5i )K/[ 85+1,3 27,4403 0,7+0,4
HO,C COH
0 OBn
5a M 9,7#1,2 26625 6,322
- HO,C CO,H
O.
5b M e 80212 61,2159 1,741,6
HO,C CO,H
o COH
5d )K/[ NS* NS NS
- HO,C COH
o CO,Me
5e M 2,640,2 130£11 11,5+0,3
- HO,C COH
CO,Me
59 M 1,6+0,3 37,646,9 54+1,1
HO,C CO,H
MCONHPI’
5h HO,C COH NS NS NS
MCONEtZ
5l HO,C oM 794272 9,1+3,1 0,3#0,3
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CONH,
5m M NS NS NS
HO,C COH
CONHMe
(@]
5n NS NS NS
= HO,C CO,H
CONHPr
(e}
50 M NS NS NS
HO,C COH
CONHBN
5p M 33,5+18,7 46,2+ 26,4 0,3#0,1
HO,C CO,H
o H Ph
N Ph
5q o) NS NS NS
HO,C COH
H
o N%C))H
5r o s NS NS NS
HO,C CO,H
(@]
26 HOZC)KAPOSHZ 6,3#0,8 127+11 4,642,3

Tableau 27 :paramétres cinétiques de la réaction de transaimindgs analogues de KG fonctionnalisés en pos#tidhS :non substrat.
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D’une maniére générale, les analogues du KG fomeétisés en position 4 sont moins
bons substrats que les analogues alkylés décrits ldgoartie | en particulier dans le cas des
dérivés comportant une fonction amide pour lesqueésactivité n'a pu étre mesurée qu’avec

le composép.

La BCAT manifeste une faible activité vis-a-vislidcool 5i, sans doute en raison du

probleme de cyclisation de ce dérivé évoqué prénéumt.

L’éther benzylé5a constitue cependant un trées bon substrat de lleazgvec une
valeur de ki/Km proche de 10 %. Cette valeur est a rapprocleercelle déterminée
précédemment pour l'analogue 4-Bn-KGe(Km = 12%) qui confirme la tolérance de
'enzyme vis-a-vis des groupements hydrophobes atinvineux en position 4. Il est
intéressant cependant de voir que la valeur du our ce composé était plus faible d’'un
facteur 10 dans le cas de I'AspAT. Ce résultat icord la diminution de l'affinité avec la

taille du substituants mis en évidence avec leiségalkylés.

De méme, une diminution d’activité est notée dansds du dérivé polyéthéib.
Cependant, on conserve une valeur gede 60 % pour ce dérivé, ce qui reste tout a fait

convenable pour une application synthétique.

Comme dans le cas de I'AspAT, on constate quedsgge de I'acide carboxyliqel
a I'ester méthyliguée permet de restaurer I'activité enzymatique. Cermantre encore que
la BCAT, comme I'AspAT, a une préférence pour lesupements hydrophobes ou peu

polaires. De méme, I'estég est un assez bon substrat de la BCAT.

Les résultats obtenus avec les amides sont plevdséts : seuls les analogugst 5p

ont permis de mettre en évidence une activité nedes

Cependant, la BCAT, contrairement a 'AspAT, montne bonne activité vis-a-vis de
'analogue phosphoniqu®6 et offre donc un acces a I'AP4. Notons que d’apnedravail
annexe realisé au laboratoire, une activité du mémee de la BCAT a été mise en évidence
vis-a-vis de l'analogue méthylphosphonique, prémursde la phosphinothricine.-PPT,
Schéma 126).
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ol NH,
o 0
1] Il
HOZCJ\/\F{—OH BCAT | HOZC/k/\F{—OH
R R
R = Me, L-PPT
R = OH, AP4

Schéma 126 synthése d’analogues phosphorylés du KG

A ce jour, nous ne pouvons dire si la BCAT préseme énantiosélective marquée
vis-a-vis de ces analogues. Cela reste a détermmineEamment via des synthéses a I'échelle

préparative que nous n'avons pas eu le temps dtete
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Chapitre 11l Préparation des analogues du Glu par transaminationzymatigue avec

AsSpAT

[1l.1 Procédé biocatalytique

Comme nous l'avons vu précédemment, 'ASpAT a nwnine préférence trés
marquée dans le cas d’analogues du KG substituégposition 4. Le méme type
d’énantiosélectivité a été mise en évidence avecétoacides de tyge Le dédoublement
cinétique des mélanges racémiques a donc été edfeen arrétant la réaction a un taux de
conversion d’environ 45 % afin qu'un seul des éimanéres soit transformé par I'AspAT,
nous avons obtenu les analogues du Glu corresptsndavec d’excellents exces
énantiomériques (ee > 95 %) et diastéréoisomélidee 95 %). Compte tenu des résultats
précédemment obtenus avec les dérivés alkylés sitiqn4, nous avons postulé que les
nouveaux analogues du Glu possedent une configaragiativeL-(2,4)-syn. Ceci a pu étre

démontré dans le cas du compBd8é.

Nous avons appliqué le procédé catalytique mispaint au laboratoire pour la
préparation d’analogues du Glu alkylés a I'échpti&parative. Ce procédé met en jeu I'ACS
comme aminoacide donneur, facilement produit pgdation de la cystiné* Comme nous
'avons expligué dans la partie bibliographique,coenposé a I'avantage de former, aprées
transamination, un intermédiaire instable qui seod®ose instantanément en pyruvate
entrainant ainsi le déplacement d’équilibre de daction de transamination catalysé par
'AspAT d’E.coli (schéma 127).

o R AspAT NH, R*
d'E.coli
HO,C CO,H

HOZCJ\)\COZH
2 / ; 33, ~45%

CO,H
HO,s™ Y
NH CO5H
2 HOzS/\n/ 2
@]

ACS

\H/COZH

- S0, o)

Schéma 127 procédé de transamination pour le dédoublementigireédes analogues du KG et la préparation
d’analogues du Glu de configuration L-(2g)R

194 R, Emiliozzi, L. PichatBull. Soc. Chim. Fr 1959 1887.
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Le suivi de la réaction se fait par dosage enzygquatde I'analogue du KG résiduel et
du pyruvate produit au cours de la réaction. Leagesdu KG se fait suivant le protocole
utilisé pour les mesures d’activité de 'AspAT (8aa 128). Ainsi, en utilisant la MDH en
tant qu’enzyme auxiliaire, la quantité de NADH {ialement en exces) consommeé est égale a

la quantité d’analogue du KG résiduel dans la smtut

AspAT

KG ou analogue TT Glu ou analogue

HO, C/\‘/COZH

CO-H MDH CO,H
NH, Hozc/ﬁ( ? HOC™
o) OH

A NADH
NAD®

Schéma 128 protocole pour le dosage de I'analogue du KG ré&didu cours de la transamination
enzymatique.

Le pyruvate est, quant a lui, dosé avec la Ladisehydrogénase (LDH) comme le
schéma ci-dessous le décrit. Ainsi, la quantitéeNdeH consommé est égale a celle de
pyruvate produit lors de la transamination. Ce desa’est cependant fiable que pour des
transaminations assez rapides (quelques heuresxamom) car le pyruvate a tendance a se

dégrader dans le milieu réactionnel.

LDH

\H/COZH YCOZH

o OH

NADH
NAD ®

Schéma 129 protocole pour le dosage du pyruvate formé lorledeansamination enzymatique.

Lorsque le taux de conversion atteint 45 %, le euiliéactionnel est déposé sur une
colonne de résine fortement acide (du type Dowexafih de séparer I'analogue du Glu des
autres réactifs et produits de la réaction. Danpremier temps la colonne est lavée a I'eau
pour éliminer toutes les espéces neutres comméttacide en exces (enantiomériquement
enrichi), le pyruvate et 'ACS qui présente un pagoélectrique plus bas que les analogues
du Glu (Schéma 130). Une seconde élution avec ahgie aqueuse d’ammoniaque 1M

permet de décrocher I'analogue du Glu désiré.
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o R AspAT, ACS
LiO OLi
H,0, pH =76
O Racs50
résine acide:
OSOS- H+
0 <
9 ~
o) o R NH3+ l'\le R
OH HO OH Ho . HO OH
Ayon oy iAo oy b, Ty
O (0] o} (0] O 33 O
Pyruvate KG, (4S)- majoritaire ACS L-2,4-syn, ee >98 %
de > 98 %

Schéma 130 purification sur résine acide apres transamination.

Une seconde purification sur une colonne de rébamque type DOWEX 1 ou 2
(équilibré avec des ions acétates) permet d’obtémiide aminé souhaité avec une trés
grande pureté, indispensable pour les tests boplegi: 'acide aminé sous forme anionique
(pH > 7) est tout d’abord adsorbé sur la résin@oajue avant d’étre sélectivement élué en

utilisant un gradient d’acide acétique, formiquedsentuellement plus fort (TFA ou HCI).

I11.2 Résultats

La plupart des cétoacidds substrats de I'’AspAT ¢E.coli ont été mis en réaction
suivant le protocole décrit précédemment. Les auads du Glu correspondar88 ont tous

été obtenus avec des rendements de I'ordre de &fxé6 purification.

Le tableau ci-apres présente 'ensemble des amadogu Glu synthétisés au cours de

cette thése ainsi que les pouvoirs rotatoires spaedantfr]? .
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Numéro des composés Analogues du Glu  [a]> (HCI 6N)
OBn
NH
33a : + 31
HO,C COH
. NH, OH
33 HO,C COH +26
33b we (O, +18
HO,C CO,H
NH COH
2
33d +8
= HO,C CO,H
CO,Me
330 NH + 29
HO,C COH
CO,H
33s NH, + 6,4
HO,C COH
CONH,
33m e +34
HO,C COH
CONHMe
33n N2 + 30
HO,C COH
CONHPr
330 Ve +27
HO,C COH
CONHBN
33p INH, + 22
HO,C CO,H
Lo P
o N,
33q ., +17
HO,C CO,H
H
O N\<AO>H
33r e * +19
HO,C CO,H

Tableau 28 :nouveauxanalogues du Glu fonctionnalisg3 synthétisés au cours de cette these.
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Comme le cétoacidbi n’est pas un bon substrat de 'AspAT, I'analog@g4S)-4-
hydroxyméthyl)-Glu33i a été préparé par hydrogénolyse de l'acide amenzye 33a
(Schéma 131).

o O ASpAT, ACS NH, 0" H, Pd/C TP
HOMOH HO OH HO OH
45% quant.

0 +- 5a o O 33a o O 33 O

Schéma 131 pbtentiondu dérivé 4-hydroxyméthyl-Glu a partir du cétoacide

Le (2549-4-carboxyméthyl-GlIlB3d a été obtenu a partir de I'estsg qui est un bon
substrat de I'AspAT, contrairement au 4-carboxymEKG 5d. Le Glu fonctionnalisé par
I'ester méthylique n’a cependant pas pu étre idetéeffet, le produit de la transamination
subit une réaction de cyclisation catalysée enemibasique. Ainsi, I'élution de la résine
acide avec une solution d’'ammoniaque permet diselalérivé lactamg4 (Schéma 132).
L’étude de cet analogue par RMMN nous a permis de confirmer la stéréochimie prépos
pour ce nouvel analogue. En effet les constantedplage mesurées pour les 2 Hoedes
acides carboxyliques indiquent un positionnemeptugds-axial compatible uniquement avec
une configuratiorcis du lactame. Le dérivé 4-carboxyméthyl-G8d, a pu étre isolé apres

une hydrolyse acide du milieu réactionnel avampuafication sur résine acide.

CO,Me CO,Me / CO,H

0] AspAT, ACS NH, 34 ~40%
H OH —_— HO OH
= 40%
o} o} 0 o H
\ \ NH, co,

Se HCI 6N H OH

33d ~40%

Schéma 132 obtention du dériv€3d

Dans le cas du cétoacilg, qui présente une chaine plus longue en positi@udune
cyclisation de I'analogue du Glu correspondant été& observée. Pour éviter I'hydrolyse en
milieu basique (lors de I'élution de la résine agjd'acide aminé33g a été obtenu en
déposant directement le milieu réactionnel sur dsne basique et aprés élution avec un
gradient d’AcOH (Schéma 133). Comme dans le casotlposé33d, le compos&3sa été
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obtenu en effectuant une hydrolyse acide du mit&actionnel de la transamination du

cétoacidebg, avant la purification sur résine acide.

CO,Me
NH,

S - . HO. OH
purification sur résine basique

)COZ Me / O 0]
AspAT, ACS 33g ~40%

O
HOMOH
= 40% COzH
0] +/- O \
1) HCl 6N NH,

59 2) purification sur résine acide HO OH

o} o}
33s ~40%

Schéma 133 pbtention des analogu88get 33s
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Chapitre IV _Synthése de nouveaux analogues du Glu par cyclodtion a partir du

composé 33b

IV.1 Introduction : choix du dérivé 33tomme précurseurs

Parmi les différentes fonctions (éther, ester, @nglie nous avons introduites sur les
substituants en position 4 des analogues du Gldigoriation éther nous a paru la mieux
adaptée pour assurer une liaison stable avec ure rmolécule, un polymére ou un support
solide. De plus, les analoguBa et 5b possédant une fonction éther, se sont révélésiétre
bons substrats de 'AspAT et de la BCAT, contrakataux amides pour lesquels nous avons
observé des activités globalement plus faiblesest tiépendantes du substituant de I'azote
amidique. Pour assurer la liaison de l'analogueGlu a un polymeére, nous avons, en
paralléle, fait le choix d'utiliser la réaction dgcloaddition d’Huisgen entre un azoture et un
alcyne. Les premiers résultats obtenus a partiadalogue33b sont décrits dans la suite du

chapitre.

IV.2 Réaction de Huisgen et click chemistry
L’analogue33b comporte donc un groupement azoture terminal tabat de faire de
la « Click Chemistry » (Sharpless, 206%) La cycloaddition [3+2] 1,3-dipolaire de Huisgen
entre un azoture et un alcyne, catalysé par dueui{Cu), permet de former exclusivement
un triazole (1,4)-disubstitd® (Schéma 134). De plus, cette réaction s'avére etitilp avec
de nombreux groupements fonctionnels tels que tédes et les amines non protégées.
D’autre part, cette réaction est peu sensible aalare du solvant et donne généralement

d’excellents rendements.

R

(o

=N-— Ny _Nep:
N=N-N R

Cu (I) R

\

o

(1,4) triazole disubstitué

Schéma 134 cycloaddition de Huisgen entre un azoture et upracréaction catalysée par Cu(l).

Des sels de Cu(l) tel que I'iodure de cuivre petiére utilisés mais I'espéce Cast
généralement généréer situ par addition d’'une solution d’acide ascorbiqueicfiament

préparée a une solution aqueuse de sulfate deeCuivr

1954, C. Kolb, M. G. Finn, K. B. Sharplesangew. Chem. Int. E®2001, 40, 2004-2021.
1%y Rostovtsev, L. G. Green, V. V. Folkin, K. B.&8plessAngew. Chem. Int. E®2002 41, 2596-2599.
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Le mécanisme proposé pour la catalyse par le cuwgreporte plusieurs étapes et

commence par la formation d’'un complexe acétyluse-qli réagit avec l'azoture (Figure

43).

A cul., N_‘N,N A2
A .
T B-3 - N, .N.
}__J ""‘C‘ULH 1 .-.‘:::,/" .-N. R2
N N T A v c
Q‘N/ ‘\H K
1
g2} h
: ! B-direct [LaCu]*
—=—Cul, i
/l.!-_‘. " A
NN i . R!'—=——H
-

i B-1 \\ R'—=—CuL,
|

Nzy-N,
Ve

Figure 43 : cycle catalytique proposé pour la réaction de @adfition d’Huisgefr".

IV.3 Vers la préparation d’'un substrat donneur lié apslymere

IV.3.1 Préparation des composés 5t 33t
Comme nous l'avons précédemment évoqué dans lie paojet (partie 1), un de nos

objectifs était la préparation d’'un glutamate liéua support polymérique (soluble ou
insoluble) utilisable comme donneur dans des ré@astde transamination a grande échelle.
Nous avons envisagé la liaison de I'analog8b a une chaine PEG. Avant d’entreprendre la

synthese sur un polymére de poids moléculaire gleoéis avons voulu valider notre

approche avec la molécusé.

Le composé35 a été préparé en une étape par réaction entreélBory-éthoxy-

éthanol et le bromure de propargyle selon le sch@dassous.

\O/\/O\/\OH 1) NaH, THF, Ta, 30 min.

\O/\/O\/\O\
2) = , THF, Ta, 5h

Br 35,76 %

Schéma 135 synthése du compogb.
Le schéma suivant décrit les résultats obtenus lpquiéparation de I'analogue du Glu

33t

197y, V. Rostovtsev, L. G. Green, V. V. Fokin, K. 8harplessAngew. Chem. Int. EQR002, 41, 2596-2599.
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0,1 eq. Cu (), MeOH:H,0 (1:2)
1lh, Ta, 70 %

O\/\ v
o o)
7 35

S WP
CO,H \Q&O

33t

(B0
HO,C CO,H

33b

HO,C

Schéma 136 synthese d’'un nouvel analogue du GRt.
Nous avons obtenu aprées 1h de réaction a Ta, lkeehanalogue du GI@3t avec un
rendement de 70 %. Ce composé a été facilementésépauivre, de I'acide ascorbique et de

ses produits d’oxydation sur colonne de résinefoent acide.

Nous avons également réalisé la réaction de cyditad a partir du cétoacidéb,
précurseur du compo&3b. De la méme facon, nous avons obtenu le cétoésieolé avec
un rendement plus faible de 62 % (schéma 137).dteacide5t est ensuite obtenu apres

I'hydrolyse des esters en présence de LIOH comiaeacété décrit précédemment.

0,1 eq. Cu (I), MeOH:H,0 (1:2
)CJ)\/{O\/\O/\/O\/\Ng G haraang MOV\O/\/O\/\N'NN
MeO,C co,Me 0O Meoc CO,Me j
4b 30 4t
- \O/\/O\/\O
O~~~ O ~\N /
LiOH, H,0/MeOH _ )OJ\/{ .O p 0-/"°
LiO,C CO,Li OH
Ta, 16h, quantitatif 5t

Schéma 137 synthése du cétoacid.

Notons que ces réactions de cycloaddition n'orst @& optimisées. L'influence du

solvant et du type de catalyseur pourrait fairejed d’'une étude plus approfondie.

IV.3.2 Activité de 'AspAT d’ E.coli vis-a-vis des dérivés 5et 33t
Il nous a paru intérressant d’évaluer I'activitél'despAT vis-a-vis des moléculest et

33t. Le cétoacidét est un substrat modéré de I’AspATEdoli avec un Km de 8,2 mM et un
Kcat de 11 %. Si I'on compare au précursbr(Km = 3,2 mM, ka = 14,2 %), on note une
légére augmentation du Km pobir. Par contre les valeurs dggddemeurent tres proches, ce
qui confirme, une fois encore, I'acceptation p&spPAT de chaines tres longues. Afin de
confirmer ces résultats, nous avons aussi étudi@dation de transamination en utilisant
I'analogue33t comme donneur d’amine en présence du KG. Cettérigxpce nous a permis

d’évaluer la constante d’équilibre de la réactiertrdnsamination (Schéma 138).
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NH, (O~ 0O N \/\o/ o (o0 NNy fo/
. . — O . . — O
LiO,C CO,Li o/\/ LiO,C CO,Li o/\/
33t, 10 mM . 5t +

+ AsSpAT E.coli

o) K =0,95 /'\{z/\

HOZC)J\/\COZH HO,C CO,H
KG, 10 mM Glu

Schéma 138 protocole de mesure de la constante d’équilibria densamination du KG avec le dérét
comme donneur.

Lors de cette étude, I'évolution de la concentraém KG a été mesurée par dosage

enzymatique de ce composé avec la GIuDH a intendd temps régulier. De plus, en
parallele, la méme étude mettant en jeu les substraturels de I'AspAT (Asp comme
donneur et KG comme accepteur) a été effectuée ldansmémes conditions (Figure 44).

Deux expériences témoins ont également été réal@€absence d’enzyme.

10 donneurs d’amine
8 “ : - * =
= = "oy 2 ]
§ 5 N R + aralogue du Glu 33t
L _
E 4 * 5 ¥ @ - ;&Sp
2 terain aralogue du Glu
Q . te_rmin,ﬂ\sp
0 5 10 15 20
tems (min

Figure 44 : évaluation de la concentration en KG en fonctioniesnps.

La réaction de transamination catalysée par I'AspAE.coli en présence de
'analogue33t et du KG présente une constante d’équilibre ég#5. Celle de la réaction
conduite entre I'Asp et le KG est 4 fois inférieuameec une valeur de 0,23. Cette valeur
déterminée dans ces conditions est proche de éavek 0,16 citée dans la littératiife De
plus, nous avons estimé que la vitesse de la odactettant en jeu le compo38t est égale a
environ 2 % de celle de la transamination réaleéec les substrats naturels de I'AspAT.
Cette valeur est Iégérement supérieure au rappgKrk relatif mesurée pour le cétoacibie
et égal a 0,3 %.

1% p M. Manucci, N. DioguardGlin. Chim. Acta1966 14, 215.
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Ainsi, 'AspAT s’accommode de la présence du cydkzole et de la chaine polyéther
supplémentaire qui se situe vraisemblablement xtéfeur du site actif comme nous le
verrons dans la seconde partie de ce mémoire agesada modélisation moléculaire du site
actif de I'enzyme. Ce résultat laisse penser qumison de33b a une chaine PEG de poids

moléculaire élevé, pourrait permettre de conseaumeractivité catalytique.

Avant de poursuivre dans ce sens, nous avons pereskaffinité de I'enzyme pour ce
type de dérivés et donc l'activité globale pourétite améliorée en choisissant une chaine
plus hydrophobe et mieux accommodée dans le siif e@@mme le montrent les résultats
obtenus avec le dérivga. Nous avons donc orienté nos efforts vers la ®g#lde I'analogue
5cdont une partie a été décrite au chapitre | mais@ pas pu étre menée a son terme, faute
de temps (Schéma 139).

NN
MO \\&{o n j)\/{o o
Lio,C CO,Li —> MeO,C Co,Me ':>//(cozlv|e
4c lc

Schéma 139 synthése d’un nouvel analogue du Glu, substrainpietale I'AspAT dE.coli.

IV.3.3 Essais d'immobilisation non covalente

A. Principe et stratégie

Une autre réaction de cycloaddition nous a perniistrdduire un groupement
acridone dans le but de supporter le Glu par iotemas hydrophobes sur un support
fonctionnalisé tel que de la silice CEn plus d'étre hydrophobe, I'acridone offre I'atage
d’étre un groupement fortement fluorescent, ce pprimet de vérifier, a I'ceil nu ou sous
lampe UV, la fixation de I'analogue du Glu sur lgport. Ainsi, en suspension dans |'eau,
'analogue immobilisé sur le support solide pourprésenter sa partie aminée soluble vers la

phase aqueuse et étre ainsi accessible a I'enZyiquer¢ 45).

2y

“’\{*{;&:‘1@

Figure 45 :immobilisation du Glu sur de la siliceggpar intéractions hydrophobes entre I'acridonest |
chaines alkyles.
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La silice Gg classique ne présente qu’une porosité dé 6alors que le diametre de
'enzyme est de 90-10¢h. Pour rendre un maximum de substrat donneur dbbess
I'AspAT, il est nécessaire d’avoir de la silice auene porosité supérieure a 280Ce type
de silice est notamment utilisé pour la purificatipar HPLC de protéines présentant des
poids moléculaires importants. Nous avons pu nouwkyper des échantillons de silice
fonctionnalisée par des chaines alkyles ou despgroents phényles présentant une porosité
moyenne de 304 (Sigma-Aldrich, Superco$ilLC-318 et 3DP) et une capacité d’environ 24

mmol pour 100g de silice qui pourrait étre adagté@etre étude.

B. Synthése du composé 37

La synthese du compoS8& a été effectuée en deux étapes (Schéma 140) ebagre
est la réaction de I'acridone sur le 1,6-dibromamexen présence de NEH Cette réaction
s'effectue en présence d'un large exceés de réaddvfomé pour favoriser une mono-
substitution. La seconde étape consiste a faigirrEalcool propargylique sur le compo86,
toujours en présence de NaH. L’alcyne est finaldrobtenu avec un rendement global de 45
%.

O O
O N THF NaH ‘ N
H NaH
DMF, 130 C, 16h 70T, 4h
36, 66 % 37, 68 %

Schéma 140 synthése de 'alcyn@?.

C. Préparation de I'analogue_33u
La réaction de cycloaddition entre 'analod@&b et ”alcyne 37 a permis d’observer

la formation d’'un nouveau composé correspondansemablablement ag3u.
O °
\ f O 0
\\ O~ O~
CU(), BUOH/HZ0 (112) NH2 o o N f

1h, Ta o) o)
analogue 33b 33

Schéma 141 synthése de I'analogi3su.

199N. Bahr, E. Tierney, J-L. Reymonitietrahedron Letf 1997, 38, 1489-1492.
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Cependant, en raison de son caractére hydrophmlérivé33u est adsorbé de facon
tres forte sur les résines échangeuses d’'ions pit BOWEX, celles-ci étant constituées a
base de polystyréne. En conséquence, nous avoamétes a utiliser du MeOH pour éluer le
composé3u. Nous avons alors isolé un composé avec un renttemessique de 82 %. Bien
gue les spectres RMN du produit isolé soient coibjest avec la structure @3u, ce dernier
ne présentait plus la révélation spécifigue a lahydrine caractéristique des composés
aminés. De plus I'analyse par spectrométrie de enagmontré que le produit isolé dans ces
conditions a subit une réaction de déshydratatmwobablement par formation du dérivé

pyroglutamique (Schéma 142).

O
O
not, )
- H,0
<] 2 “@V"“WO“N‘”'N fN )
\\&O

Schéma 142 cyclisation du compos&3u lors de la purification sur résine acide.

Le changement de méthode de purification pour pe tyanalogue du Glu est donc
indispensable. La purification par HPLC en phaselise (phase : Si;gpar exemple) semble
le moyen le plus adapté, surtout que ce compodaaement détectable par UV. Cependant,

par manque de temps, nous n'avons pas pu poursigtteeétude.

IV.4 Préparation de biligands ...
Nous avons entrepris au cours des derniers moisetle these, d'initier une étude
présentée dans la partie projet et concernanélagapation de biligands pour les récepteurs du
Glu. Il s’agit donc d’un travail préliminaire etd@nalyses des nouveaux analogues obtenus et

décrits dans les paragraphes suivants, sont panfmsplétes.

IV.4.1 Synthese du diglutamate 33v

Nous nous sommes fixés pour premier objectif lapardtion de la molécule
symétrique33v présentant deux motifs Glu séparés par un braesp modulable. Dans un
premier temps, nous avons synthétisé le dial@@¥ isolé avec un rendement de 70 % aprés

réaction entre le triéthyleneglycol et le bromueeptopargyle (Schéma 143).

M. McPhee, M. S. SeaBjorg. Med. Chem 2001, 2809-2818.
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/
Br (@) 0 =
H /\/0\/\ /\/OH //\O/\/ \/\O/\/ \/

Schéma 143 synthése du dialcyrngs.

Au cours d’'un premier essai, le comp@sy a été obtenu par cycloaddition avec un
rendement de 31 % (Schéma 144).

NH, O\/\O/\/O\/\Ng 0,1 eq. Cu (1), tBuOH:H,0 (1:2)

gz
///\O/\/O\/\O/\/O\// i Hozc/k/[

1h, Ta

CO,H
38 33b
2 eq.
N\
O
12 14 o o \/[ ’tl\N /\’O\,\ HoN,
11 RS O/\/ \/\O/\/ Nl _ —CO,H
NH, O\/\O/\/O\/‘N\ 1 0—,
N=
HO,C ™54 COH HO,C

33v,31%

Schéma 144 synthése du bi-ligang83v.

Les analyses RMNH et **C valident la structure du di-glutamate : on obedsien la
disparition du signal correspondant au méthyléna € N; de I'acide aminé de départ (qui
est & 3,5 ppm en RMNH et 42 ppm en RMN €). De méme, le spectre ne semble plus
comporter de signal correspondant au proton akséiylie du réactif de départ (vers 2 ppm).
L’apparition d’un triplet plus déblindé a 4,5 ppmrespondant aux ¥ena du cycle triazole
et la présence d’'un singulet & 8 ppm corresporalailt prouvent que la cycloaddition a bien
eu lieu. De méme, le signal du méthyléné’ khitialement ena de l'alcyne avec un
déplacement chimique de 4,1 ppm, est déblindé aph De plus, les pics a 125 ppmiC
et 144 ppm (&) caractéristiques du cycle triazole sont bien gmés sur le spectr&C.
L'intégration des pics en RMRH semble compatible avec la structure du di-gluesBdy a
I'exception de I'intégration du signal correspontdan H vers 8 ppm qui n’intégre que pour
1,4 au lieu de 2 (Figure 46). Une analyse par spsmbpie de masse haute résolution a été
réalisée et nous a permis de conclure que la steigroposée pour le compd3@v est bien
exacte.
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H:I-2 H3a H3b
J | LA__M ' n
""""" Iilllﬁliiliilii{\
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
1,39 78 38360 20 1921

Figure 46 : spectre RMN'H du compos&3v dans DO.

IV.4.2 Vers des analogues disymétriques ...
Nous avons également envisagé de mettre au poinméthode pour la synthése de

bi-ligands non symétriques. O.D. Montagant et’aont montré que la protection par un
groupement triméthylsilyle permettrait d’effectuemne cycloaddition sélective sur un

dialcyne : seul I'alcyne non protégé réagit avaedture pour former un cycle triazole.

Des premiers essais ont été réalisés pour la mmiegtion du compos88 par un
TMS. Deux méthodes sont décrites dans la littéeatpour des exemples similaires :
monoprotection du (1,7)-octadiyne, Rd = 56°%et du (1,7)-4-oxo-octadiyne, Rd = 97%
Ces méthodes ont été appliquées au dial@g(&chéma 145).

BuLi, TMSCI, phénanthroline
THF, - 70 C, 40 min, 9% S\
I
7 = /
O O
//\O/\/O\/\O/\/O\// //\O/\/ \/\O/\/
74 EtMgBr, TMSCI Z
38 THF, Ta, 16h, 12% 39

Schéma 145 essais de mono-protection du composé dial@ge

210, D. Montagnat et aletrahedron Letf 2006 47, 6971-6974.

202y 'Makiokazu, Y. Taniguchi, T. Kitamura, Y. Fujiva A. Saiki, K. TakakiBull. Soc. Chim. Ff 1997 134,
349-355.

203G, B. Jones et al, Org. Chem 2002 67, 5727-5732.
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Dans le premier cas, le bromure d’éthylmagnesiugtéautilisé comme base pour
former un alcynyl-magnésien. L’addition en quanstéechiométrigue de TMSCI sur cet
intermédiaire conduit au produit mono-syllilé awsulement 12 % de rendement. Un second
essai a été effectué en présence de BuLi danklffeal— 70°C. Dans ce cas, le compg9é

n’est produit qu’avec un rendement de 9 %.

Bien que ces rendements soient trés faibles etoggeréactions nécessitent une
optimisation poussée, nous avons cependant putwdfequelques tests de cycloaddition sur

le composé que nous avons synthétisé (Schéma 146).

39 2 O\/\o/\/o\/\N’N\

NH
NH, (O™~ Oy, = J\/[ N
J\/[ HO,C CO,H =
HO,C

CO,H 0,1 eq. Cu (I), tBuOH:H,0 (1:2)
1lh, Ta

33b 33w, 18 % o

///\ O/\/O\/\ O)

Schéma 146 cycloaddition entre I'azoturg3b et le dialcyne monoproté@®.

L’analyse par RMN du milieu réactionnel avant pigafion est tres difficile. En effet
la présence de cuivre conduit & une mauvaise tEmoldu spectre RMAH. Aprés
purification, nous avons finalement isolé le pradigsilylé 33w avec un rendement de 18%.
Il est trés probable que la déprotection de 'atcwit eu lieu en milieu acide, au cours de
I'évaporation du solvant (AcOH 0,2M) a I'issue @echromatographie.

En paralléle, nous avons expérimenté une autreoaperimpliquant I'alcynel0. Ce

N

composé a été synthétisé a partir du triéthyléemmeglynono chloré, commercial (Schéma

147). Le faible rendement de cette réaction es$ sknute lié & une auto-condensation du

chloro-alcool.
cl 0 1) NaH, THF, Ta, 30 min.
ST N0 Cl\/\o/\/o\/\o/\\
2 PR
)_—\ , THF, 16h
Br 40, 16 %

Schéma 147 synthése de 'alcyné0.
Apres formation du cycle triazole a partir des cosgs33b et40, le chlore en bout de

chaine du nouvel analog®3x, a subi une substitution en présence de \N@N, dans des
conditions douces, forme I'analogue du @Ry avec un rendement de 75 % (schéma 148).
Ce composé est ainsi prét pour une nouvelle réaetiec divers alcynes offrant ainsi I'acces

a une librairie de bi-ligands (Schéma 148).
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Cl\/\o/\/o\/\o/\\

40

G St
HO,C CO,H

330

0,1 eq.Cu(l)
tBUOH:H,0 (1:2)

3h, Ta

[ S
HO,C CO,H \<<

(@)
N\
O/\/O\/\CI

33x, 80 %

NaN3, Hzo, NH4C|
70C, 5].

MO\/\O/\/O\/\ NI

N
CO,H \Q<
o

33y, quantitatif 0 \_0

N\
N3

Schéma 148 méthode proposée pour la synthése de bi-ligands.

Ainsi, méme si la synthese du dérig8 reste a optimiser, cette derniere approche

semble tres intéressante. Elle pourrait en effemptre d’associer I'analogud3b (ou

'analogue330) a une variété de ligands présentant une fonetioyne, tout en modulant la

longueur du bras espaceur. Cette approche detaipévilégiée dans la suite de cette étude.
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Chapitre V Evaluation biologigue des analogues du Glu

Les analogues du Glu synthétisés au laboratoire faitt I'objet de tests
pharmacologiques sur les transporteurs et récepteuGlu du systéeme glutamatergique. Ces
études ont pu étre effectuées grace a une coll@droravec I'équipe du Dr. L. Bunch et du

Dr. A. A. Jensen de 'université des sciences phasutiques de Copenhague.

Ce chapitre présente tout d’abord le principe e$ lesultats des tests
pharmacologiques mis en oeuvre au Danemark potudéepharmacologique des EAATs
puis des iGluRs. Nous exposerons les résultatsiobtavec les analogues du Glu alkylés et
fonctionnalisés en position 4. Ces tests ont ékcefés a la fin de cette thése et il manque
certains résultats qui n'ont pas pu étre obtenuscaus de la rédaction, en particulier les

résultats relatifs aux mGIuRs.

V.1 Tests biologiques sur les EAATs

Comme nous l'avons expliqué dans la partie bibhpbique, les EAATs jouent un
r6le primordiale pour maintenir la concentrationLe@lu dans la fente synaptique inférieure
a la limite cytotoxique pour les neurones. Nos amdrateurs ont utilisé deux tests
pharmacologiques permettant d’évaluer 'activit@iliitrice des analogues du Glu sur les
EAAT1-3?%% La caractérisation des propriétés pharmacologices EAAT1-3 exprimés
dans des cellules de type HEK293 (Human Embryondnéy 293) a été realisée par un
dosage basé sur la recapture du radioliganfP=Asp ou par un test qui met en jeu la sonde
fluorescente anionique et lipophile, le bis-oxoffVP : FLIPR’ Membrane Potentigf}’.

Dans le cas de I'utilisation du radioligand’[Hb-Asp, la radioactivité des cellules
HEK293 diminue lorsqu’il y a inhibition des EAAT<En effet, I'inhibiteur entre en
compétition avec le radioligand qui est un inhibitsubstrat des EAATs et empéche son

transport, d’ou une diminution de la radioactigtébale de la cellule.

Dans le test FMP, la dépolarisation de la membdaseEAATS entraine I'entrée de la
sonde fluorescente a l'intérieur de la cellule, qué entraine une augmentation de sa
fluorescence a 530 nm, suite a des interactions d&g protéines membranaires. L’inhibition
des EAATs modifie le caractére ionique et se traghair une hyperpolarisation de la
membrane qui provoque la sortie de la sonde. Oerrebsalors une diminution de de la
fluorescence de la cellule. Dans le cas du test FMRst possible de différencier les

inhibiteurs non substrats des substrats. En efiat, substrat utilisé seul produit une

204 A A. Jensen, H. Brauner-OsborBiochem. Pharmacql2004, 67, 2115-2127.
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augmentation de la fluorescence tandis qu’un itduibinon substrat (c'est-a-dire qui bloque
le transporteur sans étre transporté) permet umigoe d’'observer une inhibition de

'augmentation de la fluorescence induite par lesswat naturel, le Glu.

Le tableau suivant présente legd(en italique) pour les analogues du Glu inhibigseur
non substrat et les Km (en gras) pour les dériwvéssgnt (inhibiteurs) substrats (en gras)
mesurés dans le test FMP. Ces tests ont aussiro@éscées analogues alkylés préparés
précédemment au laboratoire, et qui ont fait I'blgaine publication en 2005 (cf. partie

bibliographique).

EAAT
En italique : 1Cso (UM)
Structure En normal : Km ( pM)
EAAT1 EAAT2 EAAT3
Glu 7.9 21 9.9
)(J)\/\/(l)l\
HO™ Y~ " "OH 13 13 6.6
NHZ Me
(o) (0]
NH, Et
(o) O
HOJ\;/\;/U\ OH 13 22 3
NHz |5|’
0 (0]
HOJ\;/\;/U\OH 50 42 80
NHZ éu
o) (@]
HOWOH 120 77 98
NH, Pn
j)J\/\/lOJ\
HO™ > " “OH 13 36 66
NH, Bn
(o) (0]
HOJ\.-/\;/U\ OH 35 19 >
NH, iPr
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]

HO OH 55 22 300

NH, iBu

]

HO OH 29 26 80

NH, iPn

(@] (@]
HOWOH 140 67 81

NH, OH

1000 1000 1000

(@] (@]
HOWOH 88 48 130
Howm >3000 >3000 >3000
HOWOH >3000 >3000 >3000

33a HOJ\/\/U\OH ~1000 ~300 >3000

w
@
T
o)
o
o
g
I

~3000 ~300 ~3000

(@] (@]
33d HOWOH >3000 ~3000 >3000

NHz ~cooH

HOOC._~._ COOH

33s ~3000 ~3000 ~3000

33g N ~1000 ~300 >1000

~3000 ~1000 =>3000

w
W
3
P4

-
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HOOC._~_COOH
33n NHz >1000 ~1000 >1000
—_— CONHMe

HOOC\/\/COOH
330 N, >3000 ~3000 ~3000

CONHPTr
HOOC\/\/COOH
33p NH, \ ~1000 ~300 ~1000
CONHBN
HOOC.__~._ COOH I\
33 Nk ( oo 1000 >1000 >1000
> > >
29l »NH o}
O

HOOC,_~_-COOH

339 N, }Hﬁm ~1000 75  ~1000
(@]

Tableau 29 :caractérisation de l'interaction entre les trantpos du Glu EAAT1-3 et les nanalogues du Glu
monosubstitués en position 4 dans le test FMP.

En accord avec les données de la littératureRidM4-KG est bien un inhibiteur non
substrat des EAAT2 et 3 et substrat des EAAT1.dredogues alkylés du Glu présentant des
chaines plus ou moins longues (Et a iPn), sont tissinhibiteurs non substrats des EAATS

et ne présentent pas de sélectivité marquée.

Tous les analogues fonctionnalisés que nous avoégagg, sont également des
inhibiteurs non substrats a I'exception des 4-HygltGlu qui sont des substrats eb particulier
le dérivé (2,4)anti qui présente une affinité plus importante que isomére (2,4syn Les
dérivés 4-hydroxy-4-méthyl-Glu sont, quant a euss thhibiteurs non substrats des EAATs
avec la encore une affinité plus grande pour l'iémn(2,4)anti. Ces dérivés hydroxylés,
gu’ils soient inhibiteurs substrats ou inhibitenm substrats, ne présentent aucune sélectivité

marqueée.

Les analogues que nous avons préparé et préseemmbnctions alcool, éther, acide
carboxyliqgue, ester ou amide sont également degbiiatrs non substrats de faibles
sélectivités vis-a-vis des EAATs. Seul le dérivéidique 33g comportant un groupement
diphényléthyl est un inhibiteur non substrat présenune bonne sélectif en faveur des
EAAT2.

Les tests d'utilisation de la recapture du radamid [H]-D-Asp ont également été mis
en ceuvre pour les analogues fonctionnalisés. Ldtags sont présentés dans le tableau ci-

dessous.
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R EAAT1 EAAT2 EAAT3
Glu H 35 [4.5+ 0.04] 62 [4.2+ 0.03] 51 [4.3+ 0.02]
33i \"on [B0OO [2.5] 140 [3.9+ 0.05] [B00O [2.5]
33a X0 en 450 [3.3+ 0.05]* 290 [3.5+ 0.03] 1000-3000 [2.5-3]
N\ OH
33d T >3000 [<2.5] >3000 [<2.5] >3000 [<2.5]
(0]
33s S >3000 [<2.5] >3000 [<2.5] >3000 [<2.5]
(0]
33g N s 1000-3000 [2.5-3] 180 [3.8+ 0.04] [B0OO [2.5]
(0]
33m A, >3000 [<2.5] 290 [3.5+ 0.04] >3000 [<2.5]
(0]
33n N\ s >3000 [<2.5] 680 [3.2+ 0.05] >3000 [<2.5]
H
(0]
330 A >3000 [<2.5] 1000-3000 [2.5-3]  >3000 [<2.5]
H
(0]
33p N~ (11000 [3] 410 [3.4+ 0.05] [BOOO [2.5]
H
% Ph
33q ,\\\)kNAPh 1000-3000 [2.5-3] 95 [4.0+ 0.04] [B00O [2.5]
H

Tableau 30 :test de la recapture du radioligand|iB-Asp effectué dans des cellules EAAR1-3-HEK 293
enpM, pK; £ S.E.M entre crochets Em pour le Glu en gras.

Les résultats obtenus sont cohérents avec lesdietest FMP. En particulier, I'amide
33qg apparait ici encore comme la molécule la phiéréssante en terme d’affinité et de

sélectivité.
V.2 Tests pharmacologiques sur les iGIuRs
Les analogues du Glu synthétisés au laboratoirét@négalement testés vis-a-vis des
iGIuRs et sur les différents types de sous-uniéssrdcepteurs kainate (KARs), iGIUR5-7. Les

essais pharmacologiques ont été réalisées a gartiréparation de membranes de cerveau de
rats en utilisant le radiologand JJAMPA pour les AMPARs, [H]CGP 39653 (acid®-L-
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(E)-2-amino-4-propyl-5-phosphono-pent-3-énoique) rples NMDARs et le [H]KA pour
les KARSs qui rentrent en compétition avec les lidgdes récepteurs ioniqd&s

Les récepteurs recombinants iGIuUR5-7 humains aite&primés dans des cellules
d’insectesSP par infection baculovirale. L'affinité des anal@s du Glu sur les différentes
sous-unités des KRs a été réalisée suivant un dodagradioligands présents dans les
cellules. Ainsi, [H]-(2S4R)-Me-Glu a été utilisé pour étudier les dosagegamorsur les
iGIUR5, [H]-KA pour les mesures d'affinité sur les iGIuR® Les tests concernant les

IGLURY ne sont pas publiés a ce jour et ces donrestsnt donc confidentielles.

Le tableau suivant présente les valeurs desr@surées dans les différents tests pour
nos analogues fonctionnalisés. Des résultats feekatiies molécules préparées précédemment
ont été inclus pour comparaison.

iGIuR y

IC50 (M) Sous unités des KAIN
Structure AMPA KAIN NMDA iGIuR5 iGIluR6 iGIuR7

O O
HO)J\;/\;/U\OH 48 0017 10 Nd nd nd

NH, Me

O (0]
HO™ Y v~ "OH 16 0.12 38 nd nd Nd

NH, Et

(e} (@]
HOJJ\:/\:/U\OH 78 0.7 >100 nd nd nd

NH, Pr

(0] (e}
HO S 5 OH 24 0.75 >100 <1 ~1 ~1

NH, = OH

(@] (e}
HOJ\:/\E%OH >al100 16 >100 ~10 ~100 ~10

NH, OH

O O
HO™ ™ . OH >100 7.4 >100 ~5 ~5 ~5

NH, =

205\, B. Hermit, J. R. Greenwood, B. Nielsen, L. Bun€h G. Jorgensen, H. T. Vestergaard, T. B. Stdngbo
Sanchez, P. Krogsgaard-Larsen, U. Madsen, H. Brddskorne European Journal of Pharmacolog?004
486, 241-250.

206y, Madsen, D. S. Pickering, B. Nielsen, H. Brau®sborne Neuropharmacology2005 49, 114-119.
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(0] O
33a HO)J\./\:/U\OH >100  nd 26 ~1 ~10 ~10
T ’ilHZ :\OBn
(0] (@]
33i HOWOH 44 0.24 15 <1 nd nd
NHz “~on
(6] O
33d HOJ\;/\;/U\OH >100 39  >100 ~5 ~5 ~10
NHz ~cooH
HOOC._~._ COOH
33s NH, \ >100 >100 52 ~10 | >100  -~50
COOH
HOOC._~._ COOH
339 NHz\ 31 nd >100 | 0043 | -0 -1
COOMe
HOOC._~._ COOH
33m NH, - 25 16  >100 <<l = ~20  ~10
CONH,
HOOC. _~_ COOH
33n lilei\ 32 nd >100 <<1 0,123 0,054
CONHMe
HOOC. _~_ COOH
330 NH, \ 74 nd >100 ~3 ~10 ~10
CONHPTr
HOOC._~_ COOH
33p Ny >100 >100 72 ~1 ~100  ~100
CONHBnN
HOOC._~_COOH I\
33r it C . nd nd nd ~100 ~100  ~100
- »NH O
(6]
HOOC,_~_ COOH
33qg NH, »Hﬁm >100 >100 >100 37 >100  >100
(0]

Tableau 31 :Affinité des analogues du Glu pour les iGluRs AMBAIN et NMDA des synaptosomes de rat
et vis-a-vis des sous-unités iGIuR5-7 humains.

Dans la série des 4-alkyl-Glu, les 4-Me, Et e@u-sont des ligands des iGIuRs avec
une sélectivité marquée pour les récepteurs KARsarGe cela est décrit dans la littérature,
le (2549-4-Me-Glu présente la sélectivité et ‘affinité plus marquée pour les KARs avec

une 1Go de 0,017uM, 100 fois moins importante que celles mesuréess da cas des

NMDARs et des AMPARs. Nous observons la méme tecelqour les dérivés disubstitués
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qui offre une sélectivité pour les KARs par rappauix autres iGIuRs avec cependant des
affinités plus faibles.

Le composé33a est aussi un ligand des iGluRs avec une légéeetsgté pour les
KARs et plus particulierement pour les sous-uni@siR5. Dans le cas des dérivési et
33d, nous observons aussi unsg@nesuré vis a vis des KARs plus faibles que damasedes
AMPARs et des NMDARSs. La tendance s’inverse powdmposé3s En effet, le composé
33sest sélectif des NMDARSs contrairement a son anedagstérifié83g qui présente quant a
lui une affinité tres marquée pour les récepteurdNKet plus particulierement pour les
iIGIURS (IGso = 0,043uM). Les dérivés amidique33m-n présente la méme préférence pour
les iGIuRS5. Les dérivés amidiqu@&8n-o restent des ligands des iGIuRs avec encore une
sélectivité plus marquée pour les KARs. Par cortrecomposé 33p ne présente pas de
sélectivité vis-a-vis des iGIuRs mais reste unndyasélectif des IGIURS par rapport aux
iGluR6-7. Le dérivé33r n'a été testé que sur les KARs et ne présentedfzdivité

intérressante vis-a-vis des sous-unités des KARSs.

L’analogue33g possede une faible affinité pour les 3 groupesi@asgRs (Ki > 100
puM). Ce qui est un atout puisqu’il est aussi tredetd des EAAT2. Le DHK
(dihydrokainate) est aussi inhibiteur spécifigues dAAT2 mais il présente une affinité
modérée pour le sous-groupe KAIN des iGLURs;{E6 uM?®") et pour les NMDARs (I
= 350uM?%®). Le compos@&3q offre donc une meilleure sélectivité vis-a-vis ESAT2 par

rapport aux iGluRs.

V.3 Conclusion
D’aprés les résultats exposés ci-dessus, le composdique33g constitue un bon
inhibiteur trés sélectif des EAAT2. Cette caradtue permettra dans un futur trés proche
de mieux comprendre et déterminer le réle des EAAUstype 2 par rapport aux autres
transporteurs et récepteurs du Glu.

Les résultats obtenus avec les comp@3gset 33m sont également tres intéressants.
En effet, leur forte affinité sélective des iGluRbt de ces composés des outils potentiels
pour I'étude pharmacologique des iGIUR5. Ces co@pdasront prochainement I'objet d’'une

évaluation d’activité vis-a-vis des mGIluRs.

207K, Shimamoto, B. Lebrun, Y. Yasuda-kamatani, Mka&ni, Y. Shigeri, N. Yumoto, T. Nakajimifol.
Pharmacol, 2004 67, 2115-2127.

208 K. Shimamoto, B. Lebrun, Y. Yasuda-Kamatani, Mk&ani, Y. Schigeri, N. Yamoto, T. Nakajinislol.
Pharmacol, 1998 53, 195-201.
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Chapitre VI Conclusion générale et perspectives

Durant ce travail de thése, une douzaine de naomxveanalogues du Glu
fonctionnalisés par des esters, acides, amidethetséen position 4, ont été synthétisés par
transamination des analogues du KG correspondantgilessant ’AspAT dE.coli. (Schéma
149). Nous avons démontré que cette enzyme estatalyseur tres efficace pour la

transamination d’analogues du KG présentant desmebhdonctionnalisées plus ou moins

longues.
R* R* .
0 AspAT E.coli NH, R* = OBn, OH, (OCH,CHy)3N3.
HOLC CO.H CO,H, CH,CO,H, CH,CO,Me,
LiO,C CO,Li ACS 2 2 CONH, CONHMe, CONHPr, CONHBn,

Schéma 149 synthése de nouveaux analogues du Glu fonctiossalis

Par ailleurs, la transamination de ces compdseéatalysée par la BCAT pourrait
permettre dans plusieurs cas d’accéder aux isome2gsanti comme cela a été décrit pour

les analogues 3-Me- et 4-Me-R&

Une importante partie de notre travail a portélaumise au point de méthodes simples
et générales pour la synthese d’analogues du K&ifomalisés. Ainsi, la méthode basée sur
la condensation de Michael est trés efficace paupréparation de composés de type
obtenus avec des rendements globaux compris e0tet 28 %. Nous avons aussi mis au
point une méthode générale basée sur la coupudanteyd’énamines cycliques qui a permis
de préparer une variété d’analogues du KG fonctbsés par diverses amides en position 4
(Schéma 150). Cette méthode a I'avantage de ne arbenpgue trois étapes (a partir de la
cyclohexanone-2,5-dicarboxylate) et pourrait égalenétre étendue a la synthése de dérivés
estérifiés en effectuant une coupure oxydante diétbu d’esters d’énol cycliques.

R4
~ 1.1
* LiO,C CO,Li

o) CO,R

R

© CONHR'
NHR' )
CO,R j’\}\
— LiO,C CO,Li
CO,R

Schéma 150 deux méthodes générales développées pour la sgrdta@slogues du KG fonctionnalisés.
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Par ailleurs, plusieurs analogues du Glu présemtaribngues chaines polyéther ont
été préparés a partir d'un seul et méme analogu&ldu33b (schéma 151). En effet, ce
composé présente un groupement azoture terminalnqus a permis deffectuer une
cycloaddition [3+2] en réagissant avec divers aésynLes premiers essais ont permis de
montrer que I'AspAT est active vis-a-vis de ceslagaes dont la chaine en position 4 est
probablement assez longue pour sortir du site detif’enzyme. Ces résultats permettent
d’envisager la synthese d’analogues immobilisés pourraient étre des substrats de
'enzyme. Ce type de composés peut permettre diareélle procédé biocatalytique en
utilisant un réacteur membranaire pour la prépamastéreosélective d’aminoacides non

naturels a grande échelle.

(0] (0]
NH, \/\O/\/ \/\N3 NH, o\/\o/\/o\/\N’N\‘N

—R -
HO,C CO,H \\<
2 2 cu() HO,C CO,H -

33b

Schéma 151 synthése de nouveaux analogues du Glu a partiomhpasé33b.

Tous les analogues du Glu synthétisés au courettie thése ont fait I'objet de tests
pharmacologiques pour I'étude des EAATs et desRSluBien que les résultats des tests
relatifs aux iGIuRs ne soient pas complets a I'eeagtuelle, le dérivé amidiqi8g constitue
un bon substrat inhibiteur trés sélectif des EAAIUstype 2. Il pourrait donc étre tres utile

pour mieux comprendre le rGle des EAAT2 dans le SNC

D’autre part, les cycloadditions entre le compaz&t&33b et divers alcynes permettra
de préparer une variété de bi-ligands. Aujourd’tefte approche constitue une perspective
tres intéressante pour la synthese de composéengaés des activités plus sélectives et
mieux contrbélées vis-a-vis des GluRs en interagisda facon concertée sur les différents
sites de liaisons de ligands compétitifs ou nonmétitifs du Glu présents sur ces récepteurs
(Schéma 152).

o 0 .
NH, ¢~ 0 NN

—

HO,C CO,H

\’_\ﬁy

| :

Site de fixation du Glu

l

autres sites des GIluRs

Schéma 152 préparation de bi-ligands substrats des GIuRs.
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Modélisation Moléculaire

En parallele des travaux de synthese présentés ldansartie |, une étude de
modélisation moléculaire portant sur le site adéf’AspAT d’E.coli a été effectuée sous la
tutelle du Dr. Bettina ABOAB. Ce travail avait poobjectif de comprendre et de mieux
expliquer la spécificitté de substrat de I'AspAT queus avons pu appréhender
expérimentalement grace aux études cinétiguesteffes avec les analogues du KG. En
modélisant des complexes enzyme-ligands par un®etpp de Docking, nous avons cherché a
expliquer I'énantiosélectivité marquée de I'enzyme faveur d’'un des énantiomeres des
analogues du KG. Nous avons aussi cherché a codrpréa particularité de I'AspAT de
s’accommoder de groupements volumineux et/ou tvagd en position 4. Cette étude a eu
également pour objectif de définir un modéle daliptéon d’activité de I’AspAT susceptible

d’orienter les travaux de synthése vers des subgitdentiels de I'enzyme.

Avant de présenter et de discuter les résultatenoist lors de cette étude, une
introduction est dédiée a la présentation desréififé&s techniques de modélisation moléculaire.
De plus, afin de mieux interpréter les résultatsraelélisation, il nous a paru indispensable de
décrire 'AspAT en insistant sur son mécanisme tibacet la structure du site actif, essentielle

a l'activité de I'enzyme.
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Modélisation Moléculaire Introduction

Chapitre | Introduction a la modélisation moléculaire

[.1 Introduction et domaines d’application

La modélisation moléculaire regroupe I'ensemble deéthodes théoriques qui
permettent de simuler par ordinateur le comportérdea molécules en phase gaz, en solution
ou lors d'une réaction chimique. Les techniques rdedélisation moléculaire se sont
développées en méme temps que l'outil informatidtermi les domaines d’application des
techniques de modélisation moléculaire, on peet €dnalyse conformationnelle de molécules
en phase gaz ou liquide, la réactivité chimiquaide a la conception de molécules a visées
thérapeutiques, la prédiction de la structure 3Dpd®éines par homologie, ou encore les

études de complexes protéine-ligand dites de «iDgck

A I'heure actuelle, les techniques de modélisanumiéculaire ont acquis une grande
fiabilité notamment en ce qui concerne les étudePdcking. C’est la raison pour laquelle,
tous les laboratoires de recherche se sont dottddeutils.

[.2 Les méthodes de calcul de I'énergie d’'une molécule

En ce qui concerne le calcul d’énergie d’'une stmgcthimique, le modélisateur dispose

d’un éventail de techniques qui ont été dévelopgéts deux grands types de méthodes:

- Les méthodes de Mécanique Quanti¢€)) basées sur la résolution de I'équation de

Schrddinger (équation différentielle fonction desmonnées électroniques du systeme étudié).

- Les méthodes de Mécanique MoléculgiviM) basées sur la mécanique classique qui

permet de calculer I'énergie stérique du systénméveaau des atomes et non plus des électrons.

La taille du systeme moléculaire a étudier et lagance de l'ordinateur sont les criteres

a considérer pour déterminer le choix de la méthitzdealcul d’énergie.

Dans le cas de molécule de taille moyenne (< 20@es), les méthodes de mécanique
guantique sont généralement appliquées, alors @ums de cas de macromolécules, des

méthodes de mécanique moléculaire sont utilisées.

[.2.1 Les méthodes de mécanique quantique

Les méthodes de mécanique quantique qui compredegnnéthodesb initio, les
méthodes de la théorie de la fonctionnelle de tesité (DFT) et les méthodes semi-empiriques,
sont basées sur la résolution de I'équation ded®aimger du systeme moléculaire étudié dont

I'expression est la suivante :
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HOP=E®

Equation 5

ou H: estl'opérateur Hamiltonien, H=T + V.
avec T : opérateur énergie cinétique des élecebdss noyaux.

V : opérateur énergie potentielle des adBons électrons-noyaux, noyaux-noyaux et

électrons-électrons.
E : Energie moléculaire totale.
@ : fonction d’onde du systéme.

Les méthodesab initio sont les méthodes les plus précises. Elles calcidémergie du

systéme a partir des orbitales moléculaires.

Les méthodes de la théorie de ldonctionnelle de la densité (DFT) calculent

I'énergie du systeme a partir de la densité éleiciue et non plus des orbitales moléculaires.

Les méthodes semi-empiriquepermettent d’effectuer des calculs d’énergie ses d
molécules de plus grande taille que les méthadbemitio, car les orbitales moléculaires sont

exprimées seulement sur la base des orbitales giesdes électrons de la couche de valence.

[.2.2 Les méthodes de mécanigue moléculaire

Les méthodes de mécanique moléculaire ont été a@éts pour les molécules de

grande taille (milliers d’atomes : protéines, ADN).

En mécanique moléculaire, les atomes sont assiitiss sphéres dures non élastiques
et les liaisons a des ressorts de longueur b (Eigd). Les mouvements des atomes sont régis
par des forces intramoléculaires et intermolécefaiCes différentes forces proviennent de

I'énergie potentielle des atomes due aux interastentre atomes.

Figure 47: Modéle moléculaire des méthodes de mécanique nalézu

L’énergie potentielle est définie comme une somnme tdrmes d’interactions
intramoléculaires et intermoléculaires. Tous cdfdints termes font appel a des parametres
empiriques ajustés sur I'expérience ou détermingartir de calculsb initio d’ou le terme de

meéthode empirique pour ce type de méthode.
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Pour chaque conformation, I'expression de I'énetgtale Eae d’'une molécule est la

suivante :
Etotale =E stretching +E bending +E torsion T E vdw T E elec T E hydro

Equation 6 : Energie potentielle d'une molécule.

OU E swetching €St I'énergie d’étirement des liaisons interatamei)
E bending €St liee a la déformation des angles de liaisons,
E torsion €St I'énergie de torsion des angles diedres,
E vaw représente les énergies liées aux interactiondadeDer Waals entre atomes non
liés,
E eec €St I'énergie électrostatique coulombienne,
E nyaro rend compte des liaisons hydrogenes non compieses 5 qw.

L’expression mathématique utilisée pour décrire @ifférentes énergies et les

parametres empiriques intervenants dans ces eigrssonstitue ushamp de force

Les principaux champs de force sont les suivaMsI2 et MM3 (Allinger, 1977 et
19899, AMBER (Kollmarf*!, 1981) dédié aux peptides et protéines, CHARMMrke""
1983) puis CVFF et CFF91 (Hagt&t*'* 1988-1994) pour les molécules biologiques et les

macromolécules.

Dans le cadre de nos travaux, nous avons utilisédenp de forces CFF9% (Covalent
ForceField 91) de la firme Accelrys. Sa forme afighe, détaillée dans I'Equation 7 et
illustrée a la Figure 48, comprend les cing contidns classiques décrites plus haut, ainsi que
sept termes croisés. CFF91 est plus particuliéreradapté a I'étude de petites molécules

organiques, mais permet également de traiter desomalécules biologiques.

209N, L. Allinger,J. Am. Chem. Sqcl977, 99, 8127-8134.

219N, L. Allinger, Y. H. Yuh, J-H. Lii,J. Am. Chem. Sqc1989 111, 8551-8565.

21p K. Weiner, P. A. Kollman]. Com. Chem1981, 2, 287-303.

22B. R. Brooks, R. E. Bruccoleri, B. D. Olafson, D States, S. Swaminathan, M. KarpliisCom. Chem1983
187-217.

23 A T. Hager et alProteins :Structure, Function and Genelit988 4, 31-47.

24 A T. Hager, C. S. Ewigzomp. Phys. Comi994 84, 131-155.

2> Maple, J.R.; Hwang, M.-J.; Stockfisch, T.P.; Dinut; Waldman, M.; Ewig, C.S.; Hagler, A.J. Comp.
Chem.1994 15, 162-182.
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E=%2K (b-h)2+3K (b-h)° +4Kb(b - t6)4(1)

+X 2K (0 -0,)2 + 2K (003 + 4Ke @ —00)4 ()

+ Zq) K(P (1 -cop) + ZK(P (1 — 2cow) + ?’K(P (1 — cosd)(3)

+ Xy Ky X2 (4)

+3, 2 K, (b—h) (b~ (5)

+3, 2, Koe (0-0,) (0= 0" ) (6)

+3, 3 K (b-) (0-0) (7)

+X Z(P (b-R) [K,,cosp + 2K, cosPp + 3K, cos3p] (8)
+3 Z(P ' -b)I K gy COSPp + 2K, COSZp + 3K, cos3p] (9)
+2, 2 (0-0) [ K(Pe cosp + ZK(Pe cosp + 3K(Pe cos3p] (10)
+2,%6 T Kog (0-6)) (6" 6')) cosp (11)

’ + Zisj (Qi. g)/rij + X i>j i [ 2(r*ii / roi) — 3(r¥i / reij) ] (12)
Equation 7 : Expression mathématique de I'énergie totale dimoéécule en fonction des coordonnées des atomes
(b, 6, @).

3 PNLIIPY 3 W
(2)

(M

(1)
Figure 48: lllustrations des différentes énergies d'intei@tpris en compte dans le champ de force CFF91.
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A. Les méthodes de détermination de la conformation’énergie minimale

L’'analyse conformationnelle d’'une molécule nécessin calcul de minimisation
d’énergie afin d’obtenir la conformation d’énergieénimale qui est la plus stable et donc, la
plus probable.

On peut calculer I'énergie de chaque conformer@@’molécule a partir des coordonnées

internes (19,9) des atomes.

L’ensemble de ces couples de points (Conformérerdim de la conformation) décrit

une surface d’énergie potentielle notée SOt I'allure en coupe peut étre analogue a celle

présentée a titre d’exemple, dans la figure cédes qui correspond a une coupe de la surface

d’énergie potentielle de la biotine.

E &

Biotine

global

= coordonnées atomiques

Figure 49 : coupe de Isurface d'énergie potentielle de la biotine.

Une SEP peut présenter plusieurs minima dits «wboeaet un seul minimum dit

« absolu » car il correspond au minimum de plusé@&sergie comme le montre la Figure 49.

B. La méthode systématique : méthode de la grille

L’exploration de la SEP d’une molécule par la méthde la grille est obtenue en faisant
varier pas a pas chaqaagle diedre de la molécule.

La méthode de la grille n'est pas une meéthode danmsation d’énergie mais la
détermination des minima résulte de la quasi-eagilan de la SEP. Cependant, cette méthode

n'est envisageable que dans le cas de moléculgdesingui présentent un faible degré de
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liberté. Nous pouvons citer comme exemple I'étudefarmationnelle du butane. En faisant
varier I'angle diedré de 0 a 360° par pas de 30°, on observe le minimi'émergie pou =
180° qui correspond a la conformation pour lagudlie géne stérique entre les deux
groupements méthyle de la molécule est minimalafcmation décalée, Figure 50 et Figure
51).

CHa Hz:H CHs H3CCHs
H H é H CHs
H H I é-lH3 H H i H
CHs H

I II I1I v

Figure 50 : Les différentes conformations du butane selon dgeption de Newman.

E(kl.mol™y
188 |v
Il
15,9 -
H=C g
CHs
H H
H
38 1 I
0 ".I T T T . (deg)
0 a0 120 150 240 300 340
Energie potentielle de la molécule de butane

Figure 51 : Energie potentielle du butane en fonction de I'ardjédref.

C. Les méthodes numeériques

La minimisation de I'énergie d’'une molécule estprcessus itératif dans lequel les
coordonnées des atomes sont constamment ajussgesdjamener la structure de la molécule

a une énergie minimale.
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Par définition mathématique, on obtient le minimdfane fonction T, lorsque sa

dérivée premiére s’annule et lorsque sa dérivéensiecest positive.

Le gradient d'une fonction T (grad(T)) est un vectgui indique la direction de la
croissance de la fonction T. Donc, en prenant tactibn opposée au gradient, cela permet
d’atteindre un minimum plus rapidement. Pour umecfion T qui posséde 3 variables (x,y,z),

le gradient de T s’écrit de la fagcon suivante :

M(T?=?(Tj=(

8T 6T oT
Ox’ oy’ Oz

Equation 8 : Expression du vecteur grad(T).

Parmi les méthodes numériques, on peut ciler méthode de la plus grande pente
(steepest descent), la méthode du gradient conjlayun@&thode de Newton Raphson.

Toutes ces méthodes sont itératives c'est-a-ditalgs s’arrétent lorsque la norme du

gradient de I'énergie est proche de zéro ce quespond a un minimum d’énergie.

Cependant, par le biais de ces méthodes, on alteminimum le plus proche de la

structure initiale qui ne correspond pas forcénaenminimum absolu du systér(ieigure 52).

Il est donc nécessaire de disposer de méthodesetianhd’explorer véritablement
'espace conformationnel. En franchissant les begs d’énergie, il est possible d’obtenir la
conformation la plus stable qui correspond au mimmabsolu de I'énergie potentielle de la
molécule (Figure 52). C’est la raison pour laquedie utilise des méthodes de type Monte-

Carlo ou de Dynamique Moléculaire (DM) qui permettd’échantillonner la SEP.

O Structure initiale

@ structure minimisée
Par MQ avec la méthode
du gradiant e6njugué

énergie

conformeres

Minima absolu

Figure 52 : Obtention de minimum local aprés une minimisatiertype gradient conjugué. Pour obtenir le
minimum absolu, il faut fournir de I'énergie au ®yree pour franchir les barrieres d’énergie.
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D. La méthode de Monte-Carlg*®

A partir d'une conformation initiale d’'une moléculen génere un ensemble de
conformations obtenues par déplacement aléatosepdsitions atomiques. L'utilisation de
lalgorithme de Métropolis permet ensuite d’échiédmtner les conformations les plus
probables c'est-a-dire de plus basse énergie. éreble des conforméres générés est suppose

représentatif de I'ensemble statistique des corgoeside la molécule.

E. La Dynamique Moléculaire®*’

Elle permet de simuler le mouvement de vibratios deolécules (simulation de
I'agitation moléculaire) par mécanique classiqueappliquant les équations de mouvement

de Newton en fonction du temps (Equation 9).

Un atome i de la molécule étudiée est considéerénmnmne masse ponctuelle mi, sur

laquelle agit une forc&i résultant de 'ensemble des interactions entraiene i et le reste
du systeme dans un intervalle de terdpd.'énergie totale E de la molécule est dansa ¢
€gale a la somme des énergies potentielles etiquilest La trajectoirele chaque atome du

systeme est donc obtenue par résolution de I'éguae mouvement décrite ci-dessus.

Fi =m ai =m & E (xi, m)/& xi (t)

Equation 9 : Equation de mouvement de Newton.
Ouai est I'accélération subit par I'atome i d’abscigssdépendant du temps t.

Cette équation est applicable & un systéme étudré npecanique moléculaire,
puisqu'un champ de forces exprime précisément tgaepotentielle sous forme d'une
fonction des coordonnées atomiques. Il est dormutirhoment possible de calculer la force
qui agit sur chaque atome et I'accélération a Ihguleest soumis. Ceci permet d’évaluer sa
position et sa vitesse aprés un intervalle de tedgmsé, grace a l'algorithme d’intégration
Velocity Verlet. On peut ainsi déterminer la trage de chaque atome i de la molécule en

fonction du temps t (Equation 10).

28 A R. LeachMonte Carlo simulation methods, in Molecular modegli Principles and application4996
Addison Wesley Longman Ltd.: Harlow. p. 371-411.

27 A R. Leach., Molecular Dynamics Simulation Methods, wlddular Mechanics : Principles and
applications.1996 Addison Wesley Longman Ltd.: Harlow. p. 313-370.
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Position de I'atome i & I'instant tAt : xi (t + At) = xi (t) + At.vi () + At%.ai () / 2

Equation 10 : Expressions de la trajectoire et de la vitesse dtome i de la molécule en fonction du temps en
DM

Le choix de l'intervalleAt utilisé (souvent désigné timestep) possede upeiitance
particuliere. Un temps trop court ameéne de noml@®uwperations inutiles et augmentent
donc les temps de calcul nécessaires a I'étudeystérse. Un intervalle trop long laisse les
atomes parcourir une trés grande distance entre é@pes, ce qui peut notamment amener
des collisions, suite a des conflits stériques eeis atomes. De maniere générale, les
intervalles de temps utilisés pour générer la ttajee des atomes lors d’'une simulation de
dynamique moléculaire sont de I'ordre dé*3)(= une femtoseconde (Fs)). La durée d’une
dynamique est en général de I'ordre de 100 picoskEn(10Fs).

En début de simulation, une vitesse initiale esigag€e a chaque atome, grace a une
procédure aléatoire qui simule une distributionMxwell-Boltzmann correspondant a une

température choisie par I'utilisateur (Equation.11)

P(vix) = (mi / (2.M.kg. T)). exp [ mi. viZ/ (2. ks. T)]

Equation 11

Cette équation exprime la probabilité gu’un atorde masse it une vitessejyva la
température T. Elle introduit ainsi la notion dempgrature au sein des méthodes de
dynamique moléculaire. Plus la température estééleplus la vitesse communiquée aux
atomes sera importante. On fournit donc au systémeecertaine quantité d’énergie cinétique,
qui lui permet de franchir les barrieres d’énergaentielle (Figure 53). Pour peu que la
température soit suffisamment importante, une nutdéest alors capable d’adopter toutes les
conformations possibles. Dans la figure ci-dessti@kvation de la température jusqu’a
400K permet de franchir les barrieres d’énergied’atteindre le minimum global, chose

impossible en restant a 250 K.
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QO Structure initiale
T=400K

@ structure minimisée
aprés DM

énergie

\/ ~17 T=250K

conforméres

Figure 53 : Elévation de la température a 400K d’'une molécnl®® permet de franchir les barrieres
d’énergie et d'atteindre le minimum global.

L’énergie de ces structures, générées a haute tetape peut ensuite étre minimisées
de maniere a générer un échantillon de conformatstables, qu’'on espere représentatif de
'espace conformationnel de la molécule. Cette aegpe peutcependant fournir plusieurs

structures caractérisées par une énergie potentigfiortante (de haute température).

En général, une simulation de dynamique molécutiéteute par une phase de mise a
'équilibre, qui permet aux différentes variabldsetrmodynamiques du systeme de se

stabiliser.

F. La méthode de recuit simulé (simulated annealirfd®) :

Cette technique a pour but de déterminer le minimaimsolu sur la SEP. Elle

s’appligue en Monte-Carlo et en Dynamique Molégelai

Le principe du recuit simulé peut se résumer déaton suivante : a partir d'une
conformation initiale a haute température (T = K)0QOn simule un refroidissement par
palier de température. Une diminution progressiwdadtempérature du systeme permet ainsi
de réduire son énergie cinétique et de le foroeccauper les états de plus basse énergie. Les
structures qui correspondent a ces états peuvems dtre collectées et minimisées.
L’avantage de cette technique par rapport a un@lsiminimisation est qu’elle laisse une
certaine liberté d’évolution a la molécule étudiéegui évite le confinement du systeme dans

des minima locaux trop défavorables (de haute éxerg

28 Kirkpatrick, S.; C.D. Gelatt; M.P. Vecclicience1983 220, 671-680.
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Chapitre 1l L’Aspartate Aminotransférase

L’Aspartate aminotransférase (AspAT) ou Glutamatgal@acétate transaminase
(GOT) est une aminotransférase spécifique vis-alescouples-Asp/OA etL-GIu/KG. Elle
catalyse la réaction réversible de transaminatigreeces deux couples (Figure 54). Parmi les

ATs, ce sont les enzymes les plus étudiées awessishir le plan structural que mécanistique.

NH; AT O O NH,

(0] O
H
ONOH . HOMOH HO\H)J\/U\OH . HO\H/'\/\H/OH
(0] O O o (0] (0]
Asp KG

OA Glu
Figure 54 :réaction catalysée par 'AspAT.

I1.1 Origine

L’ASpAT est une enzyme présente chez tous les &iremts et est essentielle au
métabolisme primaire. Il existe deux types d’Aspéfiez les eucaryot€s : une cytosolique
(cAspAT) et une mitochondriale (MAspAT). Elles ombe spécificité de substrat et des
structures différentes. En effet, elles ne comporpas le méme nombre d’acides aminés et

présentent seulement 45 a 50 % d’homologie de ségque

Les AspATs microbiennes comme I'AspATEIColi offre un plus large spectre de
substrat que les AspATs d’origines animale ou va&géEn plus des-Asp etL-Glu, 'AsSpAT
d’E.coli présente une activité significative vis a vis deLiphenylalanineL-tyrosine, L-

tryptophanel.-leucine et de la-methionine.

Les diverses spécificités de substrat des AspAdsgihe animale et ¢.Coli peuvent
s’expliquer par leurs importantes différences dtmates. Par exemple, la comparaison des
séquences d’'acides aminées des AspATs extraitperdeou de poulet a celleEl'Coli révele

seulement une homologie d’environ 40 % !

[1.2 Structures

Actuellement, une centaine de structures tridinmmslles d’AspAT sont répertoriées
dans la Protein Data Bank (PDB).

Quelque soit son origine, '’AsSpAT se présente dausrme d’'un dimére qui présente

un poids moléculaire de 90 000 Dalton environ. Cleagous-unité contient environ 400

219 A E. Braunstein, The enzyme$™3Ed, Edited by P.D. Boyel,973 9, 379-481.
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acides aminés et est composée d’'un grand domaésals 48 a 325), d'un petit domaine
(résidus 15 a 47 et 326 a 410) ainsi que d'un Rrgexminal (résidus 1 a 14, Figure 55).

Chaque sous-unité possede un site actif qui se 8itinterface des deux sous-unités,
entre le petit et le grand domaine. Le site adifferme le coenzyme PLP (Phosphate de
pyridoxal) qui se lie de fagcon covalente au sulbsDa plus, la nature des acides aminés du
site actif reste identique d’'une AspAT a l'autreesésidus jouent un role essentiel dans la

réaction de transamination.

Complexge PLP-OA
dans le|site actif

Grand dag

Petit don = Bras N-[Terminal

Figure 55: structure de I’AspAT d&.Coli sous la forme fermée (origine : fichier 1ARG d€[2B)
en bleu: chaine Aen rouge chaine B.

L’enzyme peut adopter plusieurs conformations : doeme ouverte qui facilite
I'entrée et la sortie du substrat et une formenfsr qui permet d’isoler le substrat du milieu

extérieur (généralement de I'eau) et de catalysegdction de transamination

Les substrats dicarboxyliques (Asp/OA et Glu/KG)tsiixés par interactions ioniques
entre les arginines 292 et 386 qui vont les positionner correctement darsste actif pour
la transamination. Lors de la fermeture de I'enzymeepetit domaine effectue alors une
rotation de quelques degrés par rapport au gramdaimhe et I'hélice proche du bras N-
terminal, se déplace afin de compléter la fermeti@d’'enzyme. L’angle de rotation est de

I'ordre de 5 & 6 degrés pour I'AspATEICol*?! et de 13 degrés pour les enzymes d’origines

220x indique que le résidu fait parti de 'autre sawsté de I'enzyme.
221 o Okamoto et alJ.Biochem (Tokyo),1994 116, 95-107.
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animale$* telles que la mAspAT de poufét (Figure 56). L’hélice du petit domaine fait

alors office de « porte » qui va se refermer swulestrat en le piégeant dans le site actif.

<— Small domain
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*/4

Figure 56 : Fermeture de la mAspAT de podfeEn pointillé : structure du site correspondala forme
ouverte de I'enzyme, en trait plein : structuresia actif correspondant a la forme fermée dezyere.

[I.3 Etude du site actif
[1.3.1 Etude mécanistique : caractérisation des intermédires réactionnels

La plupart des études effectuées sur le mécanigna ttansamination enzymatique
des transaminases ont concerné I'AspAT. Le mécanifait intervenir trois intermédiaires
réactionnels : I'aldimine externe, l'intermédiaig@inonoide et la cétimine (une imine). La
figure ci-dessous décrit la premiére demi-réactanle substrat donneur se fixe au PLP en
formant I'intermédiaire aldimine externe, qui, &slate d’échange 1,3 protique catalysé par la
Lysine 258, donne lintermédiaire cétimine qui slhglyse en pyridoxamine phosphate
(PMP) et le cétoacide correspondant. Le substiegpdeur se fixe ensuite sur le PMP pour
former a nouveau le cétimine. Le schéma réactiotadh seconde demi-réaction est le méme

gue celui de la premiére a part que son sens\estsi

222 3 N. Jansonius and M. G. Vincemiol. Macromol. Ass1987 57-74 and D. E. MetzleTransaminases

1985 138-164.
223C.A. McPhalen, M. G. Vincent, D. Picot, J. N. Jamisis,J. Mol. Biol, 1992 227, 197-213.
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NH,

e oo

NH3
NHO o NH® ® NHO®
@ 0@ + RlYCOZ — i Pr—— @ oo
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03PO |
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Cétimine
Pyridoxamine
(PMP)

Figure 57: Premiére demi-réaction : conversion du pyridoxalggiate (PLP) en pyridoxamine phosphate
(PMP).

De nombreuses études spectroscopiques (les inteinesdabsorbent a des longueurs
d’onde différenciables comprises entre 300 et 500 nnigtatfographiques, RMN'{, *°C

et 3'P) ont été réalisées afin de prouver I'existenceek intermédiaires et d’analyser leur

structure. Cependant, ces derniers ont des dueagedres courtes, ce qui ne facilite pas

leurs études. Plusieurs méthodes ont été utilisées

Les analogues de substrats naturels formant depleres inhibiteurs de I'enzyme
peuvent mimer les différents intermédiaires. Laristallisation (couplée a des études
spectrométriques et de diffraction des rayons X XDRle I'enzyme avec le succinate, le
glutarate et le malé&t@ a permis I'étude du processus de fermeture deytee ainsi que
l'étude de [lintermédiaire aldimine interne. Le Z2thylaspartate ou encore le 2-
hydroxyméthylaspartat® peuvent mimer les complexes de type aldimine agteren effet
lintermédiaire aldimine formé entre le PLP et eemloguesx-alkylés d’Asp ne peuvent pas

subir de déprotonation conduisant a I'intermédiguaonoide.

Enfin I'érythro 3-hydroxyaspartafé® stabilise I'intermédiaire quinonoide en formant

deux liaisons hydrogéne avec le résidu Tyr70 gréeipement phosphate du coenz§fthd.a

224 A E. BraunsteinThe enzymed973 3rd edition, vol. 9, pp 379-481, Academic préésw York.

22p Fasella, A. Giartosa, G. G. Hamm@mchemistry 1966 5, 197-202.

226\, T. Jenkinsy. Biol. Chem1961, 236, 1121-1125 et Y. Morino, E. E. Snéll,Biol. Chem 1967, 242,
2800-2809.

2273, F. Kirsch J. Mol. Biol, 1984 174, 497-525 and H. Hayashi, H. KagamiyaBiachem 1995 34, 9413-
9423.
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demi-vie de lintermédiaire est alors suffisanteupdobserver par spectrophotométrie.

Cependant aucun autre inhibiteur n’a permis I'étdel€intermédiaire cétimine.

Une étude cristallographique portant sur des imégliaires thermodynamiquement
stables a permis la détermination structurale degptexes cétimines formeés entre I'aspartate,
le glutamate et la mAspAT de coeur de pdafetDe méme, I'étude de I'intermédiaire
aldimine formée entre [I'AspAT @&.coli et [I'Asp, second intermédiaire
thermodynamiquement le plus stable, a été effetiliée

Pour ralentir la vitesse de transamination et anaflionger la durée de vie des
intermédiaires réactionnels, la cryoenzymologie td éne alternative pour étudier les

intermédiaires enzyme-substrit

1.3.2 Etude par mutagenése : rdles des acides aminés site actif

Le site actif se présente comme une cavité quils@be ligand coenzyme-substrat
par d'importantes interactions principalement deetyan Der Waals et ioniques. Cette cavité
est formée des acides aminés suivants Lysine Lys258, ledArginines Arg266, 292%! et
386, laTyrosine Tyr70*, leTryptophane Trpl140, Iayrosine Tyr225, |Aspartate Asp222,

I’ Asparagne Asnl94 et Histidine His143 (Figure 58). La nature de ces lldiésireste
invariante d’'une AspAT a l'autre et est essentigllda stabilité du complexe coenzyme-

substrat ainsi qu’a I'activité catalytique de I'gnze.

228\/ N. Malashkevich, M. D. Toney, J. N. JansonBimchemistry1993 32, 13451-13462.
229R. Graber e al., Eud. Biochem1995 232, 686-690.

230 M. Sterk, H. Gehring, Eud. Biochem1991, 201, 703-707.

%1 | es acides aminés appartenant & la seconde sitdéseront notés par une *
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PLP-Asp

Figure 58: Site actif de 'AspAT dE.coliqui renferme le ligand PLP-Asp sous la forme dialidie externe
(origine : fichier 1ARG de la PDB).

Les acides aminés qui constituent le site actifé@atétudiés par mutagénese dirigée
afin de définir leur role respectif dans la fixatidu substrat et dans la catalyse. Dans la
plupart des cas, les travaux de mutagenese oeffét#ués sur '’AspAT @&. colicar elle est
facilement et abondamment extraite de souches igaeétent modifiees. Par ailleurs,
sachant que les résidus du site actif restent ienvi@r d'une AsSpAT a l'autre, on peut
raisonnablement penser que les résultats et ohmeryaeffectués avec I'enzyme d’origine

bactérienne peuvent étre extrapolés aux AspATsgira différente.

A. La lysine 258

La Lysine 258 (Lys258) est le résidu du site detiplus étudié car il est présent dans
le site actif de toutes les enzymes PLP-dépenda@tesz I'AspAT, le résidu 258 est lié de

facon covalente au PLP formant ainsi une base ded&pipelée aldimine interne.

Le tableau suivant présente les constantes de Blishgm) pour les mutants Lys
258Ala%, Lys258Met?, Lys258Cysh

22 M. D. Toney, J. F. KirschBiochem, 1989 28, 8161-8167, M. D. Toney, J. F. Kirs&ipchem, 1993 32,
1471-1479.

- 210 -



Modélisation Moléculaire L’Aspartate Aminotransiée

AsSpAT sauvage Lys 258-Ala Lys258-Met Lys258-Cys

Km (mM)
OA

0,3 0,97 0,51 0,53

Tableau 32
Ces mutants conservent une bonne affinité vis ades substrats naturels tels que

'oxaloacétate (OA). D’aprés des études par DR, AspAT mutées ont des structures
similaires a celle d’origine sauvage mis a paregu’absence de lysine, le PLP se trouve sous

une forme libre. Cela montre donc que la formenaide interne n'est pas nécessaire a la

fixation du substrat dans le site et que cettdifixapeut se faire sur le PLP sous forme libre.

Cependant, la mutation de la lysine par d'autresiduss comme ceux décrits
précédemment ou encore par I'Arginifieentraine une diminution de I'activité .} d’un
facteur de 19 a 10 par rapport & l'activité de I'enzyme sauvage vigsades substrats

naturels. La Lys 258 intervient donc au niveauadedtalyse enzymatique

Par spectrophotométrie, on peut suivre la formagbra disparition des différents
intermédiaires réactionnels qui sont caractérisas lpur longueur d’onde d’absorption
(aldimine interne absorbe a 355 nm, le complexe-R§p sous forme d’aldimine externe a
421 nm, sous forme cétimine a 323 nm et sous foguieonoide a 330 nm) et ainsi
déterminer leur vitesse de formation ou de disjparit Les vitesses de I'équilibre
tautomérique existant entre I'aldimine externeaetétimine est tres faible chez les AspAT
mutées, ce qui limite leur activité enzymatique. fibas, les mutants Lys258-Met ainsi que
Lys258-Al&3 retrouvent une activité enzymatique partielle gu@nt au milieu réactionnel
une amine primaire telle que I'éthylamine qui josi@si le r6le de catalyseur acide-base
(Figure 59).

Lys 258 )\ Ala 258 [K Met 258

S

R2NH, |
EHZ C R?NH,
l H
RLCO, RL_|_CO; RLCO;
+ + +
_NH _NH _NH

X X 0 R X 0
"y |4 " R = CH,PO,
N N N
H

Figure 59

23 M. D. Toney, J. F. Kirsch, J. Biol. Chem., 199266, 23900-23903.
#4M. D. Toney, J. F. KirschAnnals New York Academy of Sciend@9Q 48-57.
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Ainsi la Lys 258 catalyse la transposition protptoue (1,3) qui permet le passage de

'aldimine externe a la cétimine et vice versa. résidu Lys 258 est donc indispensable a

I'activité catalytigue de 'AspAT.

Une autre étude a été effectuée sur le mutant 1831285 de la mAspAT de poulet.
Ce mutant accepte les substrats naturels tel cpsp lou 'OA et conserve une activité
seulement 5 fois inférieure a celle d’origine. Istidine est donc capable de mimer la lysine

en catalysant I'échange de proton entre les diftérimtermédiaires de la transamination.

B. Les arginines 292* et 386

Des études cristallographiques portant sur 'amasteucturale des complexes AspAT-
Asp™® ont montré que 3 arginines interagissent via ¢gaupe guanidinium avec le complexe
PLP-substrat.

L’Arg 386 forme un pont salin avec le groupementoaylatea du substrat, I'Arg
292* appartenant a la sous unité voisine, interagitla méme facon avec le second
carboxylatew du substratf{ pour I'Asp ety pour le Glu). Quant a I'’Arg 266, elle stabilise le

groupement phosphate du PLP en formant deux liaidertype ionique (Figure 60).

Figure 60: interactions des arginines 386, 266 et 292* de@omplexe PLP-Asp de I'AspAT B: Colisous la
forme aldimine externe (origine : fichier 1ARG @deRDB). Les pointillés représente les liaisons bgdnes.

25 M. Ziak, R. Jaussi, H. Gehrinf, P. Christ&ur. J. Biochem.1990Q 187, 329-333.
#8G. C. Ford, G. Eichele, J. N. Jansonius, Procl. Magd. Sci. U. S. A., 1980,7, 2559-2563.
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s, sy 7

Le role des arginines du site actif a tout d’abétél étudié par modification chimique
de I'enzyme en utilisant la 1,2-cyclohexanediore?/3-butanediof’ et la phénylglyoxal
marqué au carbone ¥4 Ces dérivési-dicarboxylés sont connus pour former des complexes
stables par réaction avec le groupement guanidiciesnarginines. Le phénylglyoxal a, quant
a lui, la particularité de réagir sélectivement@aVArg 292*. Dans tous les cas, les AspAT
modifiees montrent une affinité médiocre vis a des substrats dicarboxylés ainsi qu’'une
faible activité. Cependant, leurs paramétres aunés restent inchangés dans le cas de
substrats monocarboxylés comme I'Alanine. L'Arg 292 donc indispensable a l'activité de

I’AspAT vis a vis des substrats dicarboxylés erdisant son groupement carboxylabe

Par la suite, les arginines du site actif ont f&bjet de plusieurs études par
mutagéneses dirigées afin de mieux comprendrer@éeirspécifique au niveau de la catalyse

enzymatique.

% Mutation de 'Arg 292*
Cronin et al. ont remplacé I'Arg 292* de I'AspATE.Coli par un résidu A<p®%

En 1997, Kirsh et & ont également muté ce résidu 292 en homoglutaafatele rendre

I'acide a-aminof3-guanidinopropionique (AGPA) substrat de I'AspATechangements de
résidu en position 292 par des aminoacides char@gativement, entrainent une inversion de
charge et provoque une diminution de I'activité &isis des substrats naturels dicarboxylés
tels que I'Asp et le Glu. En revanche, les amindegicationiques comme laArg ont une
meilleure affinité avec I'enzyme mutée du type A3pPArg292*-Asp) qu’'avec l'enzyme

sauvage (Tableau 33).

kcat/Km (s'M™)
Aminoacides AspAT d’E.Coli AsSpAT (Arg292*-

substrats sauvage Asp)

L-Asp 34 500 2 10°

L-Glu 4790 2 10°

L-Arg 0,03 15,5

L-Orn 0,01 12,8

L-Lys 0,02 8,5

L-Phe 368 0,215

L-Tyr 829 0,152

Tableau 33 :spécificité de substrats de I'AspAT sauvage et ditamt AspAT (Arg292*-Leu)

Z7H. F. Gilbert, M. H. O’Leavy, Biochem. Biophys. R&Comm., 1975%7, 198-202.
Z8E_ sandmeier, P. Christen, J. Biol. Chem., 1287, 6745-6750.

29 Cronin et alJ. Am. Chem. Sqc 987 109, 2222-2223.

240 Cronin et alBiochem, 1988 27, 4572-45709.

241 Kirsh et al., Biochem, 1997, 36, 10517-10525.
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Cette étude prouve donc bien que I'Arg 292* esséell résidu responsable de la

spécificité de substrat de I'’AsSpAT vis-a-vis desimmacides dicarboxylés.

Des substitutions de I'Arg 292* de I'AspAT par dasiinoacides neutres comme la
valine ou la leucin@? ont montré que I'AspAT mutée n'avait plus la méspcificité de
substrats acceptant ainsi préférentiellement lédeacaminés monocarboxylés aromatiques

plutét que les substrats dicarboxylés (Tableau 34).

kcat/Km en sM™
Aminoacides AspAT d’E.Coli AsSpAT (Arg292*- ASpAT (Arg292-Leu)
substrats sauvage Val)
L-Asp 131 000 0,72 0,82
L-Glu 18 000 0,05 0,10
L-Phe 198 2110 2090
L-Tyr 687 3840 4000
L-Trp 877 10100 7840

Tableau 34:étude de spécificité de substrats des mutants Agp#G292*-Val), AspAT (Arg292-Leu) et de
'enzyme sauvage.

Les mutations de 'Arg292* avec des résidus de pleiites tailles tels que I'alanine
ou la glycine présentent des parametres cinétigmeiaires a ceux des mutants exposeés ci-
dessus, méme si on pouvait s’attendre a une augtimntle l'affinité pour les substrats plus
volumineux. En résumé, [Iélimination de la charges daésidu 292* génére un

microenvironnement hydrophobe favorable a la fomtiles substrats aromatiques.

++ Mutation de I'Arg 386

L’Arginine 386 est responsable de la fixation defdaction carboxylatea des
substrats aminoacides. Le tableau ci-dessous exposgpport des parametres cinétiques

(kcaKm) entre '’ASpAT mutée sur cette position et bgme sauvage.

Rapport (kca Km du mutant) / (kc.a/Km de AspAT sauvage)
x 10°
Aminoacides AsSpAT (Arg386-  AsSpAT (Arg386-  AspAT (Arg386-
substrats Lys)?*? Phef** Tyr)?
L-Asp 6,2 1,6 29
L-Glu 39 0,05 0,22

Tableau 35 :étude de spécificité de substrat des mutants 1'86g3

2424 Hyashi, S. Kuramitsu, Y. Inoue, Y. MorinBjochem. Biophys. Res. Commur989 159, 337-342.
243y INOUE et al J. Biol. Chem 1989 264, 9673-9681.
244 A T. DANISHEFSKY et alBiochem, 1991, 30, 1980-1985.
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La mutation de I'’Arg386 par des résidus neutre ¢eis la Phe ou la Tyr entraine une
importante diminution de l'activité de I'enzyme. Phis, le fait de remplacer I'Arg386 par un
résidu cationique tel que la Lys n’entraine qu'tamible amélioration de l'activité du mutant
AspAT (Arg386-Lys) par rapport aux mutants AspATrgB86-Phe) et AspAT (Arg386-Tyr).

Le groupement guanidinium de I'Arg386 permet nenlement d’'établir une forte

stabilisation du groupement carboxylate du suhsina@is aussi d’assurer un alignement du

substrat favorable a une catalyse enzymatiquesetfic

De plus, il s'avére que I'Arg 386 participe inditement a I'abaissement du pKa du
complexe PLP-substrat. L’Asn194 interagit avec §§A386 et avec I'oxygéne phénolique

(O*) du PLP qui a pour effet de diminuer le pKa durzyene (Figure 61).

PLP-Asp \ N Y

~ . \ _ V. ,
ﬁz::%\\ ‘ //\/'\R\(// /‘>>q§ A 194
MY

Figure 61 :interactions existants entre I'Arg 386 et 'Asn 194

L’absence de liaison hydrogéne entre le résidu &BAsn 194 chez les mutants
entraine non seulement des modifications électiqats mais aussi conformationnelles. En
effet, par comparaison des structures cristallidasmutant Arg386Phe et de I'enzyme
sauvage, la chaine latérale du résidu 194 subiretagion de 25°. Cette rotation affaiblit la
liaison hydrogéne existant entre I'Asn 194 €t du coenzyme, ce qui a pour conséquence
d’augmenter le pKa du PLP et donc de diminuer aatiété dans le processus de la catalyse.

Une étude récemt® a montré que la mutation des arginines en posit92* et/ou
386 par des lysines favorise des réactions sec@sdgui sont quasi inexistantes lors de la
transamination avec I'enzyme sauvage. En effetides de racémisation des aminoacides et

de décarboxylation du-Asp sont beaucoup plus importants dans le casndésnts Arg292-

245p_ Christen et al., J. Biol. Chem., 198%, 21932-21937.
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Lys et Arg386-Lys (Schéma 153). En 2001, H. Kagamig et al. ont cumulé les mutations
des Arg386 et Arg292 avec la mutation Asnl194-Aia de mieux comprendre les effets
électrostatiques réels des deux résidus arginimegasdimine interne. lls en déduisent que
les effets électrostatiques des résidus 386 et pBgrant sur le pKa de I'imine du coenzyme

sont moins importants que ceux de I'’Asp222 et deyt225.
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Schéma 153 Réactions secondaires catalysées par des mutafdspa

Les Arginines 292* et 386 sont donc essentielllesfixation ainsi qu’a la stabilisation
des substrats dicarboxylés. Ce sont les résidubaugent le plus lors de la fermeture de
I'enzyme (de 4 & A de leur position initiale). Tout au long de larisamination, ils assurent
une certaine orientation du substrat par rapportanzyme pour une catalyse optimidle
(Figure 62).

15 Asp 15 Asp
37 Val
38 Gly
292* Arg " 292e Arg
K 140 Trp ¢ 140 Trp
258 Lys 194 Asn 258 Lys 194 Asn
PLP

Figure 62 : superposition des structures du site actif de lsp#¥ de poulet sous ses formes fermée et
ouverté®. En pointillé : structure du site de la forme oueale 'enzyme, en trait plein : structure du siosif
de la forme fermée de I'enzyme.

245 C. A. McPhalen et all. Mol. Biol, 1992 227, 197-213.
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C. La Tyrosine 70*

Les analyses par DRX ont toujours décrit la tyresiguelque soit l'origine de
I’AspAT, proche de la lysine 258 et participantriediaison hydrogéne entre son groupement
hydroxyle et le groupement phosphate du coenzyregddt sa proximité avec la lysine 258,
Kirsch et a**’ ont émis I'nypothése qu’elle pouvait intervenindda catalyse du transfert de

proton permettant I'équilibre aldimine-cétimine.

Cette hypothese a été réfutée par des études dgyeéméise dirigée ou la Tyr70* a été
remplacée par les résidus P1fé®?*%et Sef*’. La comparaison des paramétres cinétiques

mesures pour les AspAT K. Coli sauvage et mutées est présentée dans le tableantsu

AspAT Km Asp (mM) Km KG (mM) K cat (S7)
Sauvage 2 0,6 200
Tyr70-Phe 12 3,8 29
Tyr70-Ser 5 36 7,4
Tyr70-His 3,7 15,5 26
Tableau 36

L’activité catalytigue (kcat) des mutants Tyr-Phe® Tyr-Ser70 est égale
respectivement & 15 et 4 % de l'activité d’origine mutant Tyr-His7&* présente une
activité de 13 % par rapport a celle de I'AspAT \s&ge. La mutation de la tyrosine 70
entraine donc une diminution de l'activité beaucougins importante que dans le cas de la
mutation de la Lys 258 par une arginine. On peutcden déduire que la Tyrosine reste un
résidu essentiel a la catalyse mais n’est paspedsable a la catalyse de I'équilibre aldimine-
cétimine.

Des études par spectrophotométrie ont aussi moqie® le fait d’éliminer le
groupement phénol en position 70 entraine une mbome stabilité des intermédiaires
réactionnels formés avec des substrats inhibi8arBar exemple, I'absence de liaison
hydrogene entre la Tyr70* et le[Bhydroxyaspartate diminue la stabilité de l'intechaére
quinonoidé! (Figure 63).

2473, F. Kirsch, G. Eichele, G. Ford, M. G. VincehtN. Jansonius, H. Gehring, P. Christgrlylol. Biol, 1984
174, 497-525.

248 M. D. Toney, J. F. Kirsch, Biochem., 1991, 30, 48161 et M. D. Toney, J. F. Kirsch, Biol. Chem 1987,
262 12403-12405.

29 M. D. Toney, J. F. KirschBiochem, 1991, 30, 7461-7466.

0K Inoue, S. Kuramitsu, A. Okamoto, K. Hirotsu,Higuchi, H. KagamiyamaBiochem, 1991, 30, 7461-
7466.

»1p_ChristenBiochem, 1994 33, 2757-2760.

24, Hayashi, H. Kagamiyam8jochem, 1995 34, 9413-9423.
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Figure 63 : stabilisation de I'intermédiaire quinonoide forméa le 3B-hydroxyaspartate

De plus, une étude du mutant Tyr70°8exr montré que le cycle aromatique de la
Tyr70 est important pour la stabilisation des swthstcomportant une chaine a 5 carbones tels

gue le KG et le Glu.

En conclusion, la Tyr70 n'est pas indispensabl@activité enzymatigue de 'AspAT

mais joue cependant un rbéle non négligeable danstdhilisation des intermédiaires

réactionnels et en particulier pour les substré&sarbones.

D. Le Tryptophane 140

Le Trp 140 est un résidu invariant des AspAT deedies origines. Il a été décrit
d'aprés des analyses cristallographiques, que siluéétablit une interaction de type
« stacking » avec le cycle pyridinique du coenzyamesi qu’'une liaison hydrogéne avec le

groupement carboxylate du substrat (Figure 64).

Figure 64 : Interaction entre le Trp140 et le ligand PLP-Alepl’AspAT d’E. colisous la forme aldimine
externe (origine : fichier 1ARG de la PDB). Lesmdiés représentent les liaisons hydrogénes.
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Des mutants de I'AspAT &.coli ont été obtenus en remplacant le Trp140 par la
phénylalanine ou la glyciA&. Les valeurs des paramétres cinétiques sont rpgesudans le
tableau ci-dessous.

Substrat/enzyme Km (mM) keat (S5 Kead Km (M 1.8%)
OA
AspAT sauvage 0,035 800 2310
Trp140-Phe 2.8 210 75 000
Trp140-Gly 2.6 1,4 540
a KG
ASpAT sauvage 1.3 600 460 000
Trp140-Phe
Tro140.Gl 22 130 6 000
rpLab-Gly 27 1,6 59
Trp
AsSpAT sauvage 33 30 880
Trpl40-Phe >
Trpl40-Gly 40 9 63
46 0,092 2
Indolepyruvate
AsSpAT sauvage 3.0 54 18 000
Trp140-Phe
T10140-Gl 3.3 17 5 200
P y 2.6 1.1 420
Tableau 37

Le Km des substrats dicarboxylés subit une fortgmeantation lorsque le Trp est
remplacé par la Gly ou la Phe. Ce n’est pas lepoas les substrats monocarboxylés comme

le tryptophane ou le cétoacide correspondant (emaolivate). Le tryptophane 140 renforce

donc la stabilisation des substrats dicarboxylés femqmant une liaison hydrogéne

supplémentaire avec le groupement carboxylate

Quelque soit le substrat, I'activité catalytiquendiue pour le mutant Trpl140-Phe
mais de facon beaucoup plus dramatique pour lemhdigpl140-Gly. Dans le cas du dernier
mutant, il N’y a aucune stabilisation du cycle aabioue du coenzyme. Méme si l'activité est
meilleure pour le mutant Trp140-Phe, le cycle beitaée de la phénylalanine ne s’avere pas
suffisant pour une stabilisation optimale du coemey Des études cristallographigtrés

laissent penser que pendant la transaminationydke pyridinique du coenzyme subit de

234, Hayashi, Y. Inoue, S. Kuramitsu, Y. Morino, lkagamiyamaBiochem. Bioph. Res. Comr99Q 167,
407-412.
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légeres rotations qui seraient controlées paretetfstaking » des interactions entre les deux

cycles aromatiques du coenzyme et du Tryp140.

La mutation du Trp140 en Histidiff@ diminue I'activité de I'enzyme mais entraine
aussi une baisse de la stéréospécificité avecuxnda racémisation de I'alanine sept fois plus
important. En I'absence d’interactions stacking,régrotonation emx de Il'intermédiaire

guinonoide peut se faire a la fois sur les faeestsi. (Figure 65)

H - H
RLJCOO' R._COO RL.Z_COO'
" I :
-
/N\H ‘ “H /N\H
3 o 2- o . &/\ o
“&( —" S B
+ —_— +/
N~ N N
H H H
protonation sur la face si protonation sur la face re

Figure 65 :racémisation de I’Ala dans le cas du mutant TrypHié).

D’aprés ces études, on en déduit donc que le T€pebt un résidu essentiel a la

fixation des substrats dicarboxylés et est indispble a l'activité catalytique de I'enzyme en

régulant les mouvements de rotation du cycle dung®e et en participant a la

stéréoselectivité de la réaction

E. La Tyrosine 225

Des études cristallographiques ont montré I'existetiune liaison hydrogéne entre la
Tyr225 et 'oxygéne phénolique {Qdu coenzyme. Le tableau suivant présente le Khaset
paramétres cinétiques déterminés pour I'’AspAE.dli et les mutants Tyr 225-PHé et
Tyr 225-Argf>".

3nn-1 1
enzyme K:at (S-l) ASKpm (mM)KG kca/ti\';g] (10 MKGS )
sauvage 220 2,0 0,6 110 370

Tyr225-Phe 0,60 0,43 0,14 1.4 4,3
Tyr225-Arg 1,2 0,83 0,36 1,4 3,3

Tableau 38 :étude de spécificité de substrats des mutants AR 25-Phe) et ASpAT (Tyr225-Arg)
D’apres ces études de mutagénéese dirigée, la Bys@dble avoir trés peu d’effet sur
I'affinité pour les substrats dicarboxylés. Cepeandze résidu est bien nécessaire a I'activité

25 RA. Vacca, P. Christen, VN. Malashkevich, JN.starius, E. SandmeieBjochem 1995 227, 481-487.
%6 3. M. Goldberg, R. V. Swanson, H. S. Goodman, Kisch Biochem 1991, 30, 305-312.

7K. Inoue, S. Kuramitsu, A. Okamoto, K. Hirotsu,Higuchi, Y. Morino, H. Kagamiyamal, Biochem 1991,
109, 570-576.
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catalytiqgue de I'enzymeuisque le k.de 'enzyme sauvage est?1® 16 fois plus élevé que
celui des mutants Tyr225-Arg et Tyr225-Phe.

La forme prédominante du complexe PLP-Lys258 chigpAT sauvage et chez le
mutant Tyr225-Arg est sous la formfe a pH physiologique (Figure 66). Par contre, en
'absence de liaison hydrogene (dans le cas dumhiitg225-Phe), la forme proton@&eest

dominante a pH physiologique et serait la moinstréa des deux formes.

N@
/—©~Tyr225 ~ "H @Phe225
HO

204P0O 204P0 | N ©
~
No

H
= 360 nm =430 nm

A’}\max B, ) Max

Figure 66 : comparaison du mutant Tyr225-Phe avec I'enzymeagaiv

De plus, d’aprés une étude plus récefitd’étape limitante dans le cas du mutant
Tyr225-Phe serait I'hydrolyse de la cétimine. Efegfil semblerait que l'interaction du
phénol de la Tyr avec le PLP augmente son caraétémtrophile et aide a I'attaque d’'une

molécule d’eau suivant une orientation correcter fiydrolyse.

Quant au mutant Tyr225-Arg, il est vrai que le greuguanidinium de l'arginine
forme une liaison hydrogéne avec 2 & participe a I'abaissement du pKa de I'imminiden
I'aldimine interne a pH physiologique. Cependamtobserve que ce mutant présente aussi de
faibles k4 par rapport a I'enzyme sauvage. Son interactioigice est sans doute trop forte
s’opposant a I'orientation optimale du complexenzyene-substrat lors des différentes étapes

de la transamination.

En conclusion, la Tyr225 est essentielle a la gagabnzymatique en contribuant a la

répartition des charges électronigue du complexe-Pys258 et PLP-substrats

F. L’Asparagine 194

Tout comme la Tyr225, '’Asn194 forme une liaisordtogéne avec le Odu PLP
mais établit aussi des interactions de méme naswecr I'Arg386 et le groupement

carboxylaten des substrats (Figure 67).

258 Birolo, E. Sandmeier, P. Christen, R. A. JoBur. J. Biochem 1995 232, 859-864.
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Figure 67 :Interaction entre 'Asn194 et le ligand coenzymegyAle I'AspAT dE. colisous la forme aldimine
externe (origine : fichier LARG de la PDB). Lesmdiés représentent les liaisons hydrogene.

Une mutation de I’Asn194 en alanfiea été effectuée sur 'AspAT H:coli et une
comparaison a pu étre établie avec le mutant TyEX#b et le double mutant Tyr225-Phe/
Asnl94-Ala. Le tableau ci-dessous expose les valdarKd et kmax qui représentent les
parametres cinétiques des demi-réactions entreyiea (sous la forme PLP ou PMP) et les

substrats donneurs ou accepteurs.

Kd Kmax
E+S—=—=— ES— ES

Enzyme i i Tyr225-Phe/
sauvage Tyr225-Phe Asnl194-Ala Asn194-Ala
Kmax (57
Asp 550 2,6 200 0,069
Glu 700 15 140 0,22
OA 800 6,4 1000 3,4
KG 600 51 310 42
Kd (mM)
Asp 4,5 0,083 63 58
Glu 38 12 330 140
OA 0,035 0,0062 2,0 0,69
KG 1,3 0,53 50 44

Tableau 39 :étude de spécificité de substrats des mutants A4pAR25-Phe), AspAT (Tyr225-Ala) et
ASpAT (Tyr225-Phe/ Asn194-Ala).

9T Yano, T. Mizuno, H. KagamiyamBjochem, 1993 32, 1810-1815.
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On remarque alors que les changements engendrdesparutations au niveau des
parametres cinétiques sont inversés d’'un mutardudré : le remplacement de la Tyr225
entraine une diminution duyk et une amélioration du Kd. Par contre, la mutatiten
’Asn194 n’engendre que de faibles modifications #g., mais entraine une diminution de
I'affinité des substrats dicarboxylés. Dans le dagnutant Asn194-Ala, I'absence de liaison
hydrogene avec le substrat diminue leur affin& plus, I'absence d’interaction entre
'Asn194 et I'Arg386 pourrait changer la confornmati de l'arginine et indirectement
perturber la fixation et I'orientation du substdatarboxylé. De plus, tout comme la Tyr225,
'Asn194 participe a I'abaissement du pKa de I'mldie interne via la liaison hydrogene
formée avec le ® du PLP. On en déduit donc que les interactiond'AEn194 avec le
substrat, le ® du PLP et I'Arg386 sont indispensables & staltibsadu coenzyme.

Le double mutant apporte une preuve de la compltarigndes rbles des deux résidus
en position 194 et 225 : il présente a la fois faible activité catalytique et une affinité

médiocre envers les substrats amino et cétoacides.

En conclusion, I’'Asn194 n’est pas essentiel a talgae enzymatigue mais participe a

la fixation des substrats dicarboxylés ainsi ga'&thbilisation des complexes PLP-Lys258 et
PLP-substrat.

G. L'Aspartate 222

L’Aspartate 222 est un résidu proche de I'azotednyique du coenzyme. Il est ainsi
capable d'établir des interactions électrostaticasec le coenzyme (Figure 68). Des études
par mutagénése dirig®8 ont montré son role essentiel dans la stabilisatie la forme

pyridinium et en conséquence dans l'activité cdigle de 'enzyme.

0T Yano, S. Kuramitsu, S. Tanase, Y. Morino, HgimiyamapBiochem, 1992 31, 5878-5887.
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A 143

Figure 68 :Interactions de I'Asp222 et le reste du site atdif’ASAT d’E.coli sous la forme aldimine externe
(origine : fichier 1ARG de la PDB). Les pointillésprésentent les liaisons hydrogéne.

Le tableau suivant permet de comparer les paramairetiques pour I'enzyme
AspAT d’E.coli et les mutants Asp222-Glu, Asp222-Ala et Asp222-Asn

AspAT sauvage Asp222-Glu Asp222-Asn Asp222-Ala
Keat(S7)
Asp 210 61 0,073 0,041
Km (mM)
Asp 15 5 55 6,8
OA 0,45 0,17 3,9 3,4

Tableau 40 :étude de la spécificité de substrat des mutantdRAgpsp222-Glu ), AspAT (Asp222-Ala) et
AsSpAT (Asp222-Asn).

Seule la substitution de I'Asp222 par le Glu perrdet conserver les interactions
ioniques et les liaisons hydrogénes avec le PLBctlVité du mutant Asp222-Glu conserve
une activité de l'ordre de 30 % de celle de I'eneysauvage. Par contre, les deux autres
mutants ne possédent qu’une tres faible activité#ytagque. L'affinité des substrats envers ces
trois mutants est légerement affaiblie. Ainsi,pparait que la charge négative portée par le

résidu Asp222 est essentielle a I'activité catglydi de I'enzyme

En effet, la stabilisation de la charge positivecgule du PLP de l'aldimine externe

est nécessaire pour la suite de la transamindte@groupement carboxylate du résidu 222, de
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Modél

part s

on interaction ionique avec le PLP, a unt@f@ctro-attracteur favorisant I'arrachement

du proton er de 'aminoacide (Figure 69).

70).

Asp222
Figure 69 : stabilisation de I'aldimine externe par intéractarec I'Asp222

H. L’Histidine 143
Ce résidu interagit avec I'Asp 222, résidu étudiéglle paragraphe précédent (Figure

Figure 70 :Interactions due I'His143 avec le site actif dedpAT d’E.coli sous la forme aldimine externe
(origine : fichier LARG de la PDB). Les pointillésprésentent les liaisons hydrogene.
Des mutations de I'AspAT &.coli ont été effectuées pour déterminer I'importance
des interactions de I'His14%. Le tableau suivant expose les paramétres ciresigie la
réaction de transamination avec I'enzyme sauvddesenutants His143-Ala et His143-Asn.

1T Yano, S. Kuramitsu, S. Tanase, Y. Morino, HgimiyamaJ. Biol. Chem 1991, 6079-6085.
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Paramétres cinétiques AspAT sauvage Hist143-Asn His13-Ala

Keat (S7)

Asp 210 170 180
Km (mM)

gflﬁ’ 15 32 23

OA 18 140 170

KG 0,013 0,054 0,048
0,45 1,6 1,4

Tableau 41 :étude de la spécificité de substrats des mutarmgRgHist143-Ala) et AspAT( Hist143-Asn).

Les Km sont bien plus altérés par la mutation HislL43 que ne le sont les constantes
cinétigue k. L'His143 ne semble donc pas essentielle a ldysganais influence bien plus
I'affinité des substrats dicarboxylés.

De plus, la fixation des inhibiteurs tels que lelénte ou le glutarate n’est pas
modifiée par les mutations du résidu 143, alors lafénité du 3-méthylaspartate est bien
plus faible que dans le cas de I'enzyme sauvage-ing&thylaspartate est un inhibiteur qui

conduit a la forme aldimine externe qui parait dorains stable dans le cas des deux mutants.

Par ailleurs, il a été remarqué que le pKa du Pk gorme d’aldimine interne est
plus élevé en I'absence d’His143. L'His143 particgonc, par I'intermédiaire de I'Asp222, a
'abaissement du pKa de I'aldimine interne facilitainsi la fixation des substrats.

[1.4 Conclusion

Chaque résidu invariant du site actif de I'AspATugoun rdle primordial dans
'ensemble de la réaction de transamination. Qestatabilisent I'aldimine interne pour une
réaction optimale du substrat avec le coenzymeutiBa résidus vont plutdt stabiliser et
orienter au mieux le ligand coenzyme-substrat afen conserver la stéréoselectivité et
I'efficacité catalytique de la réaction de transaation. Le moindre changement structural du
site actif entraine des perturbations non négliggsalde l'activité de I'enzyme. Pour une
bonne activité de I'AspAT, il est donc important cnserver la structure du site actif obtenu

avec les substrats naturels Asp/OA et GIu/KG.
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Introduction

Comme nous l'avons évoqué précédemment, notre ékeigeodélisation moléculaire

a eu pour objectif de comprendre et de mieux dymmder la spécificité de substrat de
I'AspAT vis-a-vis des analogues du KG. En effet,denbreuses données expérimentales ont
été réunies ces derniéres années et nous savonsAspA&T d’E.coli offre la particularité
d’accepter des analogues du KG substitués en @ogltipar des groupements hydrophobes,
parfois volumineux et comportant de longues chaies plus, cette enzyme montre une
énantiosélectivité marquée en faveur d'un des dé&mantiomeres des analogues du KG
substitués en position 4. Dans cette étude, nooissa®galement cherché a établir un modéle
de prédiction d’activité de 'AspAT en détermindes critéres structuraux nous permettant de

révéler la qualité de substrat pour I'enzyme.

De nombreuses structures cristallines de I'AsSpAE.cbli sont répertoriées dans la
PDB. Les structures correspondent a des formesésnou ouvertes. Plusieurs complexes
présentent le coenzyme et le substrat ou des aredatjcarbonylés a l'intérieur du site actif.
Ces dérivés sont soit non liés soit correspondam atermédiaire réactionnel. Différentes

approches s’offrent donc a nous pour appréhendier €ride de modélisation.

Nous avons choisi de travailler sur un des interenggbs réactionnels. Le premier a été
lintermédiaire aldimine externe dans lequel le dtdd est lié de facon covalente au
coenzyme, dans le site actif de I'enzyme présentaatconformation fermée. En effet, nous
avons estimé que la nature covalente du lien dateribstrat et le coenzyme permettrait de
réduire les degrés de liberté du systéeme et aiobiehir des résultats plus fiables. De plus,
'existence de la structure 1ARG correspondant iatefmédiaire aldimine formé entre
'AspAT d’E.coli et I'OA constitue un excellent point de départ powtre étude. Enfin,
I'interconversion aldimine-cétimine constitue I'palimitante du processus de transamination
et la stabilisation de I'intermédiaire aldimine egtaisemblablement représentative de
I'efficacité catalytique de I'’AspAT.

Notons que pour alléger la notation des complexepAA-PLP-substrat, nous
utiliserons les formules suivantes Ald-substrat @et-substrat indiquant que la nature de
lintermédiaire réactionnel et celle du substrabo@&@ue mis en jeu. De plus, il est important
de souligner que le premier intermédiaire forméa#tipdu KG ou de ses analogues, est
lintermédiaire cétimine et non l'aldimine extern€ependant, l'intermédiaire aldimine se

forme a I'étape suivante et il nous a donc partifijgsde rechercher une corrélation entre la
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gualité du substrat déterminé expérimentalement kegeanalogues du KG (kcat et Km) et les

parameétres structuraux de I'intermédiaire aldimine.

Dans un premier temps, nous avons construit un laatderéférence correspondant au
complexe Ald-KG & partir de la structure 1ARG cspendant au complexe Ald-GA A
partir de ce modeéle de référence ou le PLP eslelilacon covalente au KG sous la forme de
l'intermédiaire aldimine externe, nous avons canstifférents complexes Ald-substrat en

ajoutant les groupements méthyle et benzyle eriipogR et 4S.

Nous avons par la suite réalisé la constructiogmassive de nouveaux modeéles pour
des substrats présentant des chaines de plus enlgoigues. Dans le cas de substrats a
longues chaines, un des objectifs a été de saves analogues du KG immobilisés peuvent
étre d’éventuels substrats de 'AspAT.

Enfin, lors des derniers mois de cette thése, remens effectué une étude de
modélisation portant sur un autre intermédiaire ctiéanel de la transamination :
l'intermédiaire cétimine, dans le but d’améliorestne modéle de prédiction d’activité de
I'ASpAT.

Démarche adoptée pour I'étude de Docking

La démarche adoptée pour I'étude conformationndie chacun des complexes

enzyme-PLP-KG et analogues du KG a été la suivante

1) Une minimisation de I'énergie du ligand coemeysubstrat isolé de I'enzyme a été
réalisée a I'aide du logiciel Ampa®8 en utilisant la méthode AME Ce premier calcul
nous a permis de déterminer les charges partiddeshaque atome du ligand en prenant en
compte la délocalisation des électrons au seinsyhteme conjugué de l'intermédiaire
aldimine. Dans ce cas, le calcul est effectué eas@lyaz dans laquelle des molécules d’eau
ont été ajoutées afin de stabiliser les chargefigdimd. L'ajout de ces molécules d’eau a
permis de mimer les interactions existantes emréghand et les résidus du site actif de
maniére a maintenir la géométrie du ligand PLP{sabgxistante initialement dans le site

actif de 'enzyme.

%2 Ampac8.0, © 2006 Semichem, 7128 Summit, Shawn8e6&216, USA.
%3 Michael J. S. Dewar, Eve G. Zoebisch, Eamonn Rlyidames J. P. Stewait,Am. Chem. Sqcl 985 107,
3902-3909
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2)  Apres modification structurale des liganderyme-substrat a I'intérieur du site
actif, I'énergie des complexes enzyme-PLP-substrété minimisée en utilisant la méthode
du gradient conjugué & l'aide du logiciel Discoyarerface graphique Insightf* et du
champ de force CFF91. Les temps de calcul étasbmanables (quelques heures a 24h sur

deux processeurs), la minimisation a pu étre effsxtocalement au laboratoire.

3) Comme nous l'avons évoqué précédemment, iémisation d’énergie n'assure pas
'obtention de la conformation la plus stable. Nawons donc effectué pour chacun des
complexes étudiés, un recuit simulé en DM avec tengpérature initiale de 340 K et en
I'abaissant ensuite a 298 K avec un pas d’intégmadie 1femtoseconde et sur une durée totale
de 7 nanosecondes. Parmi les structures généréasuemide la DM effectuée a 298 K, 100
ont été sauvegardées et leurs énergies ont étéeensnimisées. La conformation de plus
basse énergie ainsi obtenue a alors été considénéme étant la plus stable. Cette étape a
nécessité une approximation : un calcul de recumtie sur la totalité de 'enzyme représente
un temps de calcul trop conséquent, c’est pourqumis avons choisi de geler les résidus qui
sont & une distance supérieure a 8 A du carbotieriee du ligand et ceci sur les deux sites
actifs de I'enzyme. Les calculs de recuit simulé & ont été réalisés sur les super

calculateurs Silicon Graphics du CINES (8 processe

24 pccelrys, release 2000.1, San Diego CA.

- 231 -






Modélisation Moléculaire Résultats

Chapitre | _Etude de l'intermédiaire aldimine externe

I.1 Construction du modéle de référence : complexe Adp@

Comme les structures RX disponibles dans la PDBene€omposent que d’atomes
lourds ou les protons restent absents, nous agdrede d’Insight Il Discover et en utilisant
le champ de force CFF91, complété la structure 1&R@Gui correspond au complexe Ald-
OA et minimisé son énergie. La figure suivante éspnte la structure du site actif de
'enzyme ou les liaisons hydrogéne formées enseadsidus sont en pointillés. Le complexe
PLP-OA est en code couleur atomique (blanc : hygineg vert : carbone, rouge : oxygene,
bleu : azote, phosphore : parme) alors que legacdinés du site actif sont de couleur bleu.
La Lys258 est sous sa forme non-protonée contrainéux autres résidus Lys de I'enzyme.
En effet, a cette étape de la réaction de transdmm il est important que la Lys258 soit

sous cette forme afin de catalyser I'équilibraralde-cétimine.

Y
T,
A 266
N A 386
__< % ‘{ N\ 4 A 194
e A 140 ' .
B 202
A143 E = -15 454 kcal

Figure 71 :Vue des interactions entre le site actif de I'AspétTe substrat du complexe Ald-OA.
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Notons que la désignation A indique que l'aciders@mappartient a la chaine A, une
des sous-unités de I'AspAT, et que la lettre B momtonc que le résidu fait partie de la

chaine B, I'autre sous-unité de I'enzyme.

Nous avons veérifié a ce stade que les interactiessentielles a la catalyse
enzymatique sont conservées : La B0 forme via son groupement phénol une liaison
hydrogene avec un oxygene du groupement phosphaddid. Le TrpA140 stabilise le PLP
par « stacking » entre les deux cycles aromatigliestervient également en formant une
liaison hydrogene par son groupement amide (NH)eegroupement carboxylata du
substrat. La TyrA225 établit une liaison hydrogene avec le groupemdwnpl du PLP.
L’Asp A222 forme une liaison hydrogene entre son groupemneaiogylate et le groupement
pyridinium du PLP. L'HistA143 se distingue par sa liaison hydrogéne avec I'Azh 2’Arg
A266 forme deux liaisons hydrogéne avec le groupemieosphate du PLP. Les ARR9?2 et
A386 jouent un réle important dans la fixation du stditsén formant un pont salin entre leur
groupement guanidinium et les groupements carbtexyartés par le substrat. Contrairement
aux autres complexes étudiés par la suite, nousn&pas juge utile d’effectuer un recuit

simulé par DM pour cette structure initiale.

Apres substitution de I'OA par le KG (ajout d’'un @Hnous avons effectué
'enchainement de DM et de minimisation d’énergéerits précédemment. Les interactions
nécessaires a la catalyse citées précédemmenteotréservées (Figure 72). Ce résultat peut
étre considéré comme une validation du modéle peidg KG est un substrat naturel de
'AspAT. La coplanarité entre le groupement carlaigyy et I'’Arg292 est moins bonne que
dans le cas du complexe Ald-OA puisqu’elle sub# déviation de 40° environ. Cela est dd a
l'allongement de la chaine qui crée une contralidbligeant a pivoter. Ce phénomene,
egalement évoqué dans la littérature, pourraitigupt I'affinité plus faible des substrats a 5
carbones (par ex : KG, Km = 0,23 mM) par rappoit substrats a 4 carbones (par ex : OA,
Km = 0,01) envers 'AspAT®,

De plus, le plan de I'imine du PLP et celui du eygbyridinium ne sont pas
coplanaires. En effet, nous mesurons une dévial®rb0°. Il est vrai que I'on pouvait
s’attendre & avoir un angle proche de 0° en raikola conjugaison entre I'imine et le cycle
pyridinium. Afin de conserver une structure simigainous aurions pu imposer une contrainte
au niveau de cet angle diedre afin qu'il reste @gal°. Cette stratégie a été adoptée lors de la
construction de l'intermédiaire quinonoide a padir complexe 1ARG (qui est un systéme

entiérement conjugué) pour maintenir la structurdighnd plan&®. Il se pourrait alors que le
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champ de force CFF91 ne soit pas suffisamment ppEir rendre compte de I'ordre exacte

des liaisons et des conjugaisons qui existent etigs.

De plus, il est intéressant de noter que nous mswvpas non plus observé de
coplanarité dans la structure cristalline initidldRG ou la déviation entre les plans de
'imine et du cycle du PLP est de 28°. Nous avamscddécidé de poursuivre notre étude avec
ce modele qui nous a servi dodele de référenceet qui est représenté en rouge dans les

figures suivantes.

B 70

PLP-KG

A 266
A 194

E = - 15470 kcal | A 222

Figure 72 :structure du site actif du complexe Ald-KG.

.2 Etude de I'énantiosélectivité de I'AspAT

I.2.1 Construction des complexes Ald-(4-Me-KG)
Nous avons ajouté un groupement méthyle en substitiatome d’hydrogene pkRo
ou prds en position 4 du KG dans le modéle de réféerenpee®ADM, dans les deux cas, les

interactions essentielles a la catalyse sont ce@esr Les structures des sites actifs obtenues
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ont été superposées avec celle du modele de régadin de comparer les modifications

causées par I'introduction d’un groupement métleylgosition 4 du KG (Figure 73).

Image A : Image B :
Ealgke =-15 494 kcal Eagke =-15494 kcal
Eald-(4r)-a-Me-kc = -15 459 kcal Eald-(4s)-4-mekc = - 15 506 kcal

Figure 73 :image A : superposition de la structure du sité dotcomplexe Ald-(R)-4-Me-KG (en bleu) avec
le modéle de référence (en rouge) ; image B : suséion de la structure du site actif du compléied(45)-4-
Me-KG (en bleu) avec le modéle de référence (egejpu

L’écart des énergies des complexes AlR){4-Me-KG et Ald-(4&)-4-Me-KG n’est
pas significatif car il représente que 0,3 % dadigie globale de I'enzyme.

La figure A montre une trés bonne superpositioncdmplexe Ald-KG et celui de
'Ald-(4 R)-4-Me-KG. Nous remarquons donc que l'ajout d'urougement méthyle en
position R du KG entraine tres peu de modifications dansdiragement spatial des acides
aminés essentiels a la catalyse enzymatique. Deemés ligands PLP-substrat sont
parfaitement superposables. Ce qui est en accaw lag données expérimentales indiquant
gue le (R)-4-Me-KG est un trés bon substrat de I'AspAEdoli.

La figure B est la superposition du modele obtevecd’énantiomere S du 4-Me-KG
et du modele de référence. Dans ce cas, nous oimsenine modification importante de
'arrangement spatial des résidus du site actifueligand PLP-substrat. En effet, I'ajout d'un
groupement méthyle en position 4S entraine un dgeales acides aminés et du substrat par

rapport aux positions qu’ils occupent dans le caxplAspAT-KG. La chaine carbonée du
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KG a pivoté pour se stabiliser dans le site aGtds perturbations sont sans nul doute, liées a

la faible activité de I’AspAT pour cet analogue.

Nous en déduisons que méme si la structure obtreel’énantiomére3parait plus
stable d'un point de vue énergétique que celle Wmahtiomere R, elle n'est
vraisemblablement pas favorable a la réaction d@gmsamination. En fait, seule la

comparaison structurale au modeéle de référencd pastuctive.

Cette étude de modélisation des complexes AspMedkG permet donc

d’expliquer I'énantiosélectivité de I'AspAT.

[.2.2 Construction des complexes AspAT-(4-Bn-KG)

Nous avons poursuivi notre étude avec un autretsibsubstitué en 4 par un
groupement plus volumineux. Nous avons choisi levdé4-Bn-KG pour lequel une tres
bonne activité a été mise en évidence ainsi quamantiosélectivité tres marquée en faveur
de l'isomére de configuration”R4 En partant du complexe Aldf+4-Me-KG, nous avons
tout d’abord construit trois modeéles qui correspanidaux différentes possibilités de
substitution d’'un des hydrogénes du groupement ytefhar le noyau phényle. L'énergie de

ces structures a été minimisée avant leur supeigosiu modele de référence (Figure 74).

Image A Image B Image C
Eag-a-Bn-kc = -15 472 kcal Ealg-2-Bn-kc = -15 468 kcal Ealg-4-Bn-kc = -15 463 kcal

Figure 74 : superpositions des complexes Ald-(4R)-4-Bn-KG deamodéle de référence.

Une seule position permet d’introduire le groupem@hényle sans entrainer
d'importantes perturbations au niveau du site agttilu complexe PLP-substrat (image A,

figure). De plus cette structure est celle qui pnés I'énergie la plus basse. Elle a donc fait
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I'objet d’'un calcul plus approfondi en DM (recuitrailé) afin d’obtenir la conformation la

plus probable.

Dans le cas du @-4-Bn-KG, nous avons introduit le groupement phéngur
'analogue ($)-4-Me-KG de fagcon a minimiser les interactionsrigiges avec les autres

résidus du site actif.

En superposant les structures obtenues a celléfé@emnce (Figure 75), nous pouvons

faire le méme type d’observations que dans le easadalogues 4-Me-KG.

Image A
Eadke =-15 494 kcal
EAld-@4r)-4-n-kc = -15 477 kcal

Image B
EAId—KG =-15 494 kcal
EAld-4s)-4-8n-kc = -14 450 kcal

Figure 75 :image A : superposition de la structure du sité datcomplexe Ald-(4&)-4-Bn-KG (en bleu) avec
le modele de référence (en rouge) ; image B : pagséron de la structure du site actif du compléléd4S-Bn-
KG (en bleu) avec le modéle de référence (en rouge)

Par comparaison des énergies des structures obtgmmas DM, il est clair que la
structure obtenue avec le§44-Bn-KG est beaucoup moins stable que celle alteavec
'énantiomére R. En effet, nous mesurons un écarfi @00 kcal entre les énergies des 2

complexes.

L’introduction d'un groupement volumineux en pasiti R dans le site actif de
I'AspAT, perturbe tres peu le positionnement desregs observé dans le modele de référence
(figure A). Ce qui valide notre modele sachant dp€4R)-4-benzyl-KG est un trés bon

substrat (cf partie I).
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Par contre, dans le cas de I'énantiom&reomme dans le cas duS4-Méthyl-KG,
nous observons d'importantes modifications strudas a I'intérieur du site actif : la chaine
du KG a subi une rotation pour se stabiliser (f#gB). Un des groupements carboxylate de la
chaine glutamate a séverement pivoté perdant aiseti hydrogéne avec I’Arg386. De plus,
les acides aminés essentiels a la catalyse teladug70 et la Lys258 se sont décalés comme

le montre la figure de gauche. Ces observationt esoraccord avec I'énantiosélectivité tres

marquée de I'’AspAT vis-a-vis de cet analogue

1.2.3 Optimisation du temps de calcul de la DM

Les recuits simulés des complexes Ald-KG, 4-Me-K@-8n-KG ont été réalisés en
appliquant la DM sur un ensemble de résidus sarsitdans une sphére de rayof\ 8subset
de 81§) autour du ligand, et ce, pour les deux sitedsade I'enzyme (Figure 76, image A)
alors que le reste de la protéine est maintenu fixast a noter que des structures quasiment

superposables ont été obtenues pour les 2 siiés act

Il est important de souligner qu’un recuit simuk Ths nécessite une durée de 1 mois
de calcul sur les 2 processeurs disponibles audadice et que pour I'étude de modélisation
des complexes AspAT-substrats, nous ne disposioasdun nombre d’heures limitées sur
les processeurs du CINES. C’est pourquoi, il nogsmblé intéressant d’essayer d'optimiser
le temps de calcul en limitant le calcul de DM aiemes des résidus d’un seul site actif, le

reste des atomes du complexe moléculaire étantiemairfixe.

Image A Image B

Figure 76 : image A :complexe Ald-KG ou les subsets d&&our chaque site actif de I'enzyme sont
représentés en bleimage B: complexe Ald-KG ou le subset de A3our un seul site actif de 'enzyme est
représenté en bleu.

Dans le cas du complexe Ald-KG, la durée du cattmiDM est d’environ 57h en

travaillant sur les 8 processeurs du CINES (Tab#gu
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. Durée de la .
Nombre de sites Subset oM Energie de la structure la plus stable
actifs (A) (Kcal)
(h)
2 8 57 - 15 477
1 8 33 -15 476
1 13 58 - 15490

Tableau 42 :comparaison de la durée de la DM en faisant vaigrandeur du subset et le nombre de sites
actifs du complexe Ald-KG

Nous avons effectué un premier essai de DM suubget de 8 A portant uniquement
sur I'un des deux sites actifs du complexe Ald-K@. temps de calcul est réduit a 33h.
Cependant, méme si son énergie est similaire @ dellcomplexe obtenue en effectuant la
DM sur les 2 sites actifs, la structure de plussbaénergie ne correspond pas a celle de
référence. En effet la Lys258 s’est éloignée de Ndus avons fait la méme constatation en

prenant un subset de 10 A,

En revanche, avec un subset plus important de 1Fidure 76, image B), nous
obtenons une structure du site actif du complexa@KGE trés similaire a celle de référence
obtenue précédemment et qui présente une éneggieeléent plus basse. Mais dans ce cas, la
durée de la DM reste malheureusement du méme dedgrandeur que celle qui comprend

les deux sites actifs (58h).

Par la suite, nous avons adopté cette stratégiegduit la manipulation a un seul site

actif et offre un subset plus élargi pour la DM.

I.3 Modéle de prédiction d’'activité

Afin d'établir un modele de prédiction d’activitdpus avons recherché des criteres

plus quantitatifs révélant la qualité du substiatarvis de I'enzyme.

1.3.1 Recherche de critéres quantitatifs

Il est clair que la comparaison des énergies cporeant aux différents modeles ne
nous permet pas de prédire I'activité de I'enzyrnseavvis des analogues du Glu étudiés. En
effet, comme nous lI'avons évoqué précédemmentrdatare obtenue dans le cas d&){4-

Me-KG présentant une énergie plus basse (ou du no&dre de grandeur) que celle du
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modele obtenu avec I'énantiomerdr 4n’est vraisemblablement pas favorable au bon

déroulement de la transamination.

Cependant, nous pouvons quantifier les modificatisetructurales du site actif par
rapport a la structure de référence par la mesureoefficient RMS (Root Mean Square :

écart quadratique moyen).

Le coefficient RMS rend compte de la déviation mme qui existe entre les positions
atomiques de deux molécules superposées. On peatdii@ que plus le RMS est petit, plus
la superposition de deux molécules est bonne. hkeda ci-apres présente les valeurs du
RMS calculé lors de la superposition des atomesitoat du backbone des complexes Ald-

substrats.

N RMS (A) RMS (A)
analogues de Glu étudiés kcat/Km (%)
Atomes lourds  Backbone
KG 100 0 0
(4R)-4-Me-KG 26 0,36 0,13
(4R)-4-Bn-KG 13 0,58 0,36
(49-4-Me-KG 0,04 0,66 0,53
(49-4-Bn-KG <0,04 0,82 0,56

Tableau 43: comparaison des coefficients RMS.

Comme cela apparait qualitativement dans les sapiiigns, ce coefficient semble un
indicateur sensible de la qualité de substrat. figt, de (4R)-4-Me-KG est meilleur substrat
gue le (R)-4-Bn-KG, et les coefficients RMS obtenus dans<ds du (&)-4-Me-KG sont
inférieurs a ceux du ®-4-Bn-KG. De méme, il est vérifié que plus le ragpkcat/Km

diminue, plus les RMS augmentent (Graphique _1). sNobservons donc une certaine

corrélation entre les paramétres cinétigues etMSSRDans la suite de notre étude, tous les

RMS donnés seront par défaut calculés a partiradseuperposition des atomes lourds des
complexes qui, contrairement au RMS du backbonenmant bien en compte la déviation

moyenne des chaines latérales.
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‘DRMS(A) ATOMES LOURDS B RMS (A) BACKBO\E‘
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Graphique 1 : comparaison des RMS avec les rapports kcat/Kmulestrats de I’AspAT d.coli.

Nous nous sommes également intéressés a la messi@ndles diédres autour de la
fonction imminium formé entre le KG (ou un analogetle coenzyme. En effet, au cours de
la catalyse, I'intermédiaire subit une déprotonatm niveau du carboreeassuré par la Lys
258, qui est rendue possible par la délocalisafil@etronique vers I'imminium, lui-méme
conjugué avec le cycle pyridinium. La valeur degles diedre®1 et62 représentés dans la
figure ci-dessous, est donc vraisemblablement atedia déterminant pour cette étape de la

catalyse qui est par ailleurs I'étape détermindntprocessus de transamination.

o] o] o} o]
H H
Mj\@ M@
H /r\‘ﬁH H /r\?\H
20,P o | e} 2—03P\O | e}
H H
diédrebl figuré en rouge dieédred2 figuré en bleu

Figure 77 :description des diedrdxl et 62.

L’angle diédrefl rend compte de l'orientation de la liaison C-Hi(gera rompu) par
rapport au plan de 'imminium. Un angle proche @e°@ (en valeur absolue) serait optimal
pour une déprotonation concertée a la délocadisatu doublet électronique. De plus, I'imine
et le cycle du pyridoxal phosphate devraient éamesde méme plan a cause de la stabilisation

par mésomerie, d’ou ud2 idéal proche de 0°. Cependant les modéles camespts a ces
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intermédiaires stables sont susceptibles de s&rcaes états de transition de I'étape de

déprotonation.

Le tableau suivant permet de comparer les valeer® @ celles du modéle de

référence.
Substrats étudies 61 (°) | 02 (°)
KG -52,6 -57,23
4R Me KG -51,8 -48,91
4S Me KG -24.,6 -39,06
4R Bn KG -52,2 -52,71
4S Bn KG -136,4| +44,07

Tableau 44 :comparaison des diedres pour chaque substrat dgAR d’E.coli.

On observe quél est égal a environ -52° dans le cas du modéléfdeence et que
cette valeur se repete pour les 2 analogues degaoation &R pour lesquels une bonne
activité enzymatique est mesurée. Alors que paiafalogues de configuration S qui sont de
mauvais substrats, les valeurs du diedre sonétodgnées de -52°. Ce qui correspond bien au
fait que les énantioméresS4e positionnent mal dans le site actif et tenderaffaiblir

l'activité enzymatique. Poi2, la différence est moins significative.

La mesure de I'angle diedfd semble étre un bon critére pour estimer |'acive

I'’enzyme envers les analogues du Glu.

Nous avons également mesuré la distance entred’aela Lys258 et le H porté par
le carbonen (tableau). Dans ce cas, nous n'‘avons pas obsereérddation avec l'activité
enzymatique. En effet, la distance entre la Lys238 H' est proche de 2,6 A dans le cas des
complexes Ald-KG et Ald-4-Me-KG, alors qu’on mesunee distance d’environ 4 A dans le

cas des complexes Ald-4-Bn-KG.

Sybst.riat KG (4R)-4-Me- (49)-4-Me-  (4R)-4-Bn-  (49)-4-Bn-
étudié KG KG KG KG
Kcat/Km (%) 100 26 0,04 13 <0,04

Distance
Lys258-H 2,65 2,63 2,34 4,14 4,09
(A)

Tableau 45 :comparaison de la distance Lys258¢1 les parameétres cinétiques des analogues du KG.
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1.3.2 Limites du modele

Nous avons par la suite construit un modéle awtalogue 4-carboxyméthyl-K&3d
de méme configuration relative que I&R[#4-Bn-KG. D’aprés les paramétres cinétiques, le
composé33d est un mauvais substrat de '’AspAT tout commeadses analogues du KG
substitués par des groupements hydrophiles. Latremtion du complexe a été effectuée a
partir du modele réalisée avec |&R#4-Bn-KG pour orienter convenablement le groupeimen
carboxylate (Figure 78). Ce groupement peut étitessas sa forme protonée, soit anionique.
Nous avons donc jugé qu’a pH = 7, la forme anioaiétait la plus probable.

Figure 78 : construction du ligand PLP-8+4-carboxyméthyl-KG a partir du PLPR#4-Bn-KG.
En superposant le complexe A3@-avec le modele de référence, nous observons tres

peu de modifications structurales au niveau duasité (Figure 79).

E =-15 499 kcal

Figure 79 : superposition de la structure du site actif du clenxg Ald-(4R)-4-carboxyméthyl-KG (en bleu) avec
le modele de référence (en rouge).

De méme, les valeurs des diedbdset62, présentées dans le tableau ci-dessous, sont

proches des valeurs du modeéle de référence.

- 244 -



Modélisation Moléculaire Résultats

RMS (A) RMS (A)
Substrats étudiés kcat/Km (%) 01 (°) 02 (°)
Atomes lourds Backbone

KG 100 -52,6 -57,23 0 0

33d <0,001 -55,84 -46,94 0,51 0.25

Tableau 46 :comparaison des critéres de qualité de substratiaativité de 'AspAT.

Ce dernier cas met en évidence les limites de motdéele car le complexe AspAT-

substrat construit avec le 4-carboxyméthyl-KG $aitisiux critéres du modéle de prédiction

d'affinité alors que cet analogue constitue us trewuvais substrat de I'enzyme

En construisant nos modéles d’intermédiaires atBmnous supposons que le
substrat s’est introduit dans le site actif dez2ygne. L’entrée d’'un substrat dans le site actif
de I'enzyme nécessite une étape de désolvatatamqlicdemande une énergie plus importante

dans le cas d’'un analogue substitué par un groupigooéaire (Figure 80).

Figure 80 : désolvatation nécessaire pour former le complexgraa-substrat
Nous avons donc calculé I'énergie de solvatatiO®s{ataiioy pPOUr chacun des
analogues du KG jusqu’ici étudiés (Tableau 47). talsuls des enthalpiesgG et Gyo ont
été réalisés respectivement en phase gaz et deas # I'aide du logiciel Ampac8.0 en
utilisant la méthode de solvatation sm5-2R

Il est clair que l'introduction d’'un groupement hgghile entraine une solvatation
plus importante de la molécule. Ainsi, le 4-carboéyhyl-KG montre une énergie de

solvatation 2 fois plus élevée que celles des 4ke-4-Bn-KG et KG.

25D, A. Liotard, D. G. Hawkins, G. C. Lynch, C. Jatner, D. G. TruhlarJournal of Computational
Chemistry 1995 16, 422-440.
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analogues du KG kcat/Km AGsoivatation (Kcal/mol)
KG 100 -142
4-Me-KG 26 -141
4-Bn-KG 13 -136
4-carboxymeéthyl-KG 0,009 -301

Tableau 47 :Comparaison des énergies de solvatation des arsaguKG.

Nous avons aussi vérifié expérimentalement quedarBoxymeéthyl-KG33d n’est pas
un inhibiteur de 'enzyme. En augmentant progressent la concentration en analogue du
KG 33d (de 1 a 8 mM) en présence des substrats natt@lss(2mM et Asp a 40 mM), nous

n'avons observé aucune diminution de 'activitd’4spAT d’E.coli. Ce qui montre donc que

le 4-carboxyméthyl-KG n’a pas une forte affinitéupde site actif de I'enzyme et que

I'intermédiaire aldimine formé entre le PLP et oenposé se forme peut étre difficilement.

|.4 Vers d'éventuels substrats immobilisés

L’analyse de la structure initiale 1ARG sur lagaeatious avons effectué un calcul de
surface & l'aide du logiciel de visualisation MIICHIME, nous permet d’observer une
cavité reliant le site actif a I'extérieur de I'emae. La figure ci-dessous permet d’observer la

cavité a travers laquelle on apercoit le complelxe-PA se situant a I'intérieur du site actif.

Figure 81 : Surface calculée pour le complexe Ald- OA.
Ce tunnel (ou cavité) posséde un caractere hydbmphBn effet, il est en partie
constitué par les résidus lle A37, Leu A18 et dyawaromatique de la Tyr B70. Ce tunnel
apparait donc comme le site de fixation privilégés substituants en position 4 de la chaine

du KG. De plus, I'observation de différentes stimes de I'AspAT permet d’observer que ce
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tunnel est plus ou moins ouvert suivant la natureamplexe cristallisé sous la forme ouverte
ou fermé (Figure 82).

1 ASM?®® 1 ASN®® 1 ARG

Forme fermée Forme fermée

Forme ouverte

Cristallisation avec maléate  Cristallisation avec OA

N L
4 =
X AP

Figure 82 : différentes structures cristallines de I'AspAT dePDB.

Nous avons donc construit un nouveau complexe AR)-4-pentyl-KG a partir du

(4R)-4-Bn-KG en orientant la chaine pentyle dans imél.

E =-15 494 kcal
RMS = 0,44A
91 = -56,9°

Figure 83 : Superposition des complexes respectivement Ald-K&8d(4R)-4-pentyl-KG
Comme nous l'avions remarqué précédemment avenkdsgues 4-Me et 4-Bn, nous
n'avons pas observé de modifications structuraigsortantes du ligand coenzyme-substrat
par rapport au modele de référence (Figure 83).T¥0 a légerement pivoté tout en

conservant ses interactions d'origine (représentéleu, Figure 84). On observe également

%03, Jaeger, M. Moser, U. Sauder, J. N. Janspdiudol. Biol, 1994 239, 285-305.
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un léger décalage des résidus A37 et A18 du stit(eeprésentés en couleur verte, Figure

84) qui s'écartent pour accommoder la chaine alkyle

Image A Image B

A18

B70

PLP-4-Pn-KG

A3T

Figure 84 :image A et image B : coupe du site actif du complald-4-Pn-KG ou la Tyr B70 est représentée
en vert, Leu A18 et lle A37 en bleu et le ligandcede couleur.

La figure ci-dessous montre une vue d’ensembléeti@yme aprés avoir effectué un
calcul de surface a l'aide du logiciel CHIME. Nowsmarquons que la chaine pentyle
(représentée en rouge) pointe vers I'extérieuraetezyme. Nous pouvons donc supposer que
les chaines plus longues et volumineuses se puséit de fagon semblable en « sortant » de

'enzyme a travers le tunnel

Figure 85: vue d’ensemble de la surface du complexe ARH#entyl-KG.
Une autre étude a aussi concerné l'analofoequi présente une longue chaine

polyéther en position 4 (Figure 86).
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H
O N \/\O/\/o\/\OH

(0]

HO,C CO,H

Figure 86 : analoguebg, substrat de 'AspAT dE.coli

Il est vrai que I'activité de '’AspAT vis-a-vis dmet analogue est plus faible que pour
les analogues 4-alkyles. Ceci pourrait étre ddirgréduction de la fonction amide et au
caractére plus polaire de la chaine triethylenedly€ependant, I'activité mesurée montre
incontestablement que ce type de composé se imedinent au site actif de I'enzyme. Nous
avons construit le complexe AEb & partir du modéle obtenu avec |R(4-Pentyl-KG. La
superposition avec le modele de référence montee fais encore, que la structure du
complexe PLP-substrat est inchangée (Figure 8¥)cétare, la Tyr70, la Lys258 et d’autres
acides aminés tels que la Leu 18, I'lle 17, I'AlA 2t I'le 37 se sont décalés pour
accommoder la chaine en position 4 du substrai.rCest pas surprenant puisque ces résidus
sont assez « mobiles » et participent, pour lagti@ I'ouverture et a la fermeture du site

actif de 'AspAT, comme nous l'avons évoqué précéaneent.

RMS = 0,52 A /‘]/
E = -15 537 kcal ;

Figure 87 : Superposition des complexes respectivement Ald-K&lde 50.

La figure suivante présente deux coupes du sitdé ertune vue d’ensemble de
'enzyme montrant la surface du complexe Ald-Les images A et B permettent d’observer

'accommodation de la chaine PEG a l'intérieur dunel du site actif et la sortie du
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groupement hydroxyle terminal a I'extérieur de Ygme. De méme, I'image C représente

une vue de I'extérieur de I'enzyme ou le groupeni@rtest clairement visible.

Image A

Image B

Image C

Figure 88 : Image A et B :coupes du site actif du complexe Ad; visualisation de la cavitédmage C :
surface du complexe Aldo, vu de I'extérieur de I'enzyme.

Aprés la construction progressive de modeles dessukl I'analogue du KG exhibe

des chaines de plus en plus longues, il paraitrogse trés probable gue des analogues

immobilisés soient substrats de I'’AspATEEoli.

|.5 Etude des dérivés comprenant les fonctions estmnite

Une derniere étude a également été réalisée dang lde déterminer la raison pour
laquelle lintroduction d’'une fonction amide en gms 4 entraine une faible activité de
'AspAT. En effet, nous avons vu que la présenamdister méthylique sur le KG ne pose

pas de probleme a l'enzyme, alors que lintroductidune fonction amide diminue

séverement 'affinité du substrat (Tableau 48).

Analogues du KG AspAT d'E. coli
étudiés K ket  KealKm
(mM) rel.(%) rel.(%)
CO,Me
if T 0,61 33 13
HO,C CO,H
CONHMe
ok i 46 10 05
HOC COH

Tableau 48 :étude de spécificité des substratet 5k avec 'AspAT dE.coli.
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Nous avons donc construit deux modéles avec lestrab5f et 5k a partir de la
structure minimisée du complexe AldR¥4-Bn-KG (Figure 89). En effet, le positionnement
de la chaine carbonée en position 4 du KG a éente dans la méme direction que le

benzyle (et le pentyle) pour un positionnement falte du substrat dans le site actif.

Image A Image B

Figure 89 : construction des ligands PMP-analogGé§mage A) etk (image B) a partir du ligand PMP-(4R)-
4-Bn-KG.

Apres DM et minimisation d’énergie, la superpositites structures avec le modeéle de
référence, montre aucune différence entre les dtwctures qui sont quasi-superposables
(figure, images A et B). Dans les deux cas, noobservons pas de modifications structurales
importantes du complexe coenzyme-substrat par rajppomodele de référence. Cependant,
comme pour le dérivé pentyle, la Tyr B70 généamiément par le groupement en position
4, a pivoté et d’autres acides aminés du site gsé Iégerement décalés de leurs positions

initiales tout en conservant leurs interactiongidiae (Figure 90).

Image A fig-st = -15 488 kcal Image B Algsk = — 15 470 kcal

Figure 90 :image A :Superposition des complexes Ald-KGAdtl-analoguebf, image B : Superposition des
complexes Ald-KG efld-analoguebk.
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Les valeurs de RMS et des diedres montrent queldjifésences avec les valeurs de
références mais les écarts sont du méme ordre, nsérae observe une différence plus
importante pour le®1 et82 dans le cas du compoSE qui, rappelons-le, est le moins bon

substrat des deux (Tableau 49).

RMS (A) A
 kcatKm @1 62 RMS (4)
Substrats étudiés . . . Atomes
(%) ) ) Backbone
lourds
KG 100 52,6 57,2 0 0
5f 13 542 529 0,45 0,36
5k 0,5 56,8 43,6 0,43 0.25

Tableau 49 :comparaison des RMS et des diedast02 avec I'activité mesurée.

Cette étude révéele encore les limites de notre mmatieprédiction d’activité. En effet,

en modélisant I'intermédiaire aldimine externe idahd coenzyme-substrat, nous ne pouvons

rendre compte clairement de la différence d’aciviis-a-vis des analoqué$ et 5k. Il reste

cependant vraisemblable que la différence de pélaritre les fonctions ester et amide soit a
I'origine d’'une baisse d’activité de 'enzyme pdes dérivés amidiques qui seraient moins
bien accommodés dans le tunnel hydrophobe et ge¥a@ént une solvatation plus importante

rendant difficile leur entrée dans le site actif.

Comme nous l'avons vu, les études de Docking pbsan l'intermédiaire aldimine
externe nous ont permis d’expliquer I'énantiosélgét de I'’AspAT. De plus, la construction
des complexes Ald-analogues du KG comportant dames trés longues en position 4 nous
permet de penser que des analogues immobilisésvsaisemblablement des substrats de
'enzyme. Cependant, notre modele de prédictioffidigé présente des limites. En effet, les
analogues du K&k et surtoutcd satisfont aux criteres du modele alors qu’ils titunsnt de
mauvais substrats de I'enzyme. Les raisons peudteatles suivantes : soit les complexes
enzyme-PLP-substrat ne se forment pas, soit lar@activité est liée & une autre étape de la
transamination. Nous avons donc envisagé d'éteceite étude de Docking a I'intermédiaire
cétimine de la réaction de transamination afin di#éréncier I'impact du choix de

lintermédiaire réactionnel modélisé sur la vakdites prédictions d’activité.
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Chapitre 1l Etude de l'intermédiaire cétimine

Il.1 Construction du modele de référence pour l'interiaiéd cétimine : complexe
AsSpAT-KG

Aucune structure de I'AspAT #.coli sous forme fermée et correspondant au
complexe AspAT-PLP-substrat naturel sous la forgtanine (Cet-KG) n’est répertoriée. La
structure 1MAQ correspond au complexe Cet-KG maszime est d'origine animale
(mASpAT de cceur de pouléty. Il n’existe quenviron 40% d’homologie de séquerentre
'AspAT d’E.coli et la mAsSpAT de poulet mais les résidus du sitéf, aessentiels a la
catalyse, restent invariants. Pour I'élaborationndeveaux modeéles Cet-analogues du KG,
nous somme partis de la structure 1ARG. Afin défieémotre modele de référence Cet-KG
construit a partir de 1ARG, nous avons égalementpbété la structure IMAQ et minimisé
son énergie apres DM.

[1.1.1 A partir de 1ARG

Dans un premier temps, nous avons modifié le ligahB-OA, initialement sous la
forme aldimine externe dans 1ARG, pour obtenirdamie cétimine. Le nouveau complexe
Cet-OA a ensuite subi une minimisation d’énergievzisud’'un recuit simulé en DM afin
d’obtenir la structure la plus stable. Aprés cétiipe, nous avons construit le complexe Cet-
KG en rajoutant un groupement meéthylene a la chdinesubstrat. Aprés minimisation et
recuit simulé en DM, nous avons obtenu la struchrésentée en rouge dans la figure ci-
dessous ou seul le site actif est décrit. Cetteetstre a constitué le modele de référence pour
cette nouvelle étude.

Les interactions essentielles a la catalyse sonsergées. Nous observons, comme
avec le complexe Ald-KG, que le carboxylgtet I’Arg292 ne sont plus coplanaires mais sont
décalés d’'un angle de 45-50° par rapport au corep&at-OA. Ceci est en accord avec les
données de la littérature lors de I'étude des siras RX des complexes Cet-OA et Cet-KG
(IMAQ) d’origine animalé®®
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B 70 PLP-KG
A 258
A 386
N A 225
A 194
B 292
A 140
A 222
A 143 .E =—15 508 kcal

Figure 91 : structure du site actif du complexe Cet-KG constupartir de 1ARG.

[1.1.2 A partir de 1 MAQ

La structure RX 1IMAQ de la mAspAT de poulet répeée dans la PDB ne comporte
gu’une seule sous-unité sur les deux qui constitleedimere. La génération de la seconde
sous-unité de I'enzyme a été réalisée avec le iklghaterial-studié®’ en appliquant une
symétrie par rapport a un axe de type C2. Apresmisation d’énergie, nous avons obtenu
une structure de I'enzyme dans laquelle I'imindestycle pyridinium du coenzyme sont
coplanaires, bien gqu’ils soient maintenant séppaésin groupement méthyléne (sp3) et donc

non conjugué (Figure 92).

La plupart des interactions essentielles a la gsgtatemblent conservées. Mais nous
avons perdu les 2 liaisons hydrogenes entre I'/A@ & le groupement carboxylatgd = 3,5
A), celles entre 'Asn 194 et le Trp 140 (d = A'B ainsi que la liaison hydrogéne entre I'His
143 et 'Asp 222 (d = 2,$‘). Cependant, il se peut que la génération dedangke sous-unité

de la structure 1IMAQ ait entrainé des erreurs dassructure de départ.

%7 MS Modeling v 4.0.0.0, © 2005 Accelerys Softwane.] USA.

- 254 -



Modélisation Moléculaire Résultats

B70 PLP-KG
A 266
A 225
M\/ .
B 292 Sk
E =-15 722 kcal
A 292 A 143

Figure 92 : structure du site actif du complexe Cet-KG.

La figure suivante montre la superposition des nliga PMP-KG des modéles

construits a partir de 1ARG (en bleu) et de IMAQ @uge).

Figure 93: superposition des ligands PLP-KG dans les modedtskKG construits a partir des structures 1ARG
(en rouge) et 1IMAQ (en bleu).

Il est clair que la structure du ligand PMP-KG dodale obtenu a partir de 1ARG
n’est pas identique a celle obtenue a partir de @VAn particulier, dans le cas du modele
Cet-KG construit a partir de 1ARG, on observe dineihe et le cycle pyridinium ne sont pas
coplanaires.Le fait d’étre passé de l'intermédiaire aldiming’iatermédiaire cétimine a
supprimé la conjugaison qui existait entre I'imitele cycle pyridinique du coenzyme. Dans

ce cas, il n'est pas improbable que le ligand PMiBssat adopte une conformation moins
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plane que celle de l'intermédiaire aldimine. Nowsres donc poursuivis notre étude en
construisant les complexes Cet-4-Me-KG a partinthdéle de référence initialement obtenu
a partir de 1ARG.

I1.2 Analyse de I'énantiosélectivité de I'AspAT sur é&d des complexes cétimines

La démarche suivie pour la construction et lesutalpour les complexes CetRpj4-
Me-KG et Cet-(&)-4-Me-KG a été similaire a celle effectuée pogétude de I'intermédiaire
aldimine. La figure suivante présente la superposities complexes Cet-4-Me-KG avec la

structure de référence du complexe Cet-KG.

Figure A Figure B

Figure 94 : image A :superposition de la structure du site actif du demp Cet-(4&R)-4-Me-KG (en bleu) avec
le modéle de référence (en rougahage B: superposition de la structure du site actif dmplexe Cet-(8)-
Me-KG (en bleu) avec le modéle de référence (egepu
Le tableau ci-dessous permet de comparer les @semgi les valeurs des RMS
mesureées lors de la superposition du backbonesestdenes lourds des complexes AspAT-4-

Me-KG et du modéle de référence.

RMS (A) _
analogues de Glu kcat/Km Energie
étudiés (%) Atomes (kcal)
lourds
KG 100 0 -15 494
(4R)-4-Me-KG 26 0,15 - 15517
(49-4-Me-KG 0,04 0,13 -15518

Tableau 50 :comparaison des coefficients RMS
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Les énergies des deux complexes Cet-4-Me-KG seést groches. Les valeurs du
RMS montrent que I'introduction du groupement métrgn position R ou 4S au niveau de
lintermédiaire cétimine, semble engendrer de &&Ebperturbations dans le site actif de
'AspAT. Contrairement aux observations faites ddémscas de l'intermédiaire aldimine,
'accommodation de l'isomere $#4-Me-KG dans le site actif se fait donc aussinbigie
celle du (R)-4-Me-KG.

L’étude de I'intermédiaire cétimine pour les conxae Cet-KG et Cet-4-Me-KG, ne
nous a donc pas permis dobtenir des informationgpplementaires expliquant
I'énantiosélectivité de I'AspAT en faveur de l'iséne R du 4-Me-KG. |l est possible que la
différence d’activité des deux énantiomeres repssentiellement sur 'accommodation du
groupement méthyle au niveau de l'intermédiairenailte et non cétimine, ce dernier étant
moins contraints en raison de I'absence de corgogaentre I'imine et le cycle pyridinique
du PLP. Cependant, comme nous l'avons évoqué, notoelele de référence pour
lintermédiaire cétimine diverge de la structure RMAQ et des expériences de modélisation

sont sans doute nécessaires pour le valider.
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Chapitre 11l Conclusion et perspectives

L’étude du complexe PLP-substrat sous la formeidetmédiaire aldimine construit
a partir de la structure 1ARG nous a permis d’'éetal’énantiosélectivité de I'AspAT
d’E.coli en faveur de I'isomére R des analogues alkylés du KG, substrats de I'eezysm
modele de prédiction d’affinité a été réalisé eanaint en compte les valeurs des coefficients
RMS et de certains critéres structuraux comme #suvs de l'angle diedrél du ligand
PLP-substrat. Malgré certaines limites de ce mod&ade de cet intermédiaire aldimine
pour des analogues du KG présentant de longueseshadus a €galement permis de montrer
gu’'un substrat de I'AspAT ¢.coli, immobilisé sur support solide, pouvait étre eagés

En ce qui concerne les perspectives de ce travadnvient peut-étre de remettre en

cause certains choix initiaux :

Pour s’affranchir de [I'existence réelle des intaliaes covalents de la
transamination, il serait alors tres intéressantnadeéliser I'approche du substrat dans le site
actif. Dans ce cas, il faudrait partir de structuceistallines dans lesquelles le substrat n’est
pas lié de facon covalente au coenzyme PLP. Em, eff¢te nouvelle approche permettrait
probablement de déterminer si les analogues du UdStisués par des groupements polaires

ont difficilement acces au site actif de 'enzyme.

Cette approche a été récemment développé au ctums étude décrite dans la
littératuré®® et concernant la Tyrosine-AT Elcoli : la modélisation des intermédiaires non
covalents de type PLP-substrat a permis notammentadréler I'activité catalytique de

'enzyme avec la distance entre 'amine du substriimminium de l'aldimine interne.

8B G. Kim et al. Biotechnology and Bioengineerirg004 88, 512-519.
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Chapitre | Synthése des analogues du K&

[.1 Généralités

Les produits commerciaux sont utilisés sans patiiem préalable. Les solvants anhydres
utilisés sont séchés et distillés selon les proe&dusuelles (§Hs et ELO sur Na, MeOH sur
Mg/l,, CHCI, sur CaCl, Pyridine sur KOH.).

Les chromatographies sur couches minces sont effestsur gel de silice (Merk, support
aluminium, 60F254). Le solvant d’élution varie sanv les produits. Les plaques sont révélées
par exposition sous U.V, puis trempage dans ungtisol éthanolique d'acide sulfurique de
10% contenant 1% de vanilline suivi d’'un chauffage,par trempage dans une solution de
KMnO,4 dans I'eau suivi d’'un chauffage pour les compastss et les composés aminés. La
ninhydrine (solution a 2 % dans EtOH) est le réetlacaractéristique des acides aminés et
sera utilisé pour révéler les analogues de Glu.

Les chromatographies sur colonnes sont effectuees de la silice MN Kieselgel 60 M
(0,04-0,063 mm/ 230-400 mesh, chez Macherey-Nagel)

Les spectres de RMN sont enregistrés sur un appBaeiker Avance-400'H : 400 MHz ;
13C: 100 MHz). Les déplacements chimiques sont exési en ppm par référence au
tétraméthylsilane. La numérotation des moléculesadrées utilisée est celle de la
nomenclature. Les abréviations utilisées sont :uttiptet ; s singulet ; d doublet ; t triplet, dd
doublet dédoublé, ddd doublet dédoublé dédouldéagiruplet, quint. quintuplé.

Les spectres de masse ont été réalisés sur unedpgartype Hewlett packard MS Engine
5989B équipé de 3 modes d'ionisation (Impact ébeitue, lonisation chimique,
Electrospray).

Les spectres IR sont réalisés sur un appareil FPdRagon 880 PERKIN ELMER. Pour les
produits liquides, on réalise un film entre dewstpie@s de KBr. Dans le cas de produits
solides, on prépare une pastille de KBr (avec &%prdduit).

Les mesures de pouvoir rotatoire sont effectuéeslesypolarimeétre Jasco DIP-370, a la
longueur d’onde de la raie du sodium (589 nm). esures se font a température constante
et les concentrations sont exprimés en g/100mL.

Les points de fusion sont, quant a eux, réalisdaide d'un microscope REICHERT
2849223
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1.2 Synthese de I'acide 2-(benzyloxymethyl)-4-oxoghtitade dilithiunba

2-(hydroxymeéthyl)-prop-2-énoate de méthyle §CsHgO3, 116,12 g/mol)

O

3

4™ OH

A un mélange de triméthylphosphonoacétate (31,7 820 mmol) et de formaldéhyde
(solution aqueuse a 37 %, 60 mL, 740 mmol), soutstagn forte, une solution de KO3
(33,45 g dans 20 mL d’eau distillée, 242 mmol)astitée goutte a goutte de telle sorte a ne
pas dépasser 35-40 °C. Le milieu réactionnel estitnagité pendant 5 minutes a 30-35 °C
puis refroidi a température ambiante. De J&t(75 mL) et une solution aqueuse saturée en
NaCl (75 mL) sont alors ajoutés. La phase aquessextraite avec de I'ED (3 x 60 mL).
Les phases organiques sont rassemblées puis lavéesune solution aqueuse saturée en
NaCl (100 mL), séchées sur Mgs®t concentrées sous pression réduite apres additio
d’hydroquinone (2 mg). Le résidu est ensuite déstdous pression réduite (Eb = 54 °C, 1
mmHg). Le produit est isolé sous la forme d’unidg incolore (16 g63 %).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 52,76 (1 H, dJ = 4,8 Hz, OH, 3,69 (3 H, s, OCH), 4,25 (2 H,
d,J=6,2 Hz, H), 5,79 (1 H, s, Ff), 6,20 (1L H, s, EP).
RMN *3C (100 MHz, CDGJ) 5 51,8 (OCH), 60,9 (C), 124,8 (6), 140,1 (A), 166,1 (C).

2-(bromométhyl)prop-2-eénoate de méthyle 7CsH;0,Br, 179,01 g/mol)

0]

3
HyCO 175
4

Br

Une solution de 2-(hydroxyméthyl)prop-2-enoate déthyle 6 (16,1 g, 138,6 mmol) dans
Et,O anhydre (110 mL) est refroidie a — 10 °C (baingtkce salé). PBr(6,05 mL, 63,7
mmol) est ajouté goutte a goutte. Le milieu réamte est ensuite agité a température
ambiante pendant 4 h. Apres refroidissement a 2C1@n additionne kO (80 mL) au milieu
réactionnel. La phase aqueuse est extraite avetheeane (3 x 60 mL). Les phases
organiques sont rassemblées, lavées avec uneosoadueuse saturée en NaCl, séchées sur
MgSQ, puis concentrées sous pression réduite. Le preduisolé sous la forme d’un liquide
incolore (21,1 g85 %).

RMN 1HF%§)00 MHz, CDC}) 3,80 (3 H, s, OCH), 4,19 (2 H, s, B, 5,97 (1 H, s, Ef), 6,34
(1 H,s, H.
RMN *3C (100 MHz, CDGJ) 5 29,3 (C), 52,3 (OCH), 129,2 (&), 137,3 (&), 165,3 (C).
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2-(benzyloxymethyl)prop-2-énoate de méthyle 16C:,H1403, 206,24 g/mol)

)

3
HsCO 1

4 “OCH,Ph

L’alcool benzylique (5,4 mL, 51,8 mmol) est ajodté@ine solution de 2-(bromométhyl)prop-
2-eénoate de méthylg(5 g, 27,9 mmol) dans le THF anhydre (5 mL). Amefsoidissement a

0 °C, une solution de DABCO (4,37 g, 39 mmol) den§HF anhydre (20 mL) est ajoutée
goutte a goutte. Un précipité blanc se forme irtstadment. Le milieu réactionnel est chauffé
a 70 °C pendant 26 h. Apres filtration du milie@aatonnel, le filtrat est lavé avec une
solution aqueuse d'HCl a 1 % (2 x 20 mL), une sotuaqueuse saturée en NaHJ@0 mL)

et une solution aqueuse saturée en NaCl (20 mLphase organique est ensuite séchée sur
MgSO, et concentrée sous pression réduite. Le résidpuegié par chromatographie éclair
(éluant : CHCIy). Le produit est isolé sous la forme d’un liquideolore (4,6 g80 %).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 53,69 (3 H, s, OCH), 4,17 (2 H, sH%, 4,52 (2 H, s, OCHPh),
5,87 (LH, s, B, 6,26 (1 H, s,BP), 7,24 (5 H , m, Har).

RMN *C (100 MHz, CDGJ) 551,5 (OCH), 68,5 (C), 72,8 (OG,Ph), 125,6 (€), 127,5,
127,9 et 128,3 (CHar), 137,6 et 138,2 (Car &}, 56,2 (C).

2-acétyl-4-(benzyloxyméthyl)glutarate de diméthyl@a (C17H220s, 322,36 g/mol)

o ¢ och,ph
2
Te T
HyCO,C 2™ 4 CO,CHj
1 3 5

A une solution de 2-(benzyloxy)prop-2-enoate dehylét7 (2,15 g, 10,42 mmol) dans
MeOH (40 mL), on additionne le fluorure de potassifl,81 g, 31,25 mmol) puis
'acétoacétate de méthyle (1,9 mL, 17,71 mmol).nikeu réactionnel est ensuite chauffé a
68 °C pendant 16 h. Apres refroidissement a tentypéraambiante, une solution aqueuse
saturée en NaCl (30 mL) est ajoutée au mélangdiodael. La phase aqueuse est extraite
avec de AcOEt (4 x 50 mL). Les phases organiquesragsemblées, séchées sur Mg80O
concentrées sous pression réduite. Le résidu egtéppar chromatographie éclair (éluant ;
CH,CI,/CH3OH : 99/01). Le produit est isolé sous la formendliguide incolore (3,2 g95
%).

On observe la présence des diastéréoisomeres daapport 1/1.

RMN *H (400 MHz, CDC}) $2,10-2,27 (2 x 2H, m, B, 2,22-2,24 (2 x 3H, 2 x s, 2,69
(2 x 1H, m, H), 3, 57-3,76 (2 x 3H, m, Het H), 3,69 (2 x 3H, s, 2 x OCH 3,70 (3H, s,
OCH), 3,73 (3H, s, OCH), 4,49 (2 x 2H, m, B, 7,33 (2 x 5H, m, Har).

RMN **C (100 MHz, CDC!) 526,8 et 26,9 (&), 29,0 et 29,5 (&, 43,5 et 43,6 ({), 51,9 et
52,5 (OCH), 56,8 et 57,2 (¢, 70,3 et 70,7 (8§, 73,1 (C), 127,6, 127,7 et 128,4 (CHar),
137,8 (Car), 169,6 (§, 173,7 (C), 202,5 (C).
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IR (film, cm™) : 3009 (C-Haw), 2954, 2864 (C-Halk ), 1738, 1721 (C=@), 1439 et 1361
(C-H d), 1246, 1204, 1167 (C-@), 745 et 701 (C-Hab).
SM (ES+) m/z calc pour H220s Na :345,1314, exp : 345,1306.

2-(1-acétoxyeéthylidene)-4-(benzyloxymeéthyl)glutarat de diméthyle_3aCi9H 2407, 364,39
g/mol)

.
11\ﬁ90 8 2 ¢ _OCH,Ph
o 1L
H3CO,C 2™ 4 CO,CHjs
1 3 5
Une solution de produit de Micha2 (2,6 g, 8,1 mmol) dans la pyridine distillée (1B)rest
refroidie a 0 °C. On ajoute le chlorure d’acéty@e86 mL, 12,1 mmol). Un précipité blanc se
forme. Le milieu réactionnel est agité a tempémambiante pendant 48 h. LEX (50 mL)
est ajouté puis la phase organique est lavée awvdeal (50 mL) et une solution aqueuse
saturée en CuS{2 x 50 mL). La phase organique est alors séche®gSQ, et concentrée
sous pression réduite. Le résidu est purifié paroroatographie éclair (éluant;
cyclohexane/AcOEt : 8/2). Le produit est isolé stauforme d’une huile incolore (1,9 64
%). On n'observe qu’un seul stéréoisomere.

RMN *H (400 MHz, CDC4) 52,13 (3 H, s, 1), 2,31 (3H, s, B, 2,60 2 H, m, B), 2,84 (1
H, m, H), 3,56 (1 H, dd) = 5,5 et 9,0 Hz, Bf), 3,64 (1 H, ddJ = 7,2 et 9,0 Hz, ), 3,69 (3
H, s, OCH), 3,79 (3 H, s, OCH}, 4,51 (2 H, mAB, H'), 7,31 (5H, m, Har).

RMN *3C (100 MHz, CDCJ) 19,6 (C), 20,8 (CY), 26,4 (G), 45,0 (C), 51,8 (2 x OCH),
70,1 (@), 73,0 (C), 119,2 (&), 128,3 et 127,5 (CHar), 138,1 (Car), 158,7)(a67,4 (C),
168,1 (CY), 174,1 (C).

IR(film, cm™) : 3030, 2953, 2868 (C-H), 1762, 1723 (C=Q), 1438 et 1372 (C-H), 1213,
1174 (C-Ov), 745 et 701 (C-Hab).

SM (ES+) m/z calc pour gH»,0;Na 387,1420, exp : 387,1427.

2-(benzyloxymethyl)-4-oxoglutarate de diméthyle 484C15H 1506, 294,30 g/mol)

7
6_OCH,Ph

M
H3CO,C” 4 CO,CHs
5

321

Méthode par ozonolyse

Une solution d’'acétate d’énda (0,42 g 1,15 mmol) dans GEl, anhydre (8 mL) est
refroidie a — 70 °C. On fait buller un mélange g@ généré par un ozoneur pendant 45
minutes jusqu’a ce qu’une légere coloration bleurdlieu apparaisse. L’excés d’'ozone est
alors éliminé par un flux d’©pur (disparition de la coloration bleu). Le su#fude diméthyle
(0.15 mL, 1,65 mmol) est ensuite ajouté puis lgenilest agité pendant 4 h a température
ambiante. Le mélange réactionnel est lavé av#a (10 mL) et avec une solution aqueuse
saturée en NaCl (10 mL). La phase organique estésésur MgS@ et concentrée sous
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pression réduite. Le résidu est purifié par chramatphie éclair (éluant ; cyclohexane/acétate
d’éthyle : 8/2). Le produit est isolé sous la ford¥ene huile incolore (58 md,7 %).

Méthode par oxydation avec RpO

L'acétate d’énoBa (0,833 g, 2,28 mmol) est dissous dans un mélargériCN (8 mL) et

de CHC} (8 mL). On ajoute successivement le périodateatkum (1,95 g, 9,12 mmol),
I'oxyde de ruthénium (0,06g, 0,456 mmol) ef(H(15 mL). Le milieu est ensuite fortement
agité a température ambiante pendant 4 h. Le melasgfiltré sur célite. La phase aqueuse
est extraite avec du CH{L(10 mL). Les phases organiques sont rassembléekéas sur
MgSO, et concentrées sous pression réduite. Le résidoue$ié par chromatographie éclair
(éluant; cyclohexane/acétate d’éthyle : 7/3). Ledpit est isolé sous la forme d’une huile
incolore (290 mg43 %).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 53,07 (1H, dd,J = 5,3 et 18,1 Hz, ), 3,28 (1H, m, H), 3,42
(1H, dd,J = 8,0 et 18,1 Hz, ), 3,60-3,75 (2H, m, B, 3,69 (3H, s, OCH), 3,83 (3H, s,
OCHy), 4,48 (2H, s, B, 7,32 (5H, m, Har).

RMN *3C (100 MHz, CDGJ) 38,1 (C), 41,2 (&), 52,2 et 53,0 (0B3), 69,4 (C), 73,1 (C),
127,8 et 128,4 (CHar), 137,6 (Car), 160,9)(@72,5 (C), 191,9 (C).

IR (film, cm®) : 3030, 2954, 2866 (C-M), 1736 (C=0v), 1440 et 1366 (C-H), 1259 (C-O
V), 743 et 701 (C-Habd).
SM (ES+) m/z calc pour gH1g0¢Na :317,1001, exp : 317,1008.
Analyse élémentaire : calculé pours8,506 (%) : C : 61,22, H: 6,16
trouvé (%) 60,92, H : 6,32.

2-(benzyloxymethyl)-4-oxoglutarate de dilithium_5a(Ci3H1206Li 2, 278,11 g/mol)

7
OCH,Ph

2.
LiO,C 42 (iOzLi

5 3

Le diesterda (0,236 g, 0,8 mmol) est dissous dans le MeOH i@, 2. Une solution aqueuse
de LIOH 0,4M (4,2 mL, 1,7 mmol) fraichement prémaest ajoutée goutte a goutte pendant
15 minutes. Le milieu réactionnel est agité a tenape ambiante pendant 24 h. Le pH du
milieu est ajusté a 7,6 par ajout de résine add@WEX 50WX8 H). Aprés filtration et
évaporation des solvants, le produit est isolé dautorme d’'un solide blanc (220 mg,
quantitatif ).

RMN *H (400 MHz, BO) 2,90 (1H, ddJ = 4,8 et 17,2 Hz, &), 2,96 (1H, m, H), 3,05
(1H, dd,J=7,3 et 17,1 Hz, &), 3,58 (1H, ddJ = 6,7 et 9,8 Hz, Bf), 3,69 (1H, dd,) = 6,0 et
9,7 Hz, K, 4,52 (2H, s, B, 7,38 (5H, m, Har).

RMN %C (100 MHz, BO, pH 7,4)5 39,3 (C), 43,6 (C), 71,1 (C), 72,6 (C), 128,1,128,3 et
128,7 (CHar), 137,4 (Car), 169,4%C180,6 (C), 204,1 (C).

IR (KBr, cmi?) : 2930 (C-Hv), 1718 (C=0v), 1648 et 1590 (C=@), 1423 et 1362 (C-H),
1096 (C-Ov), 739 et 703 (C-Hab).

SM (ES-) m/z calculée pour@11,06Li : 271,0794, exp : 271,0795.
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1.3 Synthese de I'acide 2-(hydroxymethyl)-4-oxoglutas dilithium 5i

2-(hydroxymethyl)-4-oxoglutarate de diméthyle 4{CgH1,06, 204,18 g/mol)

chozg 4732 ](-ZOZCH3

A une solution de produit benzydé (139 mg, 0,47 mmol) dissous dans le MeOH (8 m&), e
additionné du Pd/C a 10 % (20 mg). Le milieu réauiel est agité pendant 1 h a température
ambiante sous une atmosphere d’hydrogene en atilisge baudruche. Apres filtration sur
membrane millipore et évaporation du solvant, sed est purifié par chromatographie éclair
(éluant ; cyclohexane/AcOEt : 5/5). Le produitiesté sous la forme d’'une huile incolore (93
mg, 97 %) et correspond a un mélange de 2 formes cycligli@stéréoisoméres dans un
rapport 1/1.

H,CO,C
3 25 4 3 2 (130ch3

RMN *H (400 MHz, CDC}) 62,31 (1H, ddJ = 8,0 et 13,1 Hz, ), 2,42 (1H, ddJ = 5,7 et
13,7 Hz, H9, 2,68 (1H, dd, J= 9,2 et 13,9 Hz>% 2,71 (1H, dd, J = 9,4 et 13,8 HZ*"{
3,29 (1H, m, H), 3,43 (1H, m, H), 3,71 et 3,73 (2 x 3H, s, OGH 3,808 et 3,873 (2 x 3H, s,
OCHg), 4,12 (1H, s, OH), 4,13-4,32 (2 x 2H, nT)H4,44 (1H, s, OH).
RMN **C (100 MHz, CDCJ) 538,3 (2 x §), 42,7 et 43,6 (), 52,3 et 52,4 (OC}), 53,2 et
5@,3 (OCH), 70,4 (2 x €), 102,2 et 102,6 (§J, 170,2, 170,5, 172,3 et 1734 (2 X & 2 X
C).
IR (film, cm™) : 3458 (O-Hv), 2959, 2901 (C-H)), 1737 (C=0v), 1441 (C-Hd), 1274 et
1119 (C-Ov).
SM (ES+) m/z calculée pourgB;:,0sNa 227,0532, exp : 227,0536
Analyse élémentaire : calculé pouHz.Os (%) C : 47,06, H : 5,92

trouvé (%) @6,95, H : 5,96.

2-(hydroxymethyl)-4-oxoglutarate de dilithium 5i (CgHgOgLi 2, 187,99 g/mol)

LiO,C" 45 2 CO,Li
25 3 l 2

Le diesteri (0,093 g, 0,456 mmol) est dissous dans le MeO#f8,). Une solution aqueuse
de LIOH 0,4 M (2,4 mL, 0,96 mmol) fraichement paége est ajoutée goutte a goutte
pendant 5 minutes. Le milieu réactionnel est agitémpérature ambiante pendant 24 h. Le
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pH du milieu est ajusté & 7,6 par ajout de résadea(DOWEX 50WX8 H). Apreés filtration

et évaporation des solvants, le produit obteniseg sous la forme d’un solide blanc (83 mg,
guantitatif ) et correspond a un mélange de 2 formes cycliglieestéréoisomeres dans un
rapport 1/1.

6

@]
“OQ |
o g 2 CO:M

3

RMN *H (400 MHz, O) 52,34 et 2,58 (2 x 2H, m,$ 3,28 (1H, m, B), 3,34 (1H, m, B),
4,11-4,42 (2 x 2H, m, B,

RMN **C (100 MHz, DO) 540,1 et 40, 5 (&), 45,3 et 46,3 (§, 71,2 et 71,3 (§), 104,1 et
104,5 (&), 176,7, 176,9, 180,8 et 182,1 (2 k& 2 x C).

IR (KBr, cmi?) : 3426 (O-Hv), 1620 (large, C=@), 1413 et 1309 (C-H#), 1110 (C-Ov).

SM (ES+) : m/z calculée poursB;0s :175,0243, exp : 175,0236.

l.4 Synthese de l'acide 2-((2-(2-(2-azidoethoxy)ethetkygxy)methyl)-4-

oxopentanedioate de dilitiub

2-[2-(azidoéthoxy)-2-éthoxy]éthanol §CsH13N303, 175,19 g/mol)

HO\/\O/\/O\/\ N

Méthode A

Le 2-(2-chloroéthoxy)éthoxyéthanol (5 g, 0,03 me$t dissous dans EtOH (10 mL). On
ajoute le Nal (443 mg, 0,003 mol) puis le Na[¥,92g, 0,03 mol). Le milieu réactionnel est
porté au reflux de EtOH pendant 48 heures. Le mi#ist concentré sous pression réduite et
repris dans CkCl, (25 mL). Aprés une nuit a 5 °C, le milieu estréltLe filtrat est évaporé
sous pression réduite. Le résidu est ensuite pysdr chromatographie éclair (€lution ; 95/5 :
CH,Cl,/acétone). Le produit est isolé sous la forme diguide incolore (4,2 g80 %)

Méthode B

2-(2-chloroéthoxy)éthoxyéthanol (5 g, 0,03 mmol) éissous dans # (5 mL). Le NaN
(2,3 g, 0,035 mmol) et le NiEI (2,3 g) sont ajoutés. Le milieu est chauffé £CQendant 4
jours. Un minimum d’eau ajouté est additionné adiemi pour dissoudre le NI en
suspension. La phase aqueuse est ensuite extiaiteex (3 x 10 mL). Les phases organiques
sont rassemblées, séchées sur Mg&©oncentrées sous pression réduite. Le produis@é
sous la forme d’un liquide incolore (4,998 %)

RMN 'H (400 MHz, CDC4) 82,48 (1H, s élargi, OH), 3,33 (2H, m, @¥), 3,55 (2H, m,
OCHy), 3,61 (6H, m, OCH), 3,67 (2H, m, OCh)
RMN 3C (100MHz, CDC4) §50,7 (CHN3), 61,0 (CHOH), 69,6, 69,7, 70,3, 72,1 (OGH
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2-((2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)methyl)acryl@ de méthyle_1b(C11H19N30s,
273,29 g/mol)

0]

3
5 8 9
4 /\/O\/\ /\/Ng
O 6 (@)

7 10

Apres refroidissement a 0 °C d’une suspension d¢ (82444 g, 11,1 mmol) dans le
THF anhydre (8 mL), on ajoute goutte a goutte wiet®n du compos8 (1,95 g, 11,1
mmol) dans le THF anhydre. Le milieu est agité 30 antempérature ambiante. Cette
solution est ensuite additionnée lentement a uhgigo d’acrylate n° dans le THF (8 mL)
préalablement refroidi a 0 °C. Un précipité blapparait et jaunit au cours de la réaction. Le
milieu réactionnel est agité a température ambipatelant 8 h. Apres neutralisation du
milieu par ajout d’'acide acétique concentré, omutgd+O (15 mL). La phase aqueuse est
extraite avec AcOEt (3 x 30 mL). Les phases orgascgsont rassemblées, séchées sur
MgSQO, puis concentrées sous pression réduite. Le résitpurifié par chromatographie
éclair (éluant ; 7/3 : cyclohexane/AcOEt). Le privéist isolé sous la forme d’une huile
incolore (2,2 g73 %).

RMN *H (400 MHz, CDCJ) 8 3,37 (2H, tJ = 5 Hz H'9), 3,65 (10H, m, 5 x OC}), 3,75 (3

H, s, OCH), 4,23 (2 H, sH%, 5,89 (1 H, s, Ef), 6,29 (1 H, s,E)

RMN 3C (100 MHz, CDGJ) 5 50,7 (C), 51,8 (OCH), 69,3 (C), 70,1, 70,2 et 70,6 (OGH

70,7 (2 x OCH), 125,9 (C),137,0 (©), 166,3 (C)

IR (film, cm™) : 2949 et 2870 (C-H alkyles), 2111 (N v), 1725 (C=0 estev), 1636 (C=C

v), 1442 (C-H3), 1306, 1285, 1112 (C-Q)

SM (ES+) m/z calc pour GH1gNsOsNa : 296,1222, exp : 296,1230

Analyses élémentaires : calculées pouiHzoN3Os (%) C : 48,34, H : 7,01, N : 15,38
trouvées (@) 47,95, H : 6,99, N : 15,46

2-acetyl-4-((2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)meii)glutarate de diméthyle 2b
(C16H27N30s, 389,40 g/mol)

14 g 4 12
(] D\JJ%DI\\_,«O\IIHN
HaCOC 2 ™4™ C0,CH,
19 5

A une solution d’acrylatéb (1,8 g, 6,6 mmol) dans MeOH (35 mL), on additiotenéuorure

de potassium (0,928 g, 19,8 mmol) puis I'acétodeé&da méthyle (1,07 mL, 9,9 mmol). Le
milieu réactionnel est ensuite chauffé a 68 °C pahdé h. Aprés refroidissement a
température ambiante, une solution aqueuse saaré&aCl (30 mL) est ajoutée au mélange
réactionnel. La phase aqueuse est extraite av€aadtate d'éthyle (4 x 50 mL). Les phases
organiques sont rassemblées, séchées sur MgE0oncentrées sous pression réduite. Le
résidu est purifié par chromatographie éclair (élye/5 : cyclohexane/AcOEt). Le produit
est isolé sous la forme d’un liquide incolore (1¢683 %).
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On observe la présence des diastéréoisomeres daapport 1/1.

RMN 'H (400 MHz, CDC}) 52,13 (2 x 2H, m, B), 2,24 (3H, s, ), 2,26 (3H, s, ) , 2,66
(2 x 1H, m, H), 3,38 (2 x 3H, tJ = 5,0 Hz H'%, 3,55 & 3,66 (13 H, m,%&t 6 x OCH), 3,67
(2 x 3H, s, 2 x OCh), 3,72 (3H, s, OCH), 3,73 (3H, s, OC}h)

RMN 3C (100 MHz, CDCJ) 5 25,5 et 25,7 (€), 27,8 et 28,2 (&), 42,2 et 42,3 (&), 49,4 (2

x C*?), 50,4 et 50,6 (OC#), 51,2 (2 x OCH), 55,5 et 55,8 (€}, 68,7, 69,2, 69,3, 69,4, 70,2 et
70,6 (6 x OCH), 168,2 et 168,3 (1, 172,31 (C), 200,9 et 201,0 (&

IR (film, cm™) : 2949, 2871 (C-H alk), 2101 (N V), 1735, 1728 (C=Q), 1437 et 1358 (C-
H ), 1280, 1248, 1122 (C-Q)

SM (ES+) m/z calc pour fgH»70sN3sNa :412,1696, exp : 412,1700

2-(1-acetoxyethylidene)-4-((2-(2-(2-azidoethoxy)ettty)ethoxy)methyl)glutarate de
dimethyle 3b (C1gH29N30g, 431,44 g/mol)

q. B
57 1 o A _A_ o 12
15 0 %NS
| 7 10 11
HaC0,C 2™ "4 " CO,CH,
1% s

Une solution du produi2b (1,6 g, 4,11 mmol) dans la pyridine distillée (BQ) est refroidie

a 0 °C. On ajoute le chlorure d’'acétyle (0,43 m)J2 &imol). Un précipité blanc se forme. Le
milieu réactionnel est agité a température ambipetedant 24 h. L'gO (70 mL) est ajouté
puis la phase organique est lavée avec de I'eaun(50et une solution aqueuse saturée en
CuSQ (2 x 50 mL). La phase organique est alors séchéeVigSQ, et concentrée sous
pression réduite. Le résidu est purifié par chramgephie éclair (éluant ; cyclohexane/acétate
d’éthyle : 6/4). Le produit est isolé sous la foraiene huile incolore (1,3 g/3 %). On
n’'observe qu’un seul stéréoisomere.

RMN *H (400 MHz, CDC}) 52,13 (3 H, s, %2,22 (3 H, s, i), 2,45 (1 H, dd) = 6,5 et
13,5 Hz H%9), 2,49 (1H, dd, J =8 et 13,5 HZ*% 2,73 (1 H, m, ¥, 3,32 (2 H, tJ = 5,0 Hz
H'3), 3,45 (1 H, dd)J = 9,5 et 5,6 HzH®¥), 3,51 (2H, m, OCH),3,54 (3H, m, OChlet H"Y),
3,56 43,62 (6H, m, 3 x OGH 3,58 (3 H, s, OCH}, 3,69 (3 H, s, OCH

RMN 3C (100 MHz, CDGJ) 5 19,6 (C%), 20,8 (C9), 26,5 (G), 44,9 (C), 50,7 (C?), 51,7 et
51,8 (OCH), 70,0, 70,4, 70,5, 70,6, 70,7 et 71,4 (6 x QCH19,2 (A), 158,6 (C3, 167,4
(Ch, 168,1 (C), 174,2 (C)

IR (film, cm™) : 2951, 2871 (C-H), 2108 (N V), 1761, 1735 (C=Q), 1439 (C=Qv), 1373
(C-H ), 1299, 1212, 1119 (C-Q)

SM (ES+) m/z calc pour fgH29N30OgNa 454,1801, exp : 454,1806

-271 -



Partie expérimentale

2-((2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)methyl)-4-oxmentanedioate de diméthyle 4b
(Cl4H23N303, 361,35 g/mol)

g o 12
0 *-m,_,-f"ﬁ“““- ey %Ng

7 10 11
e
HECOEC’H\\E 2 C0,CH,

Une solution d'acétate d’énd@b (3 g, 6,96 mmol) dans GBI, anhydre (100 mL) est
refroidie a — 70 °C. On fait buller un mélange @ généré par un ozoneur pendant 25
minutes jusqu’a ce qu’une légére coloration bleundlieu apparaisse. L'excés d’ozone est
alors éliminé par un flux d'®@pur dans le mélange (disparition de la coloratieu). Le
sulfure de diméthyle (0,9 mL, 10,4 mmol) est eresajputé puis le milieu est agité pendant 4
h a température ambiante. Le mélange réactionndhes avec KO (100 mL) et avec une
solution aqueuse saturée en NaCl (100 mL). La pbaganique est séchée sur MgS&
concentrée sous pression réduite. Le résidu ediéppar chromatographie éclair (éluant ;
4/6 : cyclohexane/AcOEt). Le produit est isolé stzutbrme d’une huile incolore (2,1 mg3
%).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 53,05 (1H, dd, J = 18,5 et 5,0 HzH¥), 3,24 (1H, m, H), 3,36

(3H, m, H® et H?), 3,57 (4H, m, 2 x OC}), 3,65 (7H, m, 3 x OCHet H?), 3,67 (3H, s,

OCHy), 3,74 (1HJ =46 et 9,5 H,zHGb) 3,86 (3H, s, OCH

RMN **C (100MHz, CDC)) & 38,15 (G), 41,2 (G), 50,7 (C?), 52,2 (OCH), 53,2 (OCH),

70,0, 70,4 (OCH), 70,6 (2 x OCH), 70,7 (2 x OCH)), 160,9 (C), 172,6 (C), 200,0 (C)

IR (film, cm™) : 2957, 2916 et 2871 (C-H aly, 2107 (N v), 1732 (C=0 estev), 1441 et

(C-H ), 1295, 1259 et 1114 (C-Q

SM (ES+) calc pour GH»3N3OgNa : 384,1383, exp : 384,1387

Analyses éléementaires : calculées powHzsN3Og (%) C : 46,53, H: 6,42, N : 11,63
trouvées (@) 46,60, H : 6,39, N : 11,24

2-((2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)methyl)-4-oxmentanedioate de dilitium_5b
(Cle 17N308Li s, 345,16 g/mol)

12

q j/ ;MD% Ny
11
Lithﬁi)eiJ\ 2"‘“‘ O.Li

3

Le diesterdb (500 mg, 1,43 mmol) est dissous dans MeOH (8 o solution aqueuse de
LiOH 0,4M (7,5 mL, 3 mmol) fraichement préparé¢ @sutée goutte a goutte. Le milieu
réactionnel est agité a température ambiante pénotennuit. Le pH du milieu est ajusté a
pH 7,6 par ajout de résine acide (DOWEX 50WX8). épffiltration et évaporation des
solvants, le produit obtenu est isolé sous la fodma solide beige (500 mguantitatif ).

RMN H (400 MHz, BO) 5 2,94 (2H, m, H et H¥, 3,08 (1H, dd, J = 7,5 et 18,0 HZ>°H
3,49 (2H, tJ = 5,0 Hz H'?), 3,59 (1H, dd,) = 6,5 et 10,0 HzH®?), 3,65 & 3,72 (11H, m, 5 x
OCH, et H?)
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RMN C (100MHz, DO) 539,3 (C), 43,5 (4), 50,1 (C?), 69,2 (OCH), 69,5 (2 x OCH),
69,6 (2 x OCH), 71,9 (OCH), 169,5 (C), 180,6 (C), 204,1 (C)

IR (KBr, cm) : 3415 et 3237 (O-ht), 2937 et 2878 (C-H alk), 2116 (N v), 1705 et 1679
(C=0 estew), 1422 et 1384 (C-13), 1262, 1108 et 1083 (C-Q)

SM (ES-) m/z calc pour £H18N30g: 332,1094, exp : 332,1107

1.5 2-((4-(azidomethyl)benzyloxy)methyl)-4-oxoglutantkeliméthylelc

(4-(chloromethyl)phenyl)methanol_10(CgHyOCI, 156,61)

OH
Cl

A une suspension de (4-(chloromethyl)phenyl)methdbg, 36,18 mmol) dans CHE(35
mL), est ajoutée goutte a goutte ne solution de ISCXO mL, 39,8 mmol) dans le CHZ#
mL). Le milieu est fortement agité a Ta pendanthlBUne solution aquese saturée en
NaHCG; (75 mL) est additionnée au mileiu réactionnel pbase agueuse est ensuite extraite
avec AcOEt (3 x 50 mL). Les phases organiques smsdemblées, séchées sur Mg80O
concentrées sous pression réduite. Le résidu edtéppar chromatographie éclair (éluant;
cyclohexane/AcOEt : 6/4). Le produit est isolé staiforme d’'un solide blanc (4,76 §4
%).

RMN *H (400 MHz, BO) 81,70 (1H, s élargi, OH), 4,56 (2H, s, @8), 4,70 (2H, s,
CH,OH), 7,37 (4H, m, Har).

RMN *3C (100 MHz, RO) 3 46,0 (CHCI), 64,9 (CHOH), 127,3 et 128,8 (CHar), 136,9 et
141,1 (Car).

(4-(azidomethyl)phenyl)methanol ACgHoN3O, 163,18 g/mol)

OH
N3

A une suspension du compo$é (1,0 g, 6,3 mmol) dans B (13 mL), est ajoutée NaN
(0,448 g, 6,8 mmol) et Nk€I (0,448 g). Le milieu est chauffé a 70 °C pendaht La phase
agueuse est extraite avec AcOEt (3 x 15 mL). Leased organiques sont rassemblées,
séchées sur MgSOet concentrées sous pression réduite. Le résidupesfie par
chromatographie éclair (€luant; cyclohexane/AcO&#). Le produit est isolé sous la forme
d’un liquide incolore (0,916 @8 %).

RMN 'H (400 MHz, BO) 51,84 (1H, s élargi, OH), 4,33 (2H, s, e¥), 4,70 (2H, s,
CH,OH), 7,32 (4H, m, Har).

RMN C (100 MHz, BO) 354,5 (CHNs), 64,9 (CHOH), 127,4 et 128,5 (CHar), 134,7 et
141,0 (Car).

IR (film, cm™) : 3349 (O-Hv), 2930 et 2876 (C-Halk ), 2099 (N v), 1421 et 1253 (C-H),
1043 (C-Ov).

SM (ES+) m/z calc pour ¢ElgON3 : 163,18 exp : 163.
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Analyse élémentaire : calculé pouHgON; ( %) C : 58,88, H : 5,56, N : 25,75
trouvé ( %) 68,75, H : 5,57, N : 25,80.

2-((4-(azidomethyl)benzyloxy)methyl)acrylate de métyle 1¢c(Ci3H15N3O3, 261,11 g/mol)

5 N3
/ < > 6
4O

3=<2
CO,Me
1

Apres refroidissement a 0 °C d’une suspension dé (9225 g, 6,7 mmol) dans le
THF anhydre (9 mL), on ajoute goutte a goutte wet®n du compos@ (0,90 g, 5,5 mmol)
dans le THF anhydre (9 mL). Le milieu est agitén8f a température ambiante. Cette
solution est ensuite additionnée lentement a uhgigon d’acrylate n° (1g, 5,6 mmol) dans le
THF (9 mL) préalablement refroidi a 0 °C. Un préi&blanc apparait et jaunit au cours de la
réaction. Le milieu réactionnel est agité a temjppesambiante pendant 3 h. Aprées
neutralisation du milieu par ajout d’acide acétigoacentré, on ajoute;® (15 mL). La
phase aqueuse est extraite avec AcOEt (3 x 30 Inels)phases organiques sont rassemblées,
séchées sur MgS@uis concentrées sous pression réduite. Le résidpurifié par
chromatographie éclair (éluant ; 9/1 : cyclohexAo@Et). Le produit est isolé sous la forme
d’une huile incolore (1,1 &7 %).

RMN 'H (400 MHz, BO) 8 3,80 (3H, s, OCH), 4,27 (2H, s, B), 4,36 (2H, s, B), 4,62 (2H,
s, H), 5,96 (1H, s, Ef), 6,36 (1H, s, EP), 7,35 (4H, m, Har).

RMN *C (100 MHz, BO) 51,8 (OCH), 54,5 (C), 68,4 (C), 72,3 (C), 126,1 (C), 128,2
(CHar), 134,8 (Car), 137,0 fi¢ 138,3 (Car), 166 (&.

IR (film, cm™) : 3368 (C=CH et C-Hav), 2952 et 2864 (C-Halk ), 2099 (N v), 1723 (C=0
v), 1438 (C-HD), 1096 (C-Ov).

SM (ES+) m/z calc pour gH1503 N3 : 284,0996, exp : 284,1011.

2-acetyl-4-((4-(azidomethyl)benzyloxy)methyl)glutaratate de diméthyle_2qC1gH23N30s,
377,39 g/mol)

-
1 O _O
9 6

1 5
MeOZC 2 S 4 COzMe

A une solution du composkc (2,3 g, 3,8 mmol) dans MeOH (40 mL), on additiorlee

fluorure de potassium (16,1 g, 11,4 mmol) puisdtaacétate de méthyle (1,0 mL, 5,7 mmol).
Le milieu réactionnel est ensuite chauffé a 68 ®hdant 16 h. Aprés refroidissement a
température ambiante, une solution aqueuse saaré&aCl (30 mL) est ajoutée au mélange
réactionnel. La phase aqueuse est extraite avACcOE&t (4 x 70 mL). Les phases organiques
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sont rassemblées, séchées sur Mg8Dconcentrées sous pression réduite. Le résitlu es
purifié par chromatographie éclair (éluant ; {LH). Le produit est isolé sous la forme d’'un
liquide incolore (1,3 g39 %).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 82,10-2,19 (2 x 2H, m, ), 2,22-2,27 (2 x 3H, 2 x s,H), 2,68
(2 x 1H, m, H), 3,59-3,74 (3H, m, Het H), 3,70 (2 x 3H, s, 2 x OG}| 3,72 (3H, s, OCH},
3,73 (3H, s, OCh), 4,31 (2 x 2H, s, B), 4,49 (2 x 2H, m, B, 7,30 (2 x 4H, m, Har).

RMN **C (100 MHz, CDCJ) 526,8 et 29,9 (&), 29,0 et 29,5 (&, 43,5 et 43,6 ({), 51,9 et
52,5 (C), 56,8 et 57,2 (OCH), 70,3 et 70,7 (&, 73,1 (C), 127,6, 127,7 et 128,4 (CHar),
137,8 (Car), 169,6 (§, 173,7 (C), 202,5 (C).

2-(1-acetoxyethyl)-4-((4-(azidomethyl)benzyloxy)mayl)glutamate de dimethyle 3c
(C20H26N307, 420,44 g/mol)

12

W@

@) 0]
|9 6
1 3 5
MeOZC 2 4 COzMe

Une solution de produit de Micha2t (0,64 g, 1,7 mmol) dans la pyridine distillée (R)nest
refroidie a 0 °C. On ajoute le chlorure d’acétydel@ mL, 2,6 mmol). Un précipité blanc se
forme. Le milieu réactionnel est agité a tempémambiante pendant 48 h. LEX (10 mL)
est ajouté puis la phase organique est lavée awdeal (10 mL) et une solution agueuse
saturée en CuS{d2 x 10 mL). La phase organique est alors séchedgSQ, et concentrée
sous pression réduite. Le résidu est purifié paroroatographie éclair (éluant;
cyclohexane/AcOEt : 7/3). Le produit est isolé siauorme d’une huile incolore (0,22 81
%). On n'observe qu’un seul stéréoisomeére.

RMN *H (400 MHz, CDC}) 52,10 (3 H, s, Hf), 2,28 (3 H, s, &), 2,58 (2 H, m, B), 2,82 (1
H, m, H), 3,53 (1 H, ddJ=5,4 et 9,2 Hz, £f), 3,61 (L H, ddJ = 7,2 et 9,2 Hz, FP), 3,67 (3
H, s, OCH), 3,74 (3H, s, OCH, 4,32 (2H, s, B), 4,48 (2 H, m, ¥, 7,29 (4H, m, Har).

RMN C (100 MHz, CDCJ) 5 19,6 (GY), 20,8 (C?), 26,4 (G), 45,0 (¢), 51,8 (2 x OCH),
54,5 (&), 70,3 (©), 72,6 (C), 119,2 (&), 127,9 et 128,2 (CHar), 134,6 et 138,4 (Car), 158
(c), 168,0 (C), 168,1 (C), 174,1 (C).
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2-((4-(azidomethyl)benzyloxy)methyl)-4-oxoglutamatele diméthyle 4¢(C16H19N30s,
349,34 g/mol)

N3
8
7
o
2.1
3
MeOZC 4 2 COZMe
5 1

L'acétate d’énoBc (0,22 g, 0,54 mmol) est dissous dans un mélanderd€N (2 mL) et de
CHCI; (2 mL). On ajoute successivement le périodateodaum (0,46 g, 0,22 mmol), I'oxyde
de ruthénium (0,015¢g, 0,12 mmol) et (5 mL). Le milieu est ensuite fortement agité a
température ambiante pendant 4 h. Le mélange lest $ur célite. La phase aqueuse est
extraite avec du CHgI10 mL). Les phases organiques sont rassemblégseas sur MgSO

et concentrées sous pression réduite. Le résidouegie par chromatographie éclair (éluant;
cyclohexane/acétate d’éthyle : 7/3). Le produitigsté sous la forme d’une huile incolore (20
mg, 10 %).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 83,07 (1H, dd,J = 5,0 et 18,0 Hz, &), 3,28 (1H, m, H), 3,42
(1H, dd,J = 8,0 et 18,0 Hz, ), 3,68-3,73 (2H, m, B, 3,69 (3H, s, OCH), 3,83 (3H, s,
OCHk), 4,32 (2H, s, B), 4,49 (2H, s, B, 7,30 (4H, m, Har).

RMN **C (100 MHz, CDCJ) 38,1 (C), 41,2 (&), 52,6 et 53,0 (OBs), 54,5 (C), 69,6 (C),
72,6 (C), 127,0 et 128,3 (CHar), 134,9 et 137,9 (Car),260°), 172,5 (C), 191,9 (C).

1.6 Synthése de 'acide 4-oxobutane-1,2,4-tricarboxeyti lithiumbd

5-oxohexane-1,2,4-tricarboxylate de triméthyle 2dC,.H1507, 274,27 g/mol)

6 9
O _CO,Me
L@

MeO,C™ 4 2 "CO,Me
7

3 8

A une solution d’itaconate de diméthyle (59 ; 31miol) dans le MeOH (50 mL) on ajoute
du KF (5,3 g; 94,8 mmol) et de I'acétoacétate ahyle (5,71 mL ; 6,15 g ; 53 mmol). Le
mélange réactionnel est porté au reflux du MeOH@5endant 2 heures. Le solvant est
évaporeé sous pression réduite. Le résidu est rdpris une solution aqueuse saturée en NaCl
(30 mL), puis extrait avec AcOEt (2 x 25 mL). Lekapes organiques sont rassemblées,
séchées sur MgSQ et concentrées sous pression réduite. Le résgtuparifié par
chromatographie éclair (éluant: cyclohexane/AcOFEt3). On obtient le produit sous la
forme d’une huile qui cristallise apres quelquesrbs (5, 229, Rd #8 %).
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RMN *H (CDCk) & (ppm) : 2,00-2,14 (2 x 2H, m,3 2,21 et 2,24 (3H, s, % 2,32-2,58 (2 x
2H, m, H), 2,62-2,78 (2 x 1H, m, #| 3,57-3,61 (2 x 1H, m, I, 3,63 (2 x 3H, s, OCH),
3,65 et 3,66 (3H, s, OGH 3,71 et 3,73 (3H, s, OGH

RMN *C (CDCE) 5 (ppm) : 29,5 et 29,8 , 28,5 et 29,7 (C%), 35,9 et 36,3 (&), 38,9 et 39,1
(C?, 51,7 (2 x OCH), 51,75, 51,8, 52,0 et 52,6 (OgH56,6 et 57,3 (¢, 169,3 et 169,4
(C®), 171,6 et 171,7 (§, 174,2(C), 201,7 et 201,9 (T.

IR (film, cm™) : 3004 et 2956 (C-h), 1737 (C=0v), 1439 et 1364 (C-H), 1254, 1202 et
1165 (C-Ov).

SM (ES-) m/z : calc pour gH1g07Na : 297,0950, exp : 297,0935.

trimethyl 5-acetoxyhex-4-ene-1,2,4-tricarboxylate d triméthyle 3d (C14H200g, 316,30
g/mol)

8 _o
N 11
055 _co,me
T E
MeO,C~4™52"CO,Me
9 10

A une solution du compos& (5 g, 23,34 mmol) dans la pyridine (50 mL), estué¢ a 0°C

du chlorure d’acétyle (2,5 mL, 35,02 mmol). La $@n est agitée 3 heures a Ta, sous argon.
La solution est alors diluée dans 50 mL d’étheveéaavec 75 mL d’'une solution aqueuse
saturée en CuSQpuis avec KO (50mL). La phase aqueuse est extraite ave® E3x60
mL). Les phases organiques sont rassemblées, séshéeigSQ, puis concentrées sous
pression réduite. Apres purification par chromaaphie éclair (éluant cyclohexane/AcOEt
7/3), le produit est obtenu sous forme d’'une hmié®lore (6,3 g86 %).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 52,17 (3H, s, ), 2,26 (3H, s, B, 2,42 (2H, m, FPet H?),
2,63 (2H, m, FPet H*), 2,92 (1H, m, B), 3,62 (3H, s, OCH), 3,63 (3H, s, OCH), 3,73 (3H,
s, OCHy).

RMN *3C (100MHz, CDC}) 519,6 et 20,8 (€et &), 29,1 (C), 35,0 (C), 40,2 (&), 51,7,
51,8 et 51,9 (OCh), 118,8 (©), 159,1 (C), 167,2 et 167,9 (Cet C'9, 172,1 (C), 174,5
(CH).

IR (film, cm™) : 3034 et 2954 (C-H), 1760-1715 (C=Qv), 1454 et 1369 (C-H), 1209,
1218 et 1166 (C-O).

SM (ES+) m/z calc pour {H,00sNa : 339,1056, exp : 339,1057.

4-oxobutane-1,2,4-tricarboxylate de trimethyl 4dC,0H1407, 246,21 g/mol)

;
CO,Me

S
MeOZC 4 2 %OZMG

5 3

Le composéd (4g ; 12,64 mmol) est repris dans 30 mL de,Clfraichement distillé. Un
mélange de @03 est alors introduit dans le milieu réactionnel geemt 3 h 30 a — 78 °C,
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jusqu'a ce que la solution soit bleue. Aprés retaufa, MeS (1,4 mL, 18,97 mmol) est
ajouté. La solution est agitée jusqu’a disparitit@s ozonides. Le milieu est lavé avegOH
(20 mL), puis avec une solution agueuse saturédag®l (20 mL). La phase organique est
séchée sur MgSO et concentrée sous pression réduite. Apres patibic par
chromatographie éclair (éluant: AcOEt), le prodegt isolé sous la forme d'une huile
incolore (2,24972 %).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 52,58 (1H, dd,) = 6,8 et 16,8 Hz, ), 2,73 (1H, ddJ = 5,7 et
16,8 Hz, HY), 3,02 (1H, ddJ = 3,4 Hz et 16,5 Hz, #), 3,35 (2H, m, FPet H), 3,64 (6H, s,
2 x OCHy), 3,84 (3H, s, OCH).

RMN C (100MHz, CDCJ) 534,8 (¢), 36,1 (&), 39,9 (C), 51,9, 52,4 et 53,1 (OGH
160,1 (C), 171,6 et 173,2 (Cet C), 191,5 (C).

IR (film, cm™) : 2956 (C-Hv), 1754 (C=0v), 1440 et 1363 (C-H), 1264, 1204 et 1167 (C-
Ov).

SM (ES+) m/z calc pour gH140/Na : 269,0634, exp : 269,0637

4-oxobutane-1,2,4-tricarboxylate de lithium 5d(C7Hs0-Li 3, 221,93 g/mol)

7 .
CO,Li

S
LiO,C 4> 2 %ozu

5 3

A une solution dedd (0,38 g, 1,43 mmoles) dans 12,35 mL méthanol owitajgoutte a
goutte le méme volume d’une solution de lithine B,44,94 mmoles, 3,45 eq). La solution
est agitée sous argon pendant 18 heures. La lininexcés est alors neutralisée et éliminée
par ajout de résine acide (Dowex 50 wx8),Hjui est ensuite filtrée. La solution est alors
concentrée sous pression réduite. On obtient O¢8Brgsolide blancg = 100 %).

RMN *H (400 MHz, BO) 52,28 (1H, dd,J = 8,6 et 15,3 Hz, #, 2,56 (1H, dd,) = 8,6 et
15,3 Hz, H9), 2,84 (1H, ddJ = 5,0 et 16,4 Hz, 1), 2,94 (1H, m, B, 3,00 (1H, dd,J = 5,9
et 16,4 Hz, K.

RMN **C (100MHz, DO) 6 40,1 (C), 40,5 (G), 41,1 (&), 168,4 (C), 179,6 et 181,6 (Cet
C%), 202,6 (C).

IR (KBr, cmi?) : 3420 (O-Hv), 1715 et 1641 (C=0), 1419 (C-Hd), 1108 (C-Ov).

SM (ES-) m/z : calc pourisO-Li : 209,0274, exp : 209,0274.

1.7 Synthese de I'acide 2-(2-methoxy-2-oxoethyl)-4-lwtarate de dilithiunbe

itaconate de 4-méthyle 11C¢HgO4, 144,13 g/mol)
o)

3~ 40CH;
2 1LOH

5
0]

278



Partie expérimentale

Une solution d’anhydride itaconique (6 g, 53,5 mhaaAns 27 mL de MeOH est chaufféee a
65 °C pendant 30 heures. Le méthanol est ensudtgoé® pour donner un solide blanc (7,64
g, 99 %).

RMN *H (400 MHz, CDC}) & 3,56 (2H, s, B), 3,89 (3H, s, OCH), 5,18 (1H, s élargi, OH),
5,98 (1H, s, FP), 6,51 (1H, s, FP).

RMN 13é; (100MHz, CDC)) 5 36,8 (C), 50,8 (OCH), 127,4 (&), 134,3 (C), 167,0 (©),
172,7 (C).

itaconate de 4-méthyle et de 1-benzyle 1€13H1404, 234,25 g/mol)

@)

374™0CH,
2 1 OCH,Ph

5
O

Le DBU (1,8 diazobicyclo[5.4.0]lundec-7-ene, 5,46,6,2 mmol) est ajouté a une solution
d’itaconate de 4-méthylgl (5,22 g, 36,2 mmol) dans le toluéne (26 mL). (@ui goutte a
goutte, le bromure de benzyle (4,3 mL, 36,2 mmb§. milieu est agité a température
ambiante pendant 70 minutes. Il est ensuite lae€ ane solution de HCI 3N (20 mL), avec
une solution aqueuse saturée en NaklCXD mL) et avec une solution aqueuse saturée en
NaCl (20 mL). La phase organique est séchée surQyigconcentrée sous pression réduite.
Le produit obtenu est isolé sous la forme d’unédehimicolore (8,08 g95 %).

RMN 'H (400 MHz, CDC}) 53,36 (2H, s, F), 3,64 (3H, s, OCh), 5,21 (2H , s, OChPh),
5,73 (1H, s, F9), 6,38 (1H, s, BP), 7,35 (5H, m, Har).
RMN **C (100 MHz, CDCJ) 37,6 (C), 52,0 (OCH), 66,8 (QCH,Ph), 128,1, 128,2 et 128,5
(CHar), 128,9 (&), 133,7 (&), 135,8 (Car), 165,9 (¢, 171,1 (C).
IR (film, cm™) : 3033 et 2952 (C-H), 1732 (C=Ov), 1641 (C=Qv), 1366 (C-Hd), 1199 (C-
Ov).
SM (ES+) m/z calc pourGH1404Na: 257,0790, exp : 257,0784.
Analyses élémentaires : calculé poysH 40, ( %) C: 66,65, H : 6,02

trouvé ( @) 66,70, H : 6,21.

5-oxohexane-1,2,4-tricarboxylate de 2,4-dibenzylé¢ de 1-methyle_2¢C,4H2607, 426,46
g/mol)

A une solution du composke (4 g, 17,1 mmol) dans le DMSO (15 mL), on additierie

fluorure de potassium (2,96 g, 51 mmol) puis I'aeéttate de benzyle (3,5 mL, 20,4 mmol).
Le milieu réactionnel est ensuite chauffé a 68 ¥hdant 1 h. Apres refroidissement a
température ambiante, une solution aqueuse saaré&aCl (30 mL) est ajoutée au mélange
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réactionnel. La phase aqueuse est extraite avéaadtate d'éthyle (4 x 50 mL). Les phases
organiques sont rassemblées, séchées sur MgBConcentrées sous pression réduite. Le
résidu est purifié par chromatographie éclair (élyacyclohexane/AcOEt : 8/2). Le produit
est isolé sous la forme d’une huile incolore (4766 %).

On observe par RMN la présence des diastéréoissrdares un rapport 1/1.

RMN H (400 MHz, CDCJ) 52,05-2,21 (2 x 2H, m, #), 2,09 (3H, s, ), 2,13 (3H, s,19),
2,47 (1H, ddJ = 16,4 et 5 Hz, 1), 2,50 (1H, dd,J = 16,4 et 5 Hz, 1) , 2,72 (1H, dd)) =
8,8 et 16,4 Hz, M), 2,74 (1H, dd,) = 8,8 et 16,4 Hz, H), 2,86 (2 x 1H, m, B, 3,60 (2 x
3H, s, OCH), 3,62 (2 x 1H, m, B, 5,13 (4 x 2H, m, OCHPh), 7,34 (4 x 5H, m, Har)

RMN *3C (100MHz, CDCJ) 29,0 et 29,7 (6), 29,5 et 29,6 (C°), 36,1 et 36,4 (€), 39,1 et
39,3 (&), 51,8 (2 x OCH), 56,6 et 57,3 (), 66,8 et 67,4 (2 x Od,Ph), 127,9 & 128,6
(CHar), 135,0, 135,1 et 135,6 (Car), 168,6 et 168%, 171,60 et 171,63 (§; 173,6 (C),
201,7 et 201,8 (D).

IR (film, cm™) : 3033 et 2952 (C-H), 1745 et 1712 (C=Q@), 1643 (C=Cv), 1248,7 et
1158 ,5 (C-Qv), 749 et 699 (C-Hab).

SM (ES+) m/z calc pour £H»60;Na : 449,1566, exp : 449,1576.

5-acetoxyhex-4-ene-1,2,4-tricarboxylate de 2,4-dibeyle et de 1-méthyle 3¢C,sH 250s,
468,5 g/mol)

Une solution de produe (9,9 g, 23,2 mmol) dans la pyridine distillée ¢BQ) est refroidie a

0 °C. On ajoute le chlorure d’acétyle (2,5 mL, 35r@mol). Un précipité blanc se forme. Le
milieu réactionnel est agité a température ambipetelant 24 h. L'gO (50 mL) est ajouté
puis la phase organique est lavée avec de I'eaun{?5et une solution aqueuse saturée en
CuSQ (2 x 50 mL). La phase organique est alors séchéeMgSQ, et concentrée sous
pression réduite. Le résidu est purifié par chragphie éclair (éluant;
cyclohexane/AcOEt : 8/2). Le produit est isolé staugorme d’une huile incolore (8,7 §6
%). On n'observe qu’un seul stéréoisomeére.

RMN *H (400 MHz, CDC}) 2,17 (3H, s, #), 2,28 (3H, s, B), 2,50 (2H, m, Fet H*),
2,70 (2H, m, P et H*Y), 3,05 (1H, m, #), 3,60 (3H, s, OCH), 5,07 (2H, s, OChPh), 5,20
(2H, s, OCHPh), 7,31 (10H, m, Har).
RMN *3C (100MHz, CDCJ) 19,7 et 20,8 (Eet C?), 29,3 (G), 35,0 (C), 40,4 (G), 51,6
(OCH), 66,6 et 66,8 (OB,Ph), 118,8 (®), 128,1, 128,3, 128,5, 128,6 (CHar), 135,6 etd35,
(Car), 159,5 (€), 166,6 et 167,9 (&t C9), 172,0 (C), 177,4 (C).
IR (film, cm™) : 3034 et 2954 (C-W), 1735 (C=0v), 1454 et 1369 (C-H), 1270, 1218 et
1166 (C-Ov), 749 et 699 (C-Hab).
SM (ES+) m/z calc pour £H2g0sNa : 491,1682, exp : 491,1692.
Analyse élémentaire : calculé pouwsB2¢0g (%) C : 66,70, H : 6,02, O : 27,32

trouvé (%) 66,62, H : 6,23, O : 27,39.
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4-oxobutane-1,2,4-tricarboxylate de 2,4-dibenzyle & -methyle 4e(C,.H2,07, 398,41

g/mol)
o
O 17 6 OCH;3
PhH,CO. 5 7 _OCH,Ph
4732
O o)

Une solution d'acétate d’én@e (1,2 g 2,56 mmol) dans GBI, anhydre (20 mL) est
refroidie a — 70 °C. On fait buller un mélange ¢@ généré par un ozoneur pendant 25
minutes jusqu’a ce qu’une légére coloration bleundlieu apparaisse. L'excés d’'ozone est
alors éliminé par un flux d'®@pur dans le mélange (disparition de la coloratieu). Le
sulfure de diméthyle (0.35 mL, 3,8 mmol) est ersajputé puis le milieu est agité pendant 4
h a température ambiante. Le mélange réactionndbhes avec HO (20 mL) et avec une
solution aqueuse saturée en NaCl (20 mL). La ploaganique est séchée sur MgS€&
concentrée sous pression réduite. Le résidu ediéppar chromatographie éclair (éluant ;
cyclohexane/AcOEt : 8/2). Le produit est isolé slauorme d’une huile incolore (745 mg3
%).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 52,65 (1H, ddJ = 6,4 et 16,8 Hz, H), 2,79 (1H, dd,) = 5,6 et
16,8 Hz, HY), 3,11 (1H, dgdJ= 8,0 Hz et 20,9 Hz, ¥, 3,44 (2H, m, FPet H), 3,65 (3H, s,
OCH), 5,13 (2H, m, OCkPh), 5,29 (2H, s, OCH#Ph), 7,36 (10H, m, Har).
RMN **C (100MHz, CDCY) 35,0 (), 36,5 (G), 40,1 (C), 52,0 (OCH), 67,3 et 68,3
(OCH,Ph), 128,4, 128,5, 128,7, 128,80, 128,85, 128,9a((;H.34,5 et 135,5 (Car), 160,2
(C), 171,6 et 172,7 (Cet C), 191,6 (C).
IR (film, cm) : 3034 et 2954 (C-W), 1736 et 1644 (C=0), 1440 et 1363 (C-H), 1254,
1212 et 1163 (C-®), 750 et 699 (C-Had).
SM (ES+) m/z calc pour £H,,0,Na 421,1263, exp : 421,1270.
Analyse élémentaire : calculé pourB,,07 (%) C : 66,32, H : 5,57

trouvé ( %) 66,33, H : 5,82.

2-(2-methoxy-2-oxoethyl)-4-oxoglutarate de dilithim 5e (CgHgO-Li,, 230,03 g/mol)

0
o 6-7°0CH,
Lio.1 5 oLi
2 3 4
o) o)

A une solution de produit benzye (700 mg, 1,8 mmol) dans le MeOH (8 mL), est
additionné du Pd/C a 10 % (143 mg). Le milieu réactel est agité pendant 20 min a
température ambiante sous une atmosphere d’hydzogerutilisant une baudruche. Apres
filtration sur membrane millipore et évaporationghivant, le résidu est repris dangCH(15
mL). Le pH de la solution est ajusté a 7,6 par t@aldid'une solution de LIOH a 0,2 M
(environ 18 mL). Apres évaporation de® le produit est isolé sous la forme d’un solide
blanc (390 mg96 %).
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RMN *H (400 MHz, BO) 82,16 (1H, ddJ = 14,5 et 9,1 Hz, ), 2,17 (1H, m, ¥, 2,51
(1H, dd,J = 14,5 et 5,2 Hz, #), 2,90 (2H, m, B).

RMN C (100MHz, DO) & 39,9 (©), 40,5 (&), 41,2 (), 169,5 (¢), 180,7 (C), 181,4
(C?), 198,5 (G).

IR (KBr, cmi™) : 3426 (O-Hv), 2990 (C-Hv), 1725 et 1603 (C=0), 1421 (C-H3), 1227 (C-
Ov).

SM (ES-) m/z : calc pourdBiqO; : 217,0348, exp : 217,0351.

1.8 Synthése de I'acide 6-methoxy-3-(methoxycarbonghdbxohexanoiqud|

itaconate de 4-benzyle 12C1,H;,04, 220,22 g/mol)

O

3¢ 4 0CH,Ph
21 OH

5
@)

Une solution d’anhydride itaconique (5,4 g, 48 mnuaans BnOH distillé (5 mL, 48 mmol)
est chauffée a 100 °C pendant 7 h. Une fois leemitefroidi, le produit cristallise sous la
forme d’un solide blanc (10,6 guantitatif ).

m.p = 77-82 °C.

RMN 'H (400 MHz, CDC}) 83,42 (2H, s, B), 5,18 (2H, s, OCkPh), 5,86 (1H, s, M), 6,50
(1H, s, B, 7,37 (5H, m, Har), 9,01 (1H, s élargi, PH

RMN *3C (100MHz, CDCY) 5 37,3 (C?), 66,8 (OGH,Ph), 128,2, 128,3 et 128,6 (CHar), 130,9
(C), 133,1 (A), 135,6 (Car), 170,4 et 171,3%€t C).

itaconate de 1-méthyle et de 4-benzyle {€13H1404, 234,25 g/mol)

O

4™ OCH,Ph
2 1 OCHj

5 0

Le DBU (7,3 mL, 49 mmol) est ajouté a une solutititaconate de 4-benzylE2 (9,26 g , 42
mmol) dans le toluene (55 mL). On ajoute goutteattg, une solution d’'iodure de méthyle
(5,6 mL, 90 mmol) dans le toluéne (15 mL). Le miliest agité a température ambiante
pendant 24 heures. Il est ensuite lavé avec ungi@olde HCI 1IN (100 mL), avec une
solution aqueuse saturée en NaHQGODO mL) et avec une solution aqueuse saturéea&i N
(100 mL). La phase organique est séchée sur Mgb@oncentrée sous pression réduite. Le
résidu est purifié par chromatographie éclair (élyaAcOELt/ cyclohexane : 2/8). Le produit
est isolé sous la forme d’une huile incolore (7,,89%).
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Les analyses RMN montrent que le produit contigh®d d’itaconate de 1-benzyle et de 4-
méthyle.

RMN 'H (400 MHz, CDC}) 63,39 (2H, s, B), 3,71 (3H, s, OCH), 5,14 (2H, s, OChPh),
5,71 (1H, s, FP), 6,33 (1H, s, PP, 7,34 (5H, m, Har).
RMN °C (100MHz, CDCY) 3 37,7 (C®), 52,1 (OCH), 66,7 (OG,Ph), 128,2, 128,3 et 128,5
(CHar), 128.6 (&), 133,6 (&), 135,8 (Car), 167,0 (§; 170,5 (C).
IR (film, cm™) : 3065 et 2995 (C-M), 1730 (large C=@), 1638 (C=Qv), 1440 et 1379 (C-H
3), 1258 et 1136 (C-®), 749 et 699 (C-Hab)
SM (ES+) : calc pour GH1404Na : 257,0790, exp : 257,0794.
Analyse élémentaire : calculé pours8:40,4 (%), C : 66,65, H : 6,02

trouvé (%) C6,67, H : 6,15.

5-oxohexane-1,2,4-tricarboxylate de 1-benzyle et @4-dimethyle 2f(C1gH2207, 350,36
g/mol)

A une solution du composH (0,49 g, 2,25 mmol) dans le DMSO (5 mL), on additie le
fluorure de potassium (0,39 g, 6,75 mmol) puisédtaacétate de méthyle (0,3 mL, 2,7 mmol).
Le milieu réactionnel est ensuite chauffé a 68 #adant 2 h 30. Apres refroidissement a
température ambiante, une solution aqueuse saaré&Cl (25 mL) est ajoutée au mélange
réactionnel. La phase aqueuse est extraite avetAd®OEt (4 x 50 mL). Les phases
organiques sont rassemblées, séchées sur MgBConcentrées sous pression réduite. Le
résidu est purifié par chromatographie éclair (élyacyclohexane/AcOEt : 8/2). Le produit
est isolé sous la forme d’une huile incolore (63f) 80 %).

On observe par RMN la présence des diastéréoissrdars un rapport 1/1.

RMN H (400 MHz, CDC}) 52,00-2,20 (2 x 2H, m, §, 2,23 (3H, s, B, 2,26 (3H, s, B),
2,49 — 2,57 (2 x 2H, m, ¥, 2,70-2,85 (2 x 2H, m, H et H), 3,60 (2 x 1H, m, B, 3,61,
3,63, 3,71 et 3,74 (4 x 3H, s, Og)H5,10 (2H, m, OCkLPh), 7,34 (5H, m, Har).

RMN **C (100MHz, CDC}) 5 28,6 et 29,5 (&), 29,0 et 29,8 (&, 36,3 et 36,6 (&, 39,0 et
39,3 (@), 52,0 et 52,6 (OCH), 56,6 et 57,3 gé), 66,6 (OGH,Ph), 128,3 et 128,6 (CHar),
135,6 (Car), 169,3, 169,4, 171,0, 171,1, 1741 et C), 201,8 et 202,0 (3.

IR (film, cm™) : 3005 et 2955 (C-h), 1736 (C=0v), 1440 et 1360 (C-H), 1254, 1212 et
1161 (C-Ov), 750 et 700 (C-Hab).

SM (ES+) calc pour gH»,0;Na : 373,1283, exp : 373,1287.
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5-acetoxyhex-4-ene-1,2,4-tricarboxylate de 1-benzyét de 2,4-dimethyle 3{CooH240s,
392,40 g/mol)

Une solution de produit de Micha2f (2,6 g, 7,42 mmol) dans la pyridine distillée (2Q)
est refroidie a 0 °C. On ajoute le chlorure d’at®{®,79 mL, 11,1 mmol). Un précipité blanc
se forme. Le milieu réactionnel est agité a tempéeaambiante pendant 24 h. LBt (30
mL) est ajouté puis la phase organique est lavée ae I'eau (20 mL) et une solution
agueuse saturée en CuS@ x 20 mL). La phase organique est alors séchedMgSQ, et
concentrée sous pression réduite. Le résidu ediéppar chromatographie éclair (€luant ;
cyclohexane/AcOEt : 7/3). Le produit est isolé stauforme d’une huile incolore (2,1 @2
%).

Isomére majoritaire :

RMN *H (400 MHz, CDC}) 2,17 (3H, s, }), 2,27 (3H, s, ), 2,49 (1H, ddJ = 7,8 et 13,9
Hz, H?ou H?), 2,52 (1H, dd) = 5,0 et 17,2 Hz, Bou H'), 2,66 (1H, dd, & 7,2 Hz et 13,8
Hz, H® ou HY), 2,75 (1H, dd,) = 9,1 Hz et 17,0 Hz, ¥ ou H*), 3,00 (1H, m, B), 3,74 (3H,
s, OCH), 3,61 (3H, s, OCH), 5,11 (2H, m, AB, OChkPh), 7,35 (5H, m, Har).

RMN C (100MHz, CDCJ) & 19,8 (CY), 21,0 (©), 29,4 (C), 35,4 (C), 40,4 (&), 52,0
(OCH), 66,6 (OCH,Ph), 118,8 (¢), 128,4 et 128,6 (CHar), 135,5 (Car), 159,4)(@67,4,
168,1, 171,7 et 174,7 (03, C et C9).

IR (film, cm™) : 3034 et 2952 (C-h), 1731 (C=0v), 1650 (C=CQv), 1453 et 1374 (C-H),
1163 (C-Ov), 749 (C-Ham).

SM (ES+) calc pour &H»40sNa : 387,1427, exp : 387,1420.

4-oxobutane-1,2,4-tricarboxylate de 1-benzyle et d&4-dimethyle 4f(C16H1507, 322,31
g/mol)

O

O {6 0CH,Ph
HsCO OCH
3 S o 7 3

O 3 O

Une solution d’acétate d’énd@f (0,187 g, 0,48 mmol) dans GEl, anhydre (5 mL) est
refroidie a — 70 °C. On fait buller un mélange @ généré par un ozoneur pendant 35
minutes jusqu’a ce qu’'une légere coloration bleurdlieu apparaisse. L'excés d’ozone est
alors éliminé par un flux d'@pur dans le mélange (disparition de la coloratibeu). Le
sulfure de diméthyle (0.05 mL, 0,6 mmol) est eresajputé puis le milieu est agité pendant 4
h a température ambiante. Le mélange réactiontdbes avec HO (10 mL) et avec une
solution aqueuse saturée en NaCl (10 mL). La ploaganique est séchée sur MgS€
concentrée sous pression réduite. Le résidu ediéppar chromatographie éclair (éluant ;
cyclohexane/acétate d’éthyle : 8/2). Le produitiseté sous la forme d’une huile incolore
(152 mg,98 %).
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Isomére majoritaire :
RMN *H (400 MHz, CDC}) 52,67 (1H, ddJ = 6,4 et 16,7 Hz, H), 2,82 (1H, ddJ = 5,1 et
16,7 Hz, HY), 3,05 (1H, dd,J = 8,0 Hz et 21,1 Hz, ¥, 3,37-3,44 (2H, m, Het H"), 3,64
(3H, s, OCH), 3,87 (3H, s, OCH), 5,13 (2H, s, OCHPh), 7,34 (5H, m, Har).
RMN *C (100MHz, CDC)) 35,1 (C), 36,3 (&), 40,0 (C), 52,4 et 53,1 (OC}), 66,7
(OQHZPCh), 128,3, 128,4 et 128,6 (CHar), 135,5 (Car),140°), 170,9 et 173,2 (Cet C),
191,4 (C).
IR (film, cm™) : 3033 et 2956 (C-H), 1736 (C=0v), 1439 et 1389 (C-H), 1264 et 1165
(C-Ov), 750 et 701 (C-Hab).
SM (ES+) calc pour ¢H1g0;Na : 345,0962, exp : 345,0950.
Analyse élémentaire : calculé pous8.507 (%) C : 59,62, H : 5,62

trouvé (%) 69,93, H: 5,79.

Acide 6-methoxy-3-(methoxycarbonyl)-5,6-dioxohexanque 4j (CoH1,07, 232,19 g/mol)

1
CO,H
o 2

H3CO,C” 5 3°CO,CH,
6 7

A une solution de produit benzylf (980 mg, 3,04 mmol) dans MeOH (40 mL), est
additionné du Pd/C a 10 % (150 mg). Le milieu némctel est agité pendant 50 min a
température ambiante sous une atmosphére d’hydeogerutilisant une baudruche. Aprés
filtration sur célite et évaporation du solvantrésidu est purifié par chromatographie éclair
(éluant ; cyclohexane/AcOEt/AcOH : 50/50/1). Le gui est isolé sous la forme d’'une huile
incolore (407 mg58 %).

RMN 'H (400 MHz, CDC}) 52,70 (1H, dd,J = 6,6 Hz et 17,3 Hz, ¥, 2,83 (1H, ddJ = 5,9
Hz et 17,3 Hz, B, 3,08 (1H, ddJ = 5,1 Hz et 18,0 Hz, 1), 3,37 (1H, m, ), 3,43 (1H, dd,
J=7,2 Hz et 18,0 HH™), 3,72 (3H, s, OCH}, 3,90 (3H, s, OCH).
RMN *C (100MHz, CDCJ) & 34,7 (C), 35,9 (C), 39,8 (C), 52,5 et 53,2 (OCH, 160,7
(C®, 173,1 (C), 176,6 (C), 191,4 (C).
IR (film, cm™) : 3500-2500 (O-H)), 2959 (C-H alkylew), 1730 (C=0v), 1441 et 1405 (C-
H J), 1261 et 1166 (C-O).
SM (ES) calc pour GH1:07Na : 255,0481, exp : 255,0488.
Analyse élémentaire : calculé pouwHz,0;, ¥ HO (%) C : 45,67, H : 5,32
trouvé (%) @5,71, H : 5,45.
1.9 2-hydroxy-6-0xo-1-propylpiperidine-2,4-dicarboxgale dilithiumbk

2-hydroxy-6-oxo-1-propylpiperidine-2,4-dicarboxylate de diméthyle 4k(C;2H19NOg,
273,28 g/mol)

O

9 7
\S/\N AN
HO
H3C02C 4 COch3

2
11 3 10
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L’acide carboxyliquedj (0,108 g, 0,46 mmol) est dissous dangOEanhydre (5 mL). Apres
refroidissement du milieu a — 10 °C, on ajoute CIB (Chloroformate d’isobutyle, 0,067 mL,
0,51 mmol) et le NMM (N-méthylmorpholine, 0,056 ml,51 mmol). Le milieu est agité a
température ambiante pendant 1 h. Aprés refroigiesédu milieu a -10 °C, la propylamine
(0,042 mL, 0,50 mmol) est ajoutée goutte a goutte.milieu est agité toute une nuit a
température ambiante. Le solvant est évaporeé résldu est repris dans AcOEt (30 mL). La
phase organique est lavée successivement avemlui®rs aqueuse d’acide citrique a 5 %
(20 mL), HO (20 mL), une solution aqueuse saturée en NaH2@®mL) et avec kD (20
mL). La phase organique est séchée sur Mg&©oncentrée sous pression rédliéerésidu
est purifié par chromatographie éclair (€luant clalyexane/AcOEt: 6/4). Les deux
diastéreoisoméres sont isolés. L'un se présentes dauforme d’'une huile incolore
(diastéreoismere B, 29 m@23%) et le second sous la forme d'un solide blanc
(diastéréoisomere A, 43 mg4 %).

diastéréoisomere A
RMN *H (400 MHz, CQOD) 50,84 (3H, tJ = 7,4 Hz, H), 1,53 (1H, m, 9, 1,62 (1H, m,
H®), 2,26 (2H, m, B9, 2,57 (1H, ddJ = 17,5 et 11,7 Hz, 8%, 2,69 (1H, dd) = 5,6
et 17,7 Hz, K95 2 93 (1H, ddd) = 5,4, 10, 9 et 13,6 Hz, B, 3,14 (1H, m, ¥), 3,26
(1H, ddd,J = 5,1, 10,9 et 13,5 Hz,, 3,71 (3H, s, OCH), 3,82 (3H, s, OCH).
RMN *3C (100MHz, CROD) 312,0 (&), 22,6 (&), 35,7 (G 3, 35,9 (C), 38,3 (C Y,
46,6 (C), 52,9 (OCH), 54,0 (OCH), 88,0 (G), 171,6 (¢, 173,0 (C 1, 174,7 (C).
IR (KBr, cmi?) 3226 (O-Hv), 2957 et 2853 (C-H), 1751 et 1626 (C=Q@), 1457, 1431et
1411 (C-H83), 1247 et 1101 (C-Qv).
SM (ES+) m/z calc pour gH1gNOgNa : 296,1110, exp : 296,1125.
Analyse élémentaire : calculé pour:B19NOg (%) : C : 52,74, H : 7,00, O5,12

trouvé (%) C2,86, H : 7,16, O : 5,08.

diastéréoisomere B

RMN 'H (400 MHz, CROD) 50,85 (3H, tJ = 7,4 Hz, H), 1,55 (1H, m, ), 2,06 (1H, tJ =
12,1 Hz, H* 4% 2 50 (1H, dd, J = 3,2 et 14,0 HZ> KU %%, 2,61 (2H, m, B9, 2,86
(1H, m, H3, 2,98 (1H, m, H), 3,44 (1H, m, ¥, 3,69 (3H, s, OCH), 3,81 (3H, s, OCH).
RMN *3C (100MHz, CROD) 5 11,8 (C), 22,9 (&), 34,8 (9, 35,7 (C), 38,1 (C 59,
46,6 (C), 52,7 (OCH), 53,8 (OCH), 87,9 (G), 171,4, 173,0 et 174,5 {aC et C'9).

IR (film, cm™) 3643 et 3427 (O-H), 2964 (C-Hv), 1736 et 1649 (C=Q ), 1444, 1412et
1378 (C-Hd), 1268 et 1207 (C-O)

SM (ES+) m/z calc pour gH1gNOgNa : 296,1110, exp : 296,1114

2-hydroxy-6-oxo-1-propylpiperidine-2,4-dicarboxylate de dilithium 5k (C10H13NOgLi ,
257,10 g/mol)

O

9 7
6
HO
Lio,C A COo,Li

2
11 3 10

Le diastéréoisomére A du compgaié(40 mg, 0,15 mmol) est dissous dans MeOH (0,8 mL).
Une solution aqueuse de LIOH 0,4M (0,8 mL, 0,31ab)rfraichement préparée est ajoutée
goutte a goutte. Le milieu réactionnel est agitérapérature ambiante pendant 24 h. Le pH
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du milieu est ajusté a 7,6 par ajout de résindeatowex 50WX8 H). Aprés filtration et
évaporation des solvants, le produit est isolé safmrme d’'un solide blanc (30 m&0 %).

On observe la présence de diastéréoisomeére (A @ un rapport 7/3.

RMN 'H (400 MHz, 0O) 50,75 (2 x 3H, tJ = 7,2 Hz, H), 1,47 (2 x 2H, m, B, 1,88 (1H, t,
J = 12,5 Hz, B ** dja B), 2,05 (2H, dJ = 8,2 Hz, H®® dia. A), 2,24 (1H, m, Bf°u>¢d
dia. B), 2,41 (2 x 1H, m, #“° dia. A et dia. B), 2,52 (2 x 1H, m¥ °dia A et B), 2,82 (2
x 2H, m, H et H® dia. A et B), 3,17 (1H, m, 1§ dia. A), 3,29 (1H, m, &}, dia. B).
RMN C (100 MHz, DO) 510,8 (C), 21,0 et 21,4 (8, 34,9 et 35,5 (€3, 36,6 et 37,58
(C%, 37,62 et 37,95 "3, 45,9 et 47,2 (§, 87,8 et 88,1 (), 172,8, 173,1, 176,2, 181,4 et
181,5 (€ et CY.
IR (KBr, cm®) : 3427 (O-Hv), 2985 (C-Hv ), 1628, 1586 (C=@), 1402 (C-H3), 1093 (C-O
V).
SM (ES-) m/z calc pour gH13NOgLi : 250,0913, exp : 250,0903

calc poun§14NOg : 244,0821, exp : 244, 0827.

1.10 2-(2-(diethylamino)-2-oxoethyl)-4-oxoglutamate ddhldum 5|

2-(2-(diethylamino)-2-oxoethyl)-4-oxoglutamate deichéthyle 41 (C13H21NOg, 287,14
g/mol)

O 8| 9|
O (G7Ng g
H3CO,C 42 CO,CH;
5 3 1

L’acide carboxyliquetj (0,104 g, 0,45 mmol) est dissous dans,Clklanhydre (5 mL). Aprés
refroidissement du milieu a — 10 °C, on ajoute CIB (0,087 mL, 0,67 mmol) et le NMM
(0,074 mL, 0,67 mmol). Le milieu est agité a tenapdre ambiante pendant 1 h. Aprés
refroidissement du milieu a -10 °C, la diéthylas{0,07 mL, 0,405 mmol) est ajoutée goutte
a goutte. Le milieu est agité toute une nuit a t@m@re ambiante. Le solvant est évaporé et
le résidu est repris dans AcOEt (20 mL). La phagmrique est lavée successivement avec
une solution aqueuse d’acide citrigue a 5 % (10,0 (10 mL), une solution aqueuse
saturée en NaHC{910 mL) et avec bD (10 mL). La phase organique est séchée sur MgSO
et concentrée sous pression réduiterésidu est purifié par chromatographie éclduggt ;
cyclohexane/AcOEt : 6/4). Le produit est isolé slaukbrme d’'une huile incolore (80 m§2

%).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 51,03 (3H, t, J= 7,1 Hz, H), 1,12 (3H, tJ = 7,2 Hz, H), 2,57
(1H, dd,J = 7,1 et 16,3 Hz, ), 2,71 (1H, ddJ = 5,2 et 16,3 Hz, B}, 3,07 (1H, dd) = 5,4
et 16,3 HzH>, 3,25 (6H, m, B H®, H* et H), 3,62 (3H, s, OCH), 3,81 (3H, s, OCH).

RMN *3C (100MHz, CDCJ) 3 13,0 et 14,1 (&et C), 28,4 (C), 36,6 (), 40,30 et 40,34 (€
et &), 41,8 (&), 52,2 (OCH), 53,0 (OCH), 160,8 (C), 169,0 (C), 174,2 (C), 192,1 (C).

IR (film, cm™) : 2958 (C-Hv), 1736 et 1636 (C=0), 1439 (C-HJ), 1262 et 1228 (C-O et C-
Nv).

SM (ES+) m/z calc pour fgH21NOgNa : = 310,1267, exp : 310,1272.
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Analyse élémentaire : calculé pours8,:NOg (%) : C : 54,35, H: 7,37, N : 4,88
trouvé (%) 63,89, H: 7,44, N : 4,59.

2-(2-(diethylamino)-2-oxoethyl)-4-oxoglutamate deitithium 51 (C11H1sNOeLi o, 271,12

g/mol)
0O gg
o) 6 TN g o
LiO,C 4 "2 CO,Li
5 3 1

Le diesterdl (62 mg, 0,225 mmol) est dissous dans MeOH (1,2 tdhg solution aqueuse de

LiOH 0,4 M (1,2 mL, 0,47 mmol) fraichement prépaest ajoutée goutte a goutte. Le milieu
réactionnel est agité a température ambiante pérddah. Le pH du milieu est ajusté a 7,6
par ajout de résine acide (Dowex 50WX8) HAprés filtration et évaporation des solvants, le
produit obtenu est isolé sous la forme d’un salidac (58 mgquantitatif ).

RMN 'H (400 MHz, BO) 50,93 (3H, t, J = 7,2 Hz, H), 1,02 (3H, tJ = 7,2 Hz, H), 2,31
(1H, dd,J = 7,1 et 15,3 Hz, ), 2,56 (1H, ddJ = 7,1 et 15,3 Hz, B), 2,75 (1H, dd]) = 4,9
et 16,7 i, H%), 2,87 (2H, m, FP et HY), 3,19 (2H, m, Bet H).
RMN *C (100MHz, BO0) 5 13,4 et 14,4 (Eet ), 31,5 (C), 36,1 (C), 41,09 (G), 42,0
(C?), 44,1 (C), 170,8, 174,2 et 183,1 {3 et C), 205,6 (C).
IR (KBr, cmi®) : 3426 (O-Hv), 2954 (C-Hv), 1708 et 1620 (C=0), 1427 (C-H3), 1111 (C-
O et C-Nv).
SM (ES-) m/z calc pour H1sNOgLi 264,1059, exp : 264,1060

calc pour;16NOg : 258,0998, exp : 258,0997.

.11 Synthese de I'acide 2-(3-methoxy-3-oxopropyl)-4gbxarate de dilithiunbg

Diméthylphosphonoacétate de benzyle 13

O O
\‘/OCHg

Pl
Pthco% OCHjy

Le 2-bromoacétate de benzyle (10,0 g, 43,6 mmolylissous dans le trimethylphosphite (9
mL, 74 mmol). Le mélange est chauffé a 80 °C penhddrheures. Le phosphite en exces est
ensuite distillé a pression atmosphérique (bp = IG&ous 1 mm Hg). Le produit est isolé
sous la forme d’une huile jaune (10,78, %).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 83,03 (2H, d,J = 21,5 Hz, CH), 3,77 (6H, dJ = 11,2 Hz,
OCHy), 5,19 (2H, s, OCHPh), 7,35 (5H, m, Har).

RMN **C (100 MHz, CDCJ) & 33,3 (d,J = 134,0 Hz, CH)), 53,1 (d,J = 7,0 Hz, OCH),
128,3, 128,4, 128,5 (CHar), 135,2 (Car), 165,41 6,0 Hz, C=0).

2-(hydroxymeéthyl)-prop-2-énoate de benzyle 18C;11H1,03, 192,21 g/mol)
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o)
—OCH,Ph
3 2
4 OH

A un mélange du compod8 (1,0 g, 3,9 mmol) et de formaldéhyde (solutioneacae a 37 %,
1,45 mL, 19,5 mmol), sous agitation forte, une sotude KCO; a 1,2 g/mL (7,8 mmol) est
ajoutée goutte a goutte. Un précipité blanc appalkai milieu réactionnel est ensuite agité
toute une nuit a température ambiante. De;OH{20 mL) est ajouté et la phase organique est
lavée avec une solution aqueuse saturée en NaCR(38mL). La phase organique est séchée
sur MgSQ et concentrée sous pression réduite apres additlydroquinone (1 mg). Le
résidu est purifié par chromatographie éclair (élyacyclohexane/AcOEt : 5/5). Le produit
est isolé sous la forme d’un liquide incolore (0g392 %).

RMN H (400 MHz, CDC}) 54,38 (2H, dJ = 6,5 Hz, H), 5,26 (2H, s, OCHPh), 5,89 (1H,
d,J=1,0 Hz, H9, 6,34 (1H, s, EP), 7,37 (5H, m, Har).

RMN *C (100MHz, CDCJ) & 62,6 (), 66,6 (O®,Ph), 126,2 (&), 128,1, 128,4, 128,6
(CHar), 135,6 (Car), 139,3 fi5166,1 (C).

IR (film, cm™) : 3420 (O-Hv), 3064 et 2942 (C-W), 1714 (C=0v), 1637 (C=Qv), 1455 et
1387 (C-HJ), 1155 et 1054 (C-O et P-OAg.

2-methyleneglutarate de 1-benzyle et de 5-methylg {C14H 1604, 248,27)

0
, )i OCH,Ph
6
3
4
> OCHj
0

A une solution d’acrylatd5 (5,0 g, 26,0 mmol) dans du toluéne anhydre (60, ah)ajoute
l'orthoacétate de triméthyle (6,6 mL) et de I'acigeopionique (0,2 mL). Le mélange
réactionnel est chauffé a 100°C pendant 1 h 30zddaope méthanol-toluéne est ensuite
distillé (bp = 63°C) afin de déplacer I'équilibre th réaction. L’ajout d’acide propionique, le
chauffage suivi de la distillation sont renouvejésqu’a disparition totale du produit de
départ constaté en CCM. Le solvant est évaporé eddidu est purifié par chromatographie
éclair (élution ; AcOEt/cyclohexane : 2/8). Le puitdest isolé sous la forme d’'un liquide
incolore (4,71 973 %).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 52,56 (2H, tJ = 7,6 Hz, H), 2,69 (2H, tJ = 7,4 Hz, H), 3,69
(3H, s, OCH), 5,23 (2H, s, OCbPh), 5,65 (1H, dJ = 1,2 Hz, H9), 6,27 (1H, s, F), 7,38
(5H, m, Har).
RMN C (100MHz, CDC)) & 27,3 (C), 32,9 (C), 51,6 (OCH), 66,5 (QG,Ph), 126,3 (6),
128,1, 128,2, 128,6 (CHar), 135,9 (Car), 138,9,086,4 (C), 173,1 (C).
IR (film, cm™) : 3033 et 2952 (C-h), 1738 et 1714 (C=0 ester}, 1632 (C=Qv), 1439 (C-
H 5), 1169 et 1136 (C-®), 747 et 698 (C-Hab)
SM (ES+) calc pour GH1604Na : 271,0946, exp : 271,0959.
Analyse élémentaire : calculé pours8:604 (%) C : 67,73, H : 6,50, O : 25,78

trouvé (%) 67,65, H : 6,40, O : 25,95.
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6-oxoheptane-1,3,5-tricarboxylate de 3,5-dibenzykt de 1-methyle 2dC,sH2507, 440,49
g/mol)

A une solution du composk (3,0 g, 12,8 mmol) dans le DMSO (30 mL), on additie le
fluorure de potassium (2,12 g, 36,6 mmol) puis dtaacétate de benzyle (2,53 mL, 14,6
mmol). Le milieu réactionnel est ensuite chauf@8&C pendant 7 h. Apres refroidissement a
température ambiante, une solution aqueuse saaré&aCl (30 mL) est ajoutée au mélange
réactionnel. La phase aqueuse est extraite ave&EADOX 50 mL). Les phases organiques
sont rassemblées, séchées sur Mg8ODconcentrées sous pression réduite. Le résidu es
purifié par chromatographie éclair (éluant; cyelwaine/AcOEt : 8/2). Le produit est isolé
sous la forme d’une huile incolore (4,078, %).

On observe la présence des diastéréoisomeres daapport voisin de 1/1.

RMN *H (400 MHz, CDC}) 51,73-2,35 (7H, m, H%, 2,01 (2 x 3H, s, B, 3,41 (1H, dd)) =
5,2 et 9,2 Hz, Ff), 3,46 (1H, ddJ = 5,9 et 8,6 Hz, ), 3,55 (2 x 3H, s, OCH), 4,95-5,11 (4
x 2H, m, OCHPh), 7,27 (2 x 5H, m, Har).

RMN *3C (100MHz, CDCJ) & 27,1 et 25,5 (6), 29,0 (2 x ©), 29,4 et 29,8 (), 31,3 et 31,8
(CYH, 42,3 et 42,5 (&, 51,6 (OCH), 56,6 et 57,4 (§), 66,6 (OG,Ph), 67,3 (OE,Ph),
127,9, 128,1, 128,2, 128,4, 128,5, 128,6 et 128H6af), 135,1, 135,2 et 135,7 (Car), 168,8 et
168,9, 173,0, 173,1, 174,2, 174,4, 201,8 et 202°9¢, C et C°).

IR (film, cm™) : 3033 et 2952 (C-h), 1737 (C=Ov), 1644 et 1611 (C=@), 1453 (C-H$),
1248, 1213 et 1158 (C-@), 749 et 699 (C-Hab).

SM (ES+) calc pour &H»s0;Na : 463,1733, exp : 463,1724.

6-acetoxyhept-5-ene-1, 3, 5-tricarboxylate de 3,5kknzyle et de 1-methyle 3¢C,7H3¢0s,
482,52 g/mol)

Une solution de produit de Micha2d) (3,93 g, 8,92 mmol) dans la pyridine distillée (AR)
est refroidie a 0 °C. On ajoute le chlorure d’at®(®,9 mL, 13,35 mmol). Un précipité blanc
se forme. Le milieu réactionnel est agité a tempéeaambiante pendant 9 h. LBt (100
mL) est ajouté puis la phase organique est lavée ae I'eau (50 mL) et une solution
aqueuse saturée en CuS@ x 50 mL). La phase organique est alors séchédMgSQ, et
concentrée sous pression réduite. Le résidu ediéppar chromatographie éclair (éluant ;
cyclohexane/AcOEt : 7/3). Le produit est isolé slautorme d’'une huile incolore (3,90 g1
%). On n'observe qu’un seul stéréoisomére par sosabpie RMN.
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RMN *H (400 MHz, CDC}) 81,75-2,00 (2H, m, B, 2,17 (3H, s, &), 2,25 (2H, m, H),
2,28 (3H, s, H), 2,45 (1H, ddJ = 6,1 et 13,0 Hz, ), 2,62 (1H, m, H), 2,69 (1H, dd,) =

8,2 et 13,1 Hz, M), 3,64 (3H, s, OCH), 5,07 (2H, m, OCkPh), 5,23 (2H, m, OCHPh), 7,35

(2 x 5H, m, Har)

RMN *3C (100MHz, CDCJ) 5 19,7 (C?), 20,9 (C), 26,9 (G), 30,0 (), 31,6 (C), 43,9 (C),
51,6 (OCH), 66,4 et 66,7 (OB,Ph), 119,2 (6, 128,2, 128,3, 128,5, 128,6 (CHar), 135,6 et
135,9 (Car), 159,0 (, 166,7 , 167,9, 173,1 et 174,6%(C°, C et CH).

IR (film, cm®) : 3033 et 2952 (C-W), 1757 et 1736 (C=@), 1650 (C=Cv), 1450 et 1372
(C-H d), 1210 et 1166 (C-®), 749 et 699 (C-Habd).

SM (ES+) calc pour &H300gNa : 505,1838, exp : 505,1847.

1,3,5-tricarboxylate-1-oxopentane de 1,3-dibenzykt 5-methyle 4(Cy3H 2407, 412,43
g/mol)

Une solution d’acétate d’éndg (3,85 g, 7,98 mmol) dans GEI, anhydre (40 mL) est
refroidie a — 70 °C. On fait buller un mélange g@ généré par un ozoneur pendant 55
minutes jusqu’a ce qu’une légere coloration bleurdlieu apparaisse. L'excés d’ozone est
alors éliminé par un flux d'©pur dans le mélange (disparition de la coloratieu). Le
sulfure de diméthyle (1 mL, 12,1 mmol) est ensajtuté puis le milieu est agité pendant 4 h
a température ambiante. Le mélange réactionnelagét avec HO (30 mL) et avec une
solution aqueuse saturée en NaCl (30 mL). La ploaganique est séchée sur MgS€
concentrée sous pression réduite. Le résidu ediéppar chromatographie éclair (éluant ;
8/2 : cyclohexane/AcOEt). Le produit est isolé stauorme d’'une huile incolore (1,95 §9
%).

RMN 'H (400 MHz, CDC}) 51,85-2,02 (2H, m, H%), 2,34 (2H, m, H), 2,92-3,05 (2H, m,
H*?et H), 3,34 (1H, dd,) = 8,4 et 18,1 HzH™), 3,63 (3H, s, OCH), 5,13 (2H, s, OChPh),
5,28 (2H, s, OCkPh), 7,38 (10H, m, Har).
RMN **C (100MHz, CDCJ) 5 26,8 (C%, 31,3 (C), 39,2 (C), 40,8 (&), 51,7 (OCH), 66,9 et
68,1 (OGH,Ph), 128,2, 128,3, 128,6, 128,70, 128,73 et 12818af), 134,3 et 135,5 (Car),
160,1 (C), 172,9 et 173,6 (Gt &), 191,7 (C).
IR (film, cm™) : 3033 et 2953 (C-W), 1735 (C=0v), 1454 et 1371 (C-H), 1268, 1215 et
1167 (C-Ov), 749 et 697 (C-Hab).
SM (ES+) calc pour £H240;Na : 435,1420, exp : 435,1423.
Analyse élémentaire : calculé poursB2407 (%) C : 66,98, H : 5,86

trouvé ( %) 66,97, H : 6,11.

Acide 2-(3-methoxy-3-oxopropyl)-4-oxoglutarate de ilithium 5g (CgH1007Li 2, 244,05
g/mol)
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A une solution de produ#tg (776 mg, 1,88 mmol) dans le MeOH (20 mL), est foldihé du
Pd/C a 10 % (143 mg). Le milieu réactionnel estéagendant 20 min a température ambiante
sous une atmosphére d’hydrogene en utilisant undrbehe. Apres filtration sur célite et
évaporation du solvant, le résidu est repris day@3 (30 mL). Le pH de la solution est ajusté
a 7,6 par addition d’'une solution de LiOH a 0,2 M (mL). Apres évaporation de,@, le
produit est isolé sous la forme d’une poudre blan@®b0 mgguantitatif) .

RMN *H (400 MHz, B0O) 81,72 (2H, m, H%), 2,38 (2H, m, H), 2,65 (1H, m, &), 2,85 (1H,
dd,J = 5,2 et 18,4 HzH®¥, 3,05 (1H, ddJ = 8,8 et 18,4 HH*"), 3,69 (3H, s, OCH)

RMN *3C (100MHz, CDC}) 8 27,1 (C°), 31,7 (C), 41,9 (G), 42,3 (), 51,4 (OCH), 169,6
(C), 176,6 (&), 182,5 (C), 204,7 (C)

IR (KBr, cm®) : 3426 (OHv), 2953 (C-H alkylew), 1718, 1636 et 1588 (C=0 ester et acide
V), 1420 et 1366 (C-18), 1257, 1215 et 1174 (C-O estar

SM (ES-) m/z calc pour ¢E11107: 231,0505 , exp : 231,0514

.12 Synthése du 6-oxoheptane-1,3,5-tricarboxylate BealBertbutyl et de 1-methyle
2h

Diéthylphosphonoacetate de tert-Butyle 14C;0H210sP, 252,24 g/mol)

\

\
EtO— l‘:’/\COZIBU
OEt

A une solution d’acide diéthylphosphonoacétiqua&anL, 1 mmol) dans Cil, anhydre (1
mL), est ajouté le tBuOH fraichement distillé (0sh2, 1,25 mmol) et une solution de DCC
(0,23 g, 1,1 mmol) dans GBI, (ImL). Le milieu est agité a Ta pendant 15 mitiréfiet
évaporé sous pression réduite. Le résidu est gy chromatographie éclair (éluant; 2/8:
cyclohexane/AcOEt). Le produit est isolé sous ta® d’'une huile incolore (0,24 §6 %).

RMN 'H (400 MHz, CDC}) 81,31 (6H, tJ = 7,0 Hz, 2 x OCKCHs), 1,40 (9H, s, tBu), 2,81
(2H, d,J = 21,4 Hz, PCh), 4,09 (4H, qJ = 7,1 Hz, 2 x OCHh).

RMN *C (100MHz, CDC}) 16,3 (d, J = 3,5 Hz, 2 x OGBH3), 27,9 (CH du tBu), 35,5
(d, J = 66,5 Hz, PCH, 62,5 (d, J = 3,0 Hz, 2 x OGH 82,0 (C du tBu), 164,8 (C=0).

2-(hydroxyméthyl)-prop-2-énoate de benzyle 16CgH 1403, 158,19 g/mol)

0]

1 OtBu
=
4 OH

292



Partie expérimentale

A un mélange du compodél (19,3g, 76,5 mmol) et de formaldéhyde (solutioneagse a 37
%, 23 mL, 306,0 mmol), sous agitation forte, unkitson de KCOs; a 1,2 g/mL (84,1 mmol)
est ajoutée goutte a goutte. Un précipité blan@aegdp Le milieu réactionnel est ensuite agité
24 h a Ta. De I'BO (100 mL) est ajouté et la phase organique esgtelavec une solution
agueuse saturée en NaCl (3 x 70 mL). La phase iongaest séchée sur Mgs€&t concentrée
sous pression réduite aprés addition d’hydroquin(® mg). Le résidu est purifié par
chromatographie éclair (éluant ; cyclohexane/AcO&#). Le produit est isolé sous la forme
d’un liquide incolore (9,2 g76 %).

RMN 'H (400 MHz, CDC}) 51,48 (9H, s, tBu), 2,80 (1H, s élargi, OH), 4,261(z, H),
5,74 (1H, s, B9, 6,13 (1H, s, FP).

RMN *C (100 MHz, CDCJ) 5 28,0 (CH du tBu), 62,4 (¢), 81,3 (C du tBu), 124,6 @
140,8 (G), 165,7 (C).

2-methyleneglutamate de 1-tert-butyl et de 5-methgl 1h(C;1H1504, 214,26)

@]
2/1
3

OtBu

4
> OCHs

A une solution d’acrylatd6 (0,29 g, 1,87 mmol) dans du toluéne anhydre (3,rah)ajoute
I'orthoacétate de triméthyle (0,5 mL, 3,74 mmol)det I'acide propionique (0,02 mL, 0,187
mmol). Le mélange réactionnel est chauffé a 1008a@dpnt 1 h 30. L'azéotrope méthanol-
toluéne est ensuite distillé (bp = 63°C) afin deldéer I'équilibre de la réaction. L'ajout
d’acide propionique, le chauffage suivi de la idéton sont renouvelés jusqu’a disparition
totale du produit de départ constaté en CCM. Lesstlest évaporé et le résidu est purifié par
chromatographie éclair (élution ; AcOEt/cyclohexa2é8). Le produit est isolé sous la forme
d’un liquide incolore (0,31 g7 %).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 81,48 (9H, s, tBu)2,52 (2H, tJ = 7,0 Hz, H), 2,69 (2H, tJ =
7,2 Hz, H), 3,67 (3H, s, OCH), 5,50 (1H, dJ = 1,3 Hz, H?), 6,09 (1H, s, FP).

RMN *3C (100MHz, CDCJ) 5 26,5 (C), 27,1 (CH du tBu), 32,2 (&), 50,8 (OCH), 80,0 (C
du tBu), 124,3 (6, 139,4 (¢),165,2 (C), 172,4 (C).

IR (film, cm™) : 2979 (C-Hv), 1741 et 1712 (C=0), 1633 (C=Qv), 1440 (C-H3), 1145 (C-
Ov).

SM (ES+) calc pour GH1g04Na : 237,1103, exp : 237,1111.

6-oxoheptane-1,3,5-tricarboxylate de 3,5-tert-but@ et de 1-methyle 2H{C;9H 3,07,
372,45 g/mol)

OCHs
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Partie expérimentale

A une solution du composkh (0,31 g, 1,45 mmol) dans le DMSO (5 mL), on additie le
fluorure de potassium (0,25 g, 4,35 mmol) puis dtaacétate de tert-butyl (0,28 mL, 1,7
mmol). Le milieu réactionnel est ensuite chauff0&C pendant 24 h. Aprés refroidissement
a température ambiante, une solution aqueuse sauarBlaCl (30 mL) est ajoutée au mélange
réactionnel. La phase aqueuse est extraite aveEADOX 10 mL). Les phases organiques
sont rassemblées, séchées sur Mg8ODconcentrées sous pression réduite. Le résidu es
purifié par chromatographie éclair (€luant ; cyelwaine/AcOEt : 8/2). Le produit est isolé
sous la forme d’une huile incolore (0,0931d, %).

On observe la présence des diastéréoisomeres daapport voisin de 1/1.

RMN *H (400 MHz, CDC}) 6 1,33-1,45 (18H, m, tBu), 1,78-2,28 (7H, nt: i 2,15-2,18 (2
x 3H, m, H), 3,41 (1H, ddJ = 5,1 et 9,7 Hz, Pf), 3,46 (1H, dd,) = 5,7 et 8,6 Hz, B}, 3,59
(2 x 3H, s, OCH).

RMN *C (100MHz, CDC)) & 27,0-27,2 (@), 27,8-28,0 (4 x tBu), 29,9 (f; 31,4 et 31,5
(CY, 43,1 et 43,2 (&, 51,5 (OCH), 57,8 et 58,7 (€, 80,9 (2 x C de tBu), 82,1 (2 x C de
tBu), 168,2, 168,3, 173,1, 173,8, 202,5 et 202% (&, C’ et C?).

IR (film, cm™) : 2978 et 2926 (C-M), 1731-1721 (C=Q@), 1446 (C-Hd), 1254 et 1155 (C-O
V).

SM (ES+) calc pour GH3:0/Na : 395,2046 exp : 395,2045.

.13 Synthese de I'acide 2-(3-amino-3-oxopropyl)-4-oxtayiate de dilithiunbm et

de analogue$n-r

1,3,3,5-(tetracarboxylate) pentane de tetraéthyle7l(C;7H»g0g, 360,4 g/mol)

O O

HaCH,CO~ X 8 OCH,CH
3 5
H3CHch 1 6 7 OCH2CH3

O] ©)

A une solution de malonate d’éthyle (10 mL, 65,9 ajndans EtOH (10 mL), on ajoute du
Na (110 mg, 4,6 mmol). Apres refroidissement dueuik 0 °C, I'acrylate d’éthyle (21,4 mL,
197,6 mmol) est additionner goutte a goutte. Laemikst agité a température ambiante toute
une nuit. Si la disparition du malonate n’est pealé le lendemain, quelques mg de Na sont
ajoutés et le milieu est chauffé a 80 °C pendahedre. Aprés refroidissement du milieu a
température ambiante, une solution aqueuse d’HC(5LML) est ajoutés jusqu’a obtenir un
pH = 4 puis on additionne une solution agueuseréatan NaCl (15 mL). La phase aqueuse
est extraite a I'AcOEt (2 x 35 mL). Les phases argaes sont rassemblées, séchées sur
MgSO, puis concentrées sous pression réduite. L'exasyglate est éliminé a la rampe sous
vide toute une nuit. Le produit est isolé souslante d’un liquide incolore (22,9687 %)

RMN H (400 MHz, CDC}) 51,24 (6H, t,J = 7,2 Hz CHs), 1,25 (6H, t,J = 7,2 Hz CHy),
2,25 (4H, m, Ret H), 2,33 (4H, m, Bet H), 4,15 (4H, gJ = 7,2 Hz OCH,), 4,24 (4H, q,)
=7,2 Hz OCHp),
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Partie expérimentale

RMN °C (100MHz, CDCJ) 514,0 et 14,ZCHs), 28,1 (C et C), 29,5 (C et &), 60,6 et
61,5 (OCH2), 130,5 (¢, 170,7 (C et C), 172,6 (C et O)

acide 1, 3, 5-tricarboxylate pentane 18CgH 1,05, 204,18 g/mol)

Une solution du composk/ (5 g, 13,9 mmol) en suspension dans une solutijpewse en
HCI 6N (300 mL) est chauffé a 140 °C pendant 48ré®ulLes solvants sont éliminé par
évaporation sous pression réduite. Le résidu saslaepris dans 0 (100 mL). La phase
agueuse est extraite au cyclohexane (3 x 100 ng9.dhases organiques sont rassemblées,
séchées sur MgSQCet concentrées sous pression réduite. Le proguiiselé sous la forme
d’un solide blanc (2,7 @5 %)

mp = 114 — 115 °C

RMN *H (400 MHz, BO) 5 1,74(4H, m, H’ etH®), 2,32 (4H, m, Bet H), 2,36 (1H, m,H)
RMN 3C (100MHz, DO) 5 26,3 (C et C), 31,3 (C et ), 43,6 (C), 177,5 (CetC’), 179,4
(€)

1,3,5-tricarboxylate-pentane de trimethyle 194C;1H150s, 246,26 g/mol)

Une solution du composE (2,7 g, 13,23 mmol) dans EtOH (20 mL) avec 2,5adell'acide
sulfurique concentré (2,5 mL) est chauffé a 80 8ddant 48 heures. Le milieu est ensuite
concentré sous pression réduite et repris dafs (HO mL). La phase agueuse est extraite a
'acétate d’éthyle (4 x 40 mL). Les phases orgaeggjgont rassemblées et lavées avec une
solution aqueuse saturée en,@@; (100 mL) et avec bO (100 mL). La phase organique est
séchée sur MgSQet concentrée sous pression réduite. Le progtitselé pur sous la forme
d’un liquide incolore. (2,8¢86%)

RMN *H (400 MHz, CDC}) 1,78 (2H, m, H*?* et H?), 1,85 (2H, m, §° et H"), 2,27 (4H,
m, H et H), 2,39 (1H, m, ¥), 3,60 (6H, s, OCH}, 3,62 (3H, s, OCH,

RMN **C (100MHz, CDC}) 526,9(C? et C), 31,6 (G et C), 43,8 (C), 51,6 et 51,7 (OCH),
173,2 (C et C), 175,2 (C)

1,3,5-tricarboxylate-pentane de trimethyle 19{C,9H 3006, 474,54 g/mol)
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Partie expérimentale

A une solution de compods8 (2 g, 9,8 mmol) dans DMF (10 mL), on additionn& KOs (4

g, 29,4 mmol) et le BnBr (3,5 mL, 29,4 mmol). Leligu est chauffé a 80 °C pendant une
nuit. Le milieu est filtré. On ajoute @ (10 mL) et la phase aqueuse est extraite@ B2 x
20 mL). Les phases organiques sont rassembléeseesétr MgS@ et concentrée sous
pression réduite. Le résidu est purifié par chragEphie éclair (éluant; 8/2:
cyclohexane/AcOEt). Le produit est isolé sous tan® d’huile incolore (2,6 6 %).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 51,90 (2H, m, H** et H?), 1,97 (2H, m, B° et H), 2,38 (4H,
m, H et H), 2,53 (1H, m, H), 5,12 (4H, s, 2 x OCH, 5,15 (2H, s, OCH, 7,56 (15 H, m,
Har)

RMN *C (100MHz, CDC)) 527 (C? et C), 31,7 (C et C), 43,8 (C), 66,33 (2 x OCHh),
66,43 (OCH), 128,22, 128,25 et 128,6 (CHar), 135,9 (Car), 871" et C), 174,6 (C)

IR (film, cm™) : 3064 et 3033 (C-H ar), 2951 (C-H alkv), 1736 (C=0 ester), 1454 et 1337
(C-H ), 1253 et 1160 (C-O este), 747 et 698 (C-Hab)

SM (ES+) m/z calc pour gH3006Na : 497,1872, exp : 497,1872

4-oxocyclohexane-1,3-dicarboxylate de dibenzyle 20@10H140s, 214,22 g/mol)

OH O

?)7LOCH3 ?)7LOCH3

OCH;

Le sodium coupé en morceaux (0,46 g, 20 mmol) jesttéaa une solution du compo$8a
(4,28g, 17,4 mmol) dans du benzéne anhydre (24 BDiL)MeOH fraichement distillée (0,5
mL) est additionné au milieu réactionnel. Le miliest ensuite chauffé a 80 °C pendant 24
heures. Le milieu est neutralisé par ajout de quegyouttes d’acide acétique concentré, puis
on additionne KO (40 mL). La phase aqueuse est extraite a I'axdtgthyle (3 x 50 mL).
Les phases organiques sont rassemblées, séchéblS@y, et concentrées sous pression
réduite. Le résidu est purifié par chromatograpBidair (éluant; cyclohexane/acétate
d’éthyle : 7/3). Le produit est isolé sous la fordien solide blanc (2,8 g5 %).

Le produit en solution se présente sous sa forrak én

RMN *H (400 MHz, CDC}) 51,78(1H, m, H®9, 2,10 (1H, m, BY), 2,39 (3H, m, Bet H?),
2,58 (2H, m, K" et Hl) 3,72 (3H, s, OCH), 3,78 (3H, s, oc:g)

RMN *3C (100MHz, CDCJ) 5 24,1(C), 24,8 (¢), 28,1 (G), 39,0 (C), 51,5 et 51,8 (OCH),
96,1 (&), 171,1 (€), 172,5 (C), 175,0 (C)
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Partie expérimentale

1,3-dicarboxylate-4-oxocyclohexane de dibenzyle 2Q@8,,H,,0s, 366,41 g/mol)

OH O
?/E\OCH ,Ph ?/E\OCHZPh
OCH,Ph 0~ “OCH,Ph

Le sodium coupé en morceaux (0,1 g, 4,27 mmolpjestté a une solution du compdkgb
(1,9 g, 4,27 mmol) dans du benzéne anhydre (40 B)BnOH (0,05 mL) est additionné au
milieu réactionnel. Le milieu est ensuite chauff@@& °C pendant une nuit. Le milieu est
neutralisé par ajout de quelques gouttes d’aciééicae concentré, puis on additionngCH
(40 mL). La phase aqueuse est extraite a l'ac&&thyle (3 x 50 mL). Les phases
organiques sont rassemblées, séchées sur MgBConcentrées sous pression réduite. Le
résidu est purifié par chromatographie éclair (@lyayclohexane/acétate d’éthyle : 8/2). Le
produit est isolé sous la forme d’une huile incel@@,8 g51 %).

Le produit en solution se présente sous sa forrak én
RMN H (400 MHz, CDC}) 51,73(1H, m, H%¥, 1,97 (1H, m, B, 2,27 (2H, m, %), 2,40
(1H, m, H9, 2,50 (1H, m, ¥, 2,55 (1H, m, ), 5,07 (4H, m, 2 x OC}}, 7,26 (12H, m,
Har)
RMN **C (100MHz, CDCJ) 5 24,2(C), 24,8 (€), 28,1 (), 39,2 (C), 65,9 et 66,4 (OCH),
96,2 (&), 127,9, 128,0, 128,2, 128,5, 128,6 (CHar), 138,936,0 (Car), 171,6 (¢ 171,9
(C"), 174,4 (&)
IR (film, cm™) : 3379 (O-Hv), 3033 (C-H aw), 2945 (C-H alkv), 1731 (C=0 estev), 1652
(C=Cv), 1452 et 1311 (C-H), 1269 et 1159 (C-O este)
SM (ES+) m/z calc pour £H,,0sNa : 389,1365, exp : 389,1371
Analyses élémentaires : calculées popsHz,OsNa ( %) C : 73,40, H : 6,37

trouvées ) @: 73,46, H : 6,42

1,3-dicarboxylate-4-(benzylamino)cyclohex-3-ene diéméthyle 21p(Ci7H21NO4, 303,35
g/mol)

9
Ph™ >NH O

7~OCHs,

8
0~ ~OCH;

Sous argon et dans un ballon contenant un fon@drdés tmoléculaire (A), la benzylamine
(2,2 mL, 20,07 mmol) est ajoutée a une solutiogydohexanon0a (3 g, 13,8 mmol) dans
le toluéne anhydre (12 mL). Le milieu est agitéempérature ambiante pendant 48 h. Le
milieu est filtré et concentré sous pression ré&duie produit est isolé sous la forme d’'une
huile incolore (4,1 gquantitatif ). Sachant que les énamines sont tres sensiblegdadlyse,

le brut est directement ozonolysé sans purificatibérieure.
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Partie expérimentale

RMN *H (400 MHz, CDC}) 5 1,61(1H, m, H®3, 1,95 (1H, m, K", 2,20 (2H, m, & et H9),

2,31 (2H, m, ¥ et H"), 2,63 (1H, dd, = 4,0 et 14,5 HzH™), 3,61 (6H, s, OCH), 4,33 (2H,
s, H), 7,48 (5H, m, Har), 9,36 (1H, s élargi, NH)

RMN *C (100MHz, CDCJ) & 24,3(C°), 25,5 (C), 26,4 (G), 39,0 (C), 46,2 (C), 50,5 et
51,7 (OCH), 88,7 (),126,7, 127,2, 128,8 (CHar), 139,1 (Car), 158,9,(€70,7 (C), 175,0
(€)

1,3-dicarboxylate-4-(propylamino)cyclohex-3-ene ddiméthyle 210(C;3H21NO,4 255,31
g/mol)

LN-"9"NH O

7 OCH;

8
O~ "OCHg
Le produit a été synthétisé suivant le méme prd¢ogoe pour le compos&lp. Aprés
traitement de la réaction entre le comp28& (0,5 g, 2,3 mmol) et la propylamine (0,19 mL,
3,45 mmol), on isole le produit sous la forme d’imde incolore (0,55 gyuantitatif )

RMN *H (400 MHz, CDC}) 50,91(3H, t,J = 7,4 et 15,2 HzH™),1,51 (2H, gJ = 7,2 Hz

H), 1,66(1H, m, H>¥, 2,05 (1H, m, K", 2,26 (2H, m, ¥ et H?), 2,44 (2H, m, & et HY),

2,60 (1H, ddJ = 4,9 Hz H*®), 3,05 (2H, m, ), 3,59 et 3,62 (3H, s, OGH 8,76 (1H, s
élargi, NH)

RMN C (100MHz, CDCJ) 11,5 (CY), 23,5 (C9, 24,3(C%), 25,6 (C), 26,4 (), 39,3
(CY, 44,1 (C), 50,3 et 51,7 (OCH), 87,1 (&), 158,7 (C), 170,7 (C), 175,7 (C)

1,3-dicarboxylate-4-(méthylylamino)cyclohex-3-ene @ diméthyle 21n(Cy;H1/NOs3,
227,26 g/mol)

X
NH O

7>OCHs,

8
0~ ~OCH;

Le produit a été synthétisé suivant le méme pra¢ogoe pour le compos&lp. Aprés
traitement de la réaction entre le comp@ga (0,5 g, 2,7 mmol) et une solution de
méthylamine dans THF 2M (2 mL, 4,15 mmol), on iselg@roduit sous la forme d’un solide
blanc (0,61 gquantitatif)

Mp = 68-70 °C

RMN *H (400 MHz, CDC}) 51,64(1H, m, H®9, 1,98 (1H, m, K", 2,22 (2H, m, & et H9),
2,38 (2H, m, §° et H'), 2,60 (1H, dd,) = 4,4 et 14,8 HzH?), 2,78 (3H, d,J = 5,2 Hz H°),
3,57 et 3,61 (3H, s, OGH 8,76 (1H, s élargi, NH)

RMN 3C (100MHz, CDCJ) 524,2(C°), 25,2 (C), 26,4 (G), 28,9 (C), 39,2 (C), 50,1 et
51,6 (OCH), 87,4 (C), 159,1 (€), 170,4 (C), 175,6 (&)
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1,3-dicarboxylate-4-aminocyclohex-3-ene de diméthyl21m(C10H15NO4, 213,23 g/mol)
NH, O

7 OCHs,

8
0~ “OCH,

Le compos&0a(1g, 4,6 mmol) est dissous dans MeOH (5mL). Urdetem aqueuse de
NH4OH 20 % (2 mL, 6,9 mmol) est ajoutée et le milistagité a Ta pendant 48 h. La phase
agueuse est extraite avec AcOEt (3 x 10 mL). Leseh organiques sont rassemblées,
séchées sur MgS@t concentrées sous pression réduite. Le produis@é sous la forme
d’un solide blanc (0,98 gjuantitatif ).

Mp = 44 - 49 °C

RMN *H (400 MHz, CDC}) 51,71 (1H, m, H>3, 1,97 (1H, m, B, 2,22 (2H, m, ), 2,30
(2H, m, H" et H¥), 2,48 (1H, m, H), 2,62 (1H, dd)J = 5,5 et 15,5 HzH*"), 3,65 et 3,67 (3H,
s, OCH)

RMN %C (100MHz, CDC}) & 24,2(C°), 25,9 (&), 29,4 (€), 39,4 (C), 50,4 et 51,6 (OCH),
89,9 (@), 155,9 (©), 170,2 (C), 175,7 (C)

1,3-dicarboxylate-4-(diphenyléthylamino)cyclohex-3ne de diméthyle 21dC,4H27NOy,

394,48 g/mol)
9N e

9
NH O

7>OCHs

8
0~ “OCH;

Le produit a été synthétisé suivant le méme prdéogoe pour le composELp. Aprés
traitement de la réaction entre le compa8a (0,1 g, 0,46 mmol) et la diphényléthylamine
(91 mg, 0,46 mmol), on isole le produit sous larferd’un solide blanc (0,18 guantitatif )

Mp = 145 — 150 °C

RMN 'H (400 MHz, CDC}) 81,56 (1H, m, H*3, 1,90 (1H, m, B, 2,10 (2H, m, &), 2,22
(1H, dd,J = 14,5 et 3,5 HzH?¥, 2,28 (1H, m, H), 2,30 (1H, m, ), 2,55 (1H, dd,) = 4 et
15 Hz H?), 3,50 et 3,60 (3H, s, OGH 3,71 (2H, dd, J = 13,5 et 7 Hz?)H4,06 (1H, tJ = 7
Hz, H'9), 7,15 (6H, m, Har), 7,23 (4H, m, Har), 8,83 (1H] = 5 Hz, NH)

RMN %°C (100MHz, CDC}) & 24,3(C°), 25,7 (C), 26,5 (3), 39,2 (C), 50,4 et 51,7 (OCH),
52,0 (), 88,2 (), 126,8, 128,0, 128,8 et 129,1 (CHar), 141,9 & a4Car), 157,7 (,
170,4 (C), 175,7 (&)
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2-[2-(aminoéthoxy)-2-éthoxy]éthanol 2ZC¢H1sNO3, 149,19 g/mol)

HO\/\O/\/O\/\NHZ

A une solution de produit benzylé (200 mg, 1,14 Mrdissout EtOH (10 mL), est additionné
du Pd/C a 10 % (40 mg). Le milieu réactionnel agtéapendant 30 min a température
ambiante sous une atmosphére d’hydrogéne en atilisze baudruche. Aprés filtration sur
célite et évaporation du solvant, le produit estésous la forme d’un liquide incolore (0,167
g, 98 %).

RMN *H (400 MHz, CDCJ) 82,33 (3H, s élargi, OH et Ndj 2,90 (2H, m, ChNH,), 3,58
(2H, m, OCH), 3,65 (6H, m, OCH), 3,74 (2H, m, OCh)
RMN *C (100MHz, CDCY) 8 41,5 (CHNH,), 61,6 (CHOH), 70,1, 70,4, 72,6, 72,8 (OGH

1,3-dicarboxylate-4-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy}ylamino)cyclohex-3-ene de
diméthyle 21r (C16H27/NO7, 345,39 g/mol)

11 10 o) 7
T 0Ty Y NH O

|
13°0CH,

14
0~ “OCH,

HO

Le produit a été synthétisé suivant le méme prd¢ogoe pour le composELp. Apres
traitement de la réaction entre le comp26a (1 g, 4,61 mmol) et 'aming2 (0,99 g, 4,61
mmol), on isole le produit sous la forme d’un selldanc (1,6 gquantitatif )

RMN H (400 MHz, CDC}) 81,73(1H, m, H%3, 2,04 (1H, m, 8, 2,35 (2H, m, % et H),
2,49 (2H, m, ° et H), 2,66 (1H, dd,) = 5 et 15 HzH?), 3,30 (2H, m, H), 3,56 (4H, m, 2x
CH,0), 3,59 (3H, s, OCH, 3,61 (4H, m, 2 x OC}}, 3,62 (OCH), 3,67 (2H, tJ = 5,0 Hz
H'3), 9,02 (1H, s élargi, NH)

RMN *3C (100MHz, CDC)) 5 24,3(C?), 25,7 (C), 26,4 (&), 39,33 (C), 42,1 (C), 50,6 et
51,7 (OCH), 61,8 (C?, 70,1, 70,3 et 70,7 (3 x OGH 72,9 (&), 88,1 (C), 158,3 (C), 170,8
(C), 175,7 (G

2-(3-(benzylamino)-3-oxopropyl)-4-oxoglutarate de idhéthyle 4p (C17H21NOg, 335,35
g/mol)

Une solution du composglp (4,18 g, 13,8 mmol) dans GEI, anhydre (100 mL) est
refroidie & — 70 °C. On fait buller un mélange g@ généré par un ozoneur pendant 70
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minutes jusqu’a ce qu’'une légere coloration bleumdlieu apparaisse. L'excés d'ozone est
alors éliminé par un flux d'@pur dans le mélange (disparition de la coloratibeu). Le
milieu est agité toute une nuit & tempérture antbiabe triphénylphosphine (3,2 g, 12,42
mmol) est ensuite ajouté puis le milieu est agg@édant 24 h a température ambiante. Le
mélange réactionnel est lavé ave®©OH20 mL) et avec une solution aqueuse saturéeagii N
(20 mL). Aprés évaporation des solvants, le résdu purifié par chromatographie éclair
(éluant ; cyclohexane/acétate d'éthyle : 3/7). ledpit est isolé sous la forme d’'une huile
incolore (1,98 mg43 %).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 51,94 (2H, m, H%, 2,24 (2H, m, H), 2,92 (2H, dd et m

superposés] = 4,4 et 19,7 HzH* et H), 3,28 (1H, dd)) = 10,2 et 19,7 HAH*"), 3,64 et 3,85

(3H, s, OCH), 4,39 (2H, dJ = 5,7 Hz H°), 6,18 (1H, s élargi, NH), 7,27 (5H, m, Har)

RMN **C (100MHz, CDCJ) &27,25(C°), 33,56 (C), 39,2 (C), 40,8 (G), 43,6 (C), 52,1 et

52,9 (OCH), 126,8, 127,5 et 128,7 (CHar), 138,2 (Car), 1667, 171,5 (), 174,4 (C),

191,9 (©)

IR (film, cm™) : 3338 et 3303 (N-H), 3064 et 3025 (C-H aromatique)s 2944 (C-H alkyles

v), 1733 (C=0 estev), 1654 (C=0 amid®), 1541 (N-HJ), 1437 et 1387 (C-H), 1263 et

1171 (C-O estevw), 740 et 701 (C-Had)

SM (ES+) m/z calc pour £H21NOgNa : 358,1267, exp : 358,1267

Analyses élémentaires : calculées pouitHz:NOs : (%) C : 60,89, H: 6,31, N : 4,18
trouvées ) @: 61,07, H : 6,60, N : 4,22

2-(3-(benzylamino)-3-oxopropyl)-4-oxoglutarate de iithium 5p (C1sH1sNOgli,, 319,16
g/mol)

H
@) 8N\9/F’h

O 6
Li0543 21OLi

O] O]

Le diester (157 mg, 0,47 mmol) est dissous dans WM&D5 mL). Une solution aqueuse de
LIOH 0,4M (2,5 mL, 1 mmol) fraichement préparéé asutée goutte a goutte. Le milieu
réactionnel est agité a température ambiante pénafennuit. Le pH du milieu est ajusté a
pH 7,6 par ajout de résine acide (DOWEX 50WX8). épffiltration et évaporation des
solvants, le produit obtenu est isolé sous la fodfne solide beige (149 mguantitatif ).

RMN *H (400 MHz, B0O) 51,78 (2H, m, H%), 2,29 (2H, m, H), 2,63 (1H, m, &), 2,83 (1H,

dd,J = 6,0 et 17,6 HzH>, 3,02 (1H, ddJ = 8,0 et 17,6 HzH™), 4,36 (2H, s, ), 7,35 (5H,

m, Har)

RMN *3C (100MHz, DO) 6 28,2(C°), 33,7 (C), 41,6 (C), 42,2 (), 42,9 (C), 127,2, 127,4
et 128,7 (CHar), 137,9 (Car), 170,0°(C175,8 (C), 182,3 (C), 204,3 (C)

IR (KBr, cmi') : 3414 (O-H et N-Hv), 3067 (C-H aw), 2932 (C-H alkv), 1714 (C=0 ester
v), 1636 (C=0 amide), 1579 (N-HJ), 1420 et 1356 (C-H), 1257 et 1112 (C-®), 744 et

700 (C-Hard)

SM (ES-) m/z calc pour 8H16NOg : 306,0978, exp : 306,0991
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Partie expérimentale

2-(3-(propylamino)-3-oxopropyl)-4-oxoglutarate de éméthyle 40(C13H21NOg, 287,31
g/mol)

Le composé2lo (1,08 g, 4,61 mmol) a été ozonolysé suivant letquae
préecédemment décrit pour le compdge Le résidu a été purifié par chromatographie éclai
(éluant ; 3/7 : cyclohexane/acétate d’éthyle puétate d’éthyle pur). Le produit est isolé sous
la forme d’une huile incolore (0,46 85 %).

RMN *H (400 MHz, CDCJ) 50,85 (3H, t,J = 7,4 Hz H'), 1,45 (2H, stJ = 7,2 Hz H™),

1,89 (2H, m, H%, 2,15 (2H, m, H), 2,88 (1H, m, H), 2,90 (1H, dd,) = 4,6 et 19,8 HzH?),

3,13 (2H, ddJ = 7,0 et 13,5 HzH®), 3,25 (1H, ddJ = 10,1 et 19,7 HzH®), 3,81 et 3,63

(3H, s, OCH), 5,64 (1H, s élargi, NH)

RMN C (100MHz, CDCJ) 11,4 (CY), 22,8 (C9, 27,3(C%, 33,7 (C), 39,3 (), 40,9

(C¥, 41,2 (C), 52,1 et 53,1 (OCH), 160,9 (C), 171,6 (&), 174,6 (C), 192,0 (C)

IR (film, cm™) : 3389 et 3306 (N-H)), 2959 et 2875 (C-H alk), 1732 (C=0 estev), 1648

(C=0 amidev), 1545 (N-HJ), 1442 et 1381 (C-13), 1264 et 1166 (C-O este)

SM (ES+) m/z calc pour gH21NOgNa : 310,1267, exp : 310,1274

Analyses élémentaires : calculées powHz:06N, %2 H,O (%) C : 52,69, H : 7,48, N : 4,73
trouvées : §2,92, H: 7,48, N : 4,67

2-(3-(propylamino)-3-oxopropyl)-4-oxoglutarate de dithium 50 (C11H15NOgli», 271,12
g/mol)

LiO_5 Y3 L OLi

@) O

Le composé&to (1 g, 3,48 mmol) a été saponifié suivant le protegrécédemment
décrit pour le composBp. Le produit est isolé sous la forme d'un solideng (0,94 g,
quantitatif )

RMN 'H (400 MHz, DO) 50,86 (3H, t,J = 7,4 Hz HY), 1,50 (2H, st, J = 7 Hz, 9,
1,75 (2H, m, H%, 2,23 (2H, m, H), 2,62 (1H, m, B), 2,84 (1H, dd, J = 5,2 et 18,4 HZ*3
3,04 (1H, dd) = 8,4 et 18,4 HzH®*), 3,12 (2H, tJ = 7,2 Hz H°)

RMN *C (100MHz, BO) 5 10,6 (CY, 21,7 (C9), 27,9(C°), 33,7 (C), 41,2 (C et ), 41,5
(C?, 170,8 (C), 175,7 (C), 181,6 (C), 204,2 (C)

IR (KBr, cmi’) : 3482 et 3420 (O-H et N-M), 2974, 2932 et 2875 (C-H alf, 1714 (C=0
esterv), 1636 et 1620 (C=0 amidg, 1574 (N-HJ), 1418 et 1361 (C-H), 1262 (C-Ov)

SM (ES-) m/z calc pour §H16NOs : 258,0978, exp : 258,0995
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Partie expérimentale

2-(3-(methylamino)-3-oxopropyl)-4-oxoglutarate de @néthyle 4n (C11H1706N, 259,26
g/mol)

Le composé2ln (1,35 g, 5,95 mmol) a été ozonolysé suivant letquale
précédemment décrit pour le compdgeé Le résidu a été purifié par chromatographie éclai
(éluant ; 3/7 : cyclohexane/acétate d’éthyle puétate d’éthyle pur). Le produit est isolé sous
la forme d’une huile incolore (0,54 85 %).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 51,88 (2H, m, H%, 2,17 (2H, m, H), 2,72 (2H, dJ = 4,8 Hz

H®%), 2,86 (1H, m, B), 2,90 (1H, ddJ = 4,3 et 20,0 HzH*¥), 3,24 (1H, dd, = 10,1 et 20,0

Hz, H*), 3,80 et 3,61 (3H, s, OGH 6,03 (1H, s élargi, NH)

RMN *C (100MHz, CDCJ) 8 26,3 (C), 27,3(C%), 33,4 (C), 39,2 (G), 40,9 (C), 52,0 et

53,1 (OCH), 160,7 (C), 172,3 (&), 174,4 (C), 192,0 (C)

IR (film, cm™) : 3394 et 3313 (N-H)), 2947 (C-H alkv), 1735 (C=0 estev), 1652 (C=0

amidev), 1554 (N-H3), 1436 et 1384 (C-H), 1264 et 1170 (C-O este)

SM (ES+) m/z calc pour gH17NOgNa : 282,0954, exp: 282,0968

Analyses élémentaires : calculées pouHz;OsN (%) C : 50,96, H : 6,61, N : 5,40
trouvées (@) 50,73, H : 6,65, N : 5,41

2-(3-(methylamino)-3-oxopropyl)-4-oxoglutarate de dithium 5n_ (CoH11NOeLi 2, 243,07
g/mol)

Le composéin (1 g, 3,86 mmol) a été saponifié suivant le prolegrécédemment
décrit pour le composgp. Le produit est isolé sous la forme d'un solideng (0,935 g,
guantitatif ).

RMN *H (400 MHz, BO) 6 1,58(2H, m, H%, 2,08 (2H, m, H), 2,47 (1H, m, B), 2,56 (3H,
s, H), 2,71 (1H, dd) = 5,2 et 18,4 HzH?), 2,89 (1H, dd,) = 8,4 et 18,4 HzH*)

RMN **C (100MHz, DO) 5 25,8 (C), 28,4(C%), 33,7 (C), 41,0 (&), 42,6 (G), 169,8 (C),
176,6 (C), 182,6 (C), 204,4 (C)

IR (KBr, cm®) : 3426 (O-H et N-Hv), 2936 (C-H alkv), 1708 (C=0 estev), 1636 (C=0
amidev), 1577 (N-H3), 1416 et 1355 (C-H), 1163 et 1113 (C-0)

SM (ES-) m/z calc pour ¢El1.NOg : 236,0746, exp : 236,0789
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Partie expérimentale

2-(3-amino-3-oxopropyl)-4-oxoglutarate de diméthylélm (C10H1506N, 245,23 g/mol)

Le composé2lm (0,895 g, 4,2 mmol) a été ozonolysé suivant letquale
précédemment décrit pour le compdge Le résidu a été purifié par chromatographie éclai
(éluant ; 3/7 : cyclohexane/acétate d'éthyle puls: &cétate d’éthyle/MeOH). Le produit est
isolé sous la forme d’une huile incolore (0,43 4,%).

RMN H (400 MHz, CDCY) 51,97 (2H, m, H%), 2,29 (2H, m, H), 2,96 (1H, m, H), 2,97

(1H, dd,J = 5 et 20 HzH%), 3,30 (1H, dd,) = 10 et 20 HzH*), 3,67 et 3,86 (3H, s, OGN

5,72 (1H, s élargi, NH)

RMN 3C (100MHz, CDC}) & 26,9(C°), 32,8 (C), 39,2 (&), 40,9 (&), 52,1 et 53,1 (OC}),

160,8 (C), 174,2 et 174,3 (tet &), 191,9 (€)

IR (film, cm™) : 3453 et 3363 (N-H), 3010 et 2957 (C-H alk), 1730 (C=0O estev), 1667

(C=0 amidev), 1440 et 1396 (C-13), 1269 et 1173 (C-O este}

SM (ES+) m/z calc pour {gH1sNOgNa : 268,0797, exp : 268,0798

Analyses élémentaires : calculées powHzsOsN (%) C : 48,98, H: 6,17, N:5,71
trouvées (@) 49,12, H : 6,22, N : 5,54

2-(3-(amino)-3-oxopropyl)-4-oxopentanedioate de dihium 5m (CgHoNOgLi,, 229,04
g/mol)

LiO 533 5~ LOLi

O O

Le composé&m (1 g, 4,07 mmol) a été saponifié suivant le prolegprécédemment
décrit pour le composgp. Le produit est isolé sous la forme d'un solideng (0,935 g,
guantitatif )

RMN *H (400 MHz, BO) 8 1,73(2H, m, H%, 2,22 (2H, m, H), 2,61 (1H, m, H), 3,82 (1H,
dd,J = 5 et 20 HzH?, 3,02 (1H, ddJ = 10 et 20 HzH*)

RMN C (100MHz, DO) & 28,2(C°), 33,0 (C), 42,0 (G), 42,8 (G), 169,7 (C), 179,2 (&),
182,6 (C), 204,3 (C)

IR (KBr, cmi') : 3428 - 3223 (O-H et N-M), 2959 (C-H alkv), 1708 (C=0O estev), 1665
(C=0 amidev), 1574 (N-H3), 1416 et 1354 (C-1), 1111 (C-Ov)

SM (ES+) m/z calc pourgEl1oNOsg : 216,0508, exp: 216,0509
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Partie expérimentale

2-(3-(diphenylethylamino)-3-oxopropyl)-4-oxopentandioate de diméthyle 4q
(Cz4H27NO6, 425,47 g/mol)

Le compos&1g (1,8 g, 4,6 mmol) a été ozonolysé suivant le mol® décrit préecédemment
pour le composédp. Le résidu est purifié par chromatographie ecl@uant; 5/5
cyclohexane/AcOEt). Le produit est isolé sous fan® d’une huile incolore (0,43 85%).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 81,85 (2H, m, H%, 2,13 (2H, m, H), 2,85 (1H, m, H), 2,88

(1H, dd,J = 4,5 et 18,5 HzH®3, 3,26 (1H, m, F), 3,62 et 3,89 (3H, s, OGH 3,92 (2H, dd,

J=6 et 8 HzH®), 4,20 (1H, tJ = 8 Hz H'9), 5,65 (1H, s élargi, NH), 7,24 (10H, m, Har)

RMN *3C (100MHz, CDCJ) 5 27,2(C°), 29,7 (C), 39,0 (), 40,9 (C), 43,8 (C), 50,6 (CY),

52,0 et 53,1 (OC}J, 126,8, 128,0, 128,8 et 129,1 (CHar), 141,8 @ax), 160,8 (€), 171,6

(CY), 174,3 (C), 191,8 (C)

IR (film, cm™) : 3400 (N-Hv), 3044 et 3023 (C-H aromatique}, 2956 (C-H alkylesy),

1735 (C=0 estev), 1668 (C=0 amide), 1533 - 1518 (N-H et C-Ha3), 1446 (C-H alkd),

1247 et 1192 (C-O estw}, 1073 (C-Had)

SM (ES+) m/z calc pour £H2gNOg : 426,1917, exp : 426,1933

Analyses élémentaires : calculées popyHz/NOsg, ¥2 HO : (%) C : 67,04, H: 6,45, N : 3,25
trouvées (@) 66,98, H : 6,49, N : 3,11

2-(3-(diphenylethylamino)-3-oxopropyl)-4-oxopentandioate de dilithium 5g
(C22H21N06Li 5, 409,29 g/mol)

Le composélqg (0,13 g, 0,3 mmol) a été saponifié suivant le grote préecédemment
décrit pour le composép. Le produit est isolé sous la forme d’un solidenga (0,110 g90
%)
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Partie expérimentale

RMN *H (400 MHz, BO) 81,49(2H, m, H%, 2,09 (2H, tJ = 8 Hz H'), 2,44 (1H, ddJ = 2
et 18,0 HzH?, 2,70 (1H, ddJ =5,5 et 18,0 HzH®*), 2,90 (1H, m, B), 3,84 (2H, ddJ= 8 et
1,3 Hz H%, 4,20 (1H, tJ = 8,2 Hz H'9), 5,65 (1H, s élargi, NH), 7,24 (10H, m, Har)

RMN **C (100MHz, DO) & 28,6(C%), 34,4 (C), 41,1 (&), 41,8 (©), 44,3 (C), 50,9 (CY),
127,9, 128,8 et 129,8 (Char), 142,9 (Car), 1713, (176,3 (C), 182,2 (C), 205,9 (C)

IR (KBr, cm®) : 3410 (O-H et N-Hy), 3072, 3030 et 2959 (C-Har et alk 1716 (C=0 ester
V), 1649 (C=0 amidg), 1495, 1446 et 1420 (C-8), 1265 et 1228 (C-0)

SM (ES+) m/z calc pour ££H2:NOg : 396,1447, exp: 396,1451

2-(3-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethylamino)-3-oapropyl)-4-oxopentanedioate de
diméthyle 4r (C16H27NOg, 377,39 g/mol)

H 9 11 o 14
AT SIS
100 33 3 OH

Le compos&lr (1,6 g, 4,6 mmol) a été ozonolysé suivant le pol® précédemment
décrit pour le composép. Le résidu a été purifié par chromatographie égkduant ; 9/1 :
CH.Cl,/acétone). Le produit est isolé sous la forme dtmmi&e incolore (0,6 g35 %).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 81,88 (2H, m, H%, 2,17 (2H, m, H), 3,15 (1H, m, H), 3,16

(1H, dd,J = 4,5 et 19,7 HzH%), 3,52 (1H, dd)) = 10,1 et 19,7 HzH*), 3,67 (2H, m, 1P,

3,76 (2H, m, Y, 3,66 & 3,95 (6H, m, 3 x OGH 3,88 (3H, s, OCH}, 3,94 (2H, m, H,

3,88 (3H, s, OCh), 6,48 (1H, s élargi, NH)

RMN *3C (100MHz, CDCJ) & 27,3(C°), 33,5 (C), 39,2 (ég, 39,25 (G), 40,8 (C), 52,1 et

53,1 (OCH), 61,6 (C*, 70,15, 70,25 et 70,7 t€ C*? et C*), 72,4 (C%, 160,8 (C), 172,0

(C?), 174,5 (A), 191,9 (C)

IR (film, cm™) : 3333 (N-Hv), 2951 et 2875 (C-H alkylag, 1735 (C=0 ester), 1652 (C=0

amidev), 1545 (N-HJ), 1440 et 1380 (C-H), 1262, 1108 e 1107 (C-O estar

SM (ES+) m/z calc pour H,7NOgNa : 378,1764, exp : 378,1755

Analyses élémentaires : calculées powHz/NOg (%) C : 50,92, H: 7,21, N : 3,71
trouvées (@) 50,75, H : 7,27, N : 3,69

2-(3-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethylamino)-3-oapropyl)-4-oxopentanedioate de
dlméthyleir (Cl4H21N09Li 2, 361,20)

H 10 11 o 14
~ > A NS
9 O 12 13 OH
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Partie expérimentale

Le composélr (0,455 g, 1,2 mmol) a été saponifié suivant ldquole précédemment
décrit pour le composgp. Le produit est isolé sous la forme d’'un solidenja (0,410 g95
%)

RMN *H (400 MHz, BO) 5 1,68(2H, m, H%, 2,17 (2H, m, H), 2,54 (1H, m, B), 2,76 (1H,
dd,J = 5,6 et 18,4 HzH?9, 2,95 (1H, dd,J = 8,5 et 18,4 HzH>"), 3,29 (2H, m, ), 3,54
(4H, m, H et H®), 3,59 (4H, m, K'et H%), 3,63 (2H, m, K

RMN **C (100MHz, BO) 5 30,9(C"), 36,3 (C), 41,4 (C), 44,4 (C), 45,1 (), 62,8 (C?,
71,3 (C9, 72,0 (Ctet C9), 74,2 (C?), 172,3 (C), 178,8 (C), 185,2 (C), 206,9 (C)

IR (film, cm™) : 3423 (0-H et N-Hv), 2939 et 2876 (C-H alkyles), 1708 (C=0 estev),
1636 (C=0 amide), 1577 (N-H3), 1418 et 1355 (C-H), 1096 e 1058 (C-0)

SM (ES-) m/z calc pour gH20NOgLi, : 348,1281, exp : 348,1291

I.14 Syntheése de I'acide 2-((2-(2-(2-(4-((2-(2-methokggy)ethoxy)methyl)-1H-
1,2,3-triazol-1-yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)methyl)xbglutamate de dilitiurbt

3-(2-(2-methoxyéthoxy)éthoxy)prop-1-yne 3%CgH 1403, 158,19 g/mol)

8 7 4 3 5

A SO
07 g 07Ny

1

A une suspension de NaH (0,48 g, 10 mmol) dandHE @nhydre (10 mL) refroidie a 0°C,
on ajoute goutte a goutte une solution de 2-(2-matbthoxy)ethanol (1,19 mL, 10 mmol)
dans le THF anhydre (5 mL). Le milieu est agitén3id a température ambiante, puis on
additionne lentement une solution de bromure dpargyle (1,25 mL, 10 mmol) dans le THF
anhydre (5 mL). Un précipité beige apparait. Leiguilest agité 5 h a température ambiante
jusqu'a ce que le milieu devienne neutreOH20 mL) est ajouté et la phase aqueuse est
extraite avec AcOEt (3 x 50 mL). Les phases orgasgsont rassemblées, séchées sur
MgSQ, et concentrées sous pression réduite. Le résidouei§ié par chromatographie éclair
(éluant ; 97/3 ChkCl,/MeOH). Le produit est isolé sous la forme d’uruldg incolore (1,2 g

76 %).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 52,44 (1H, J = 2,4 Hz, B, 3,39 (3H, s, OCH), 3,58 (2H, m,
OCHy), 3,65 & 3,74 (6H, m, 3x OGH 4,22 (2H, d, J = 2,4 Hz, ¥

RMN **C (100MHz, CDCJ) 558,4 (C), 59,0 (OCH), 69,1, 70,4, 70,5 et 71,9 (OQH74,5
(CY, 79,6 (G

IR (film, cm™) : 3256 (C-H alcyne), 2877 (C-H alkv), 2200 (C=C v), 1458 et (C-Hd),
1135 et 1102 (C-®)

SM (ES+) calc pour g4;403Na : 181,0841, exp : 181,0839
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Partie expérimentale

2-((2-(2-(2-(4-((2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)methyl}-H-1,2,3-triazol-
lyl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)methyl)-4-oxopentanedioatde diméthyle 4t
(C22H37011N3, 519,54 g/mol)

Q (o]
60 "4 O 1
0 S O/\/ \/\N/N\\N \;9\0/ 20
10 11
H3002C;{/3JE CO,CH, 13&& }6\/0 18
14
1 21 150 17

A une solution du composdb (0,1 g, 0,277 mmol) dans MeOH (1 mL), on ajoute
succéssivement I'alcyngs (48 mg, 0,277 mmol), la solution aqueuse de Cu&O M (0,03
mL, 0,028 mmol), HO (0,4 mL) et la solution aqueuse d’acide ascomigi8 M (0,03 mL,
0,084 mmol). Le milieu est agité a température amtei pendant 1 h.J@ (10 mL) est ajouté
et la phase aqueuse est extraite avec AcOEt (5 xnllp Les phases organiques sont
rassemblées, séchées sur Mg®Oconcentrées sous pression réduite. Le réstqawe§ié par
chromatographie éclair (éluant; 97/3 : LH/MeOH). Le produit est isolé sous la forme
d’un liquide incolore (0,089,662 %).

RMN 'H (400 MHz, CDC}) 53,05 (1H, dd, J = 18,1 et 5,2 HzH?), 3,24 (1H, m, H), 3,35

(1H, dd,J = 8,0 et 18,1 HzH"), 3,36 (3H, s, K), 3,51 & 3,73 (18H, m, 9 x OGH 3,62 (3H,

s, OCH), 3,84 (3H, s, OCH), 3,85 (2H, tJ = 6,4 Hz H'Y), 3,86 (3H, s, OCH), 4,52 (2H, t.J

= 5,8 Hz H'%, 4,66 (2H, s, ), 7,73 (1H, s, EF)

RMN *C (100MHz, CDC)) & 38,1 (C), 41,1 (&), 50,2 (C?), 51,8 (OCH), 53,0 (OCH),

56,0 (C9, 64,6 (C°), 69,4, 69,6 et 70,3 (OGH 70,5 (3 x OCH), 70,6 (3 x OCH), 71,9

(OCHy), 123,8 (C?), 144,9 (€% 160,9 (C), 172,5 (CY), 192,4 (C)

IR (film, cm™) : 2947 et 2874 (C-H alk), 1732 (C=0 estev), 1456 et 1439 (C-H), 1249,

1224 et 1110 (C-O®)

SM (ES+) calc pour £H3g011N3 1 520,2506, exp : 520,2491

Analyses élémentaires : calculées popsHz;011N3 (%) C : 50,86, H : 7,18, N : 8,09
trouvées (@) 50,88, H : 7,34, N : 7,79

2-((2-(2-(2-(4-((2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)methyl}-H-1,2,3-triazol-
lyl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)methyl)-4-oxopentanedioatde diméthyle 5t
(C20H31011N3Li 2, 503,36 g/mol)

6 © 0] © 12 19 20
o) AT T NN fo/
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uo;;{xg CO,Li 13\?&\ 16 Og
5 1 150 17

Le diesterdt (40 mg, 0,077 mmol) est dissous dans MeOH (1 rdbe solution aqueuse de
LIOH 0,4M (0,4 mL, 0,162 mmol) fraichement prépmarést ajoutée goutte a goutte. Le
milieu réactionnel est agité a température ambigetedant une nuit. Le pH du milieu est
ajusté a pH 7,6 par ajout de résine acide (DOWEWX8). Apres filtration et évaporation
des solvants, le produit obtenu est isolé sougrtad d’un solide beige (39 mguantitatif ).

308



Partie expérimentale

RMN 'H (400 MHz, DO) 52,80 & 3,00 (3H, m, Het H), 3,26 (3H, s, ), 3,46 a 3,63
(18H, m, 9 x OCH), 3,87 (2H, tJ = 5,0 Hz H'Y, 4,54 (2H, tJ = 5,2 Hz H'?), 4,59 (2H, s,
H™), 7,99 (1H, s, Kf)

RMN *3C (100MHz, BO) 5 39,4 (C), 43,4 (&), 50,3 (C?), 57,9 (¢9), 63,3 (C°), 68,7, 68,9
et 69,4 (OCH), 69,5 (2 x OCH), 69,55 (2 x OCh), 69,6 (OCH), 71,0 (OCH), 71,9
(OCH,), 126,3 (C?), 144,4 (C*, 169,7 (C), 180,6 (C), (C* pas visible)

SM (ES+) calc pour §H340:1N3 : 492,2193, exp : 492,2188.

.15 Synthése de 'acide 2 céto-4-phosphorylbutanoatitdem 26

2-(2-(dimethoxyphosphono)ethyl)-3-oxobutanoate de ethyle 23(CgH1706P, 252,2
g/mol)

4 0]
3

HzCO. 1 %eH
3 2 5% - 3
Wﬁ

O O

A une solution de vinylphosphonate de diméthylé (@L, 22,04 mmol) dans MeOH (20
mL), on additionne le fluorure de potassium (4,566,12 mmol) puis l'acétoacétate de
méthyle (3,6 mL, 33,06 mmol). Le milieu réactionest ensuite chauffé a 68 °C pendant 24
h. Apres refroidissement a température ambiante,satution aqueuse saturée en NaCl (30
mL) est ajoutée au mélange réactionnel. La phaseusg est extraite avec AcOEt (5 x 30
mL). Les phases organiques sont rassemblées, secleeMgSQ et concentrées sous
pression réduite. Le résidu est purifié par chramgi@phie éclair (éluant ; AcCOEt/MeOH :
95/05). Le produit est isolé sous la forme d’umidse incolore (1,79 @32 %).

RMN 'H (400 MHz, CDC}) 51,76 (2H, m, B), 2,11 (2H, m, H), 2,25 (3H, s, ¥, 3,62 (1H,
t,J=7,2 Hz, H), 3,74 (3H, s, C&CHs), 3,73 (2 x 3H, dJ = 10,5 Hz, P(OCHh),).

RMN *3C (100MHz, CDCJ) 8 21,0 (C, d,J = 4,0 Hz), 21,5 et 22,9 {Cd,J = 11,0 Hz), 29,4
(CY, 52,5 (P(OCH),, d,J = 6,4 Hz), 52,7 (OCH, 58,9 (C, d,J = 13,9 Hz), 169,6 (8,
202,2 (G).

IR (film, cm™) : 2956 et 2853 (C-W), 1734 et 1717 (C=Q), 1441 et 1361 (C-H), 1244
(P=0v), 1030 (P-O et C-®), 817 (P-Qv).

MS (ES+) m/z calc pourdB170sPNa : 275,0660, exp : 275,0653.

3-acetoxy-2-(2-(dimethoxyphosphoryl)ethyl)but-2-enate de méthyle 24C,;H1407P,
294,24 g/mol)

9

8
! 4
0.3
HaCO,C 2 >eop

AN
OCH;

Une solution de produit de Micha28 (5,0 g, 19,83 mmol) dans la pyridine distillée (&Q)
est refroidie a 0 °C. On ajoute le chlorure d’a(2,1 mL, 29,8 mmol). Un précipité blanc
se forme. Le milieu réactionnel est agité a tentpéeaambiante pendant 24 h. L;Bt (100
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mL) est ajouté puis la phase organique est lavée ae I'eau (75 mL) et une solution
agueuse saturée en CuS@ x 50 mL). Les phases aqueuses sont extraiess AvOEt (3 x
30 mL). Les phases organiques sont rassemblédsessur MgS@Qet concentrées sous
pression réduite. Le résidu est purifié par chragaphie éclair (éluant ; AcCOEt/MeOH :
95/05). Le produit est isolé sous la forme d’'ungehjaune (4,6 g79 %). On n'observe qu’un
seul stéréoisomere par spectroscopie RMN.

RMN *H (400 MHz, CDC}) 51,83 (2H, m, H), 2,20 (3H, s, B), 2,27 (3H, s, B, 2,46 (2H,
m, H), 3,71 (2 x 3H, dJ = 10,5 Hz, P(OCH},), 3,75 (3H, s, CE&CHs).

RMN *3C (100MHz, CDC}) 5 20,5 (&), 20,6 (d,J = 3,1 Hz, €), 20,9 (&), 23,8 (&, d,J =
137,7 Hz), 51,9 (OC}), 52,3 (d,J = 6,4 Hz, PO(OCH),), 121,0 (G, d,J = 17,9 Hz), 158,5,
167,3, 168,3 (€ C* etC).

IR (film, cm™) : 2956 (C-Hv), 1761 et 1720 (C=0), 1654 (C=CQv), 1440 et 1374 (C-H),
1212 (P=Qv), 1147 et 1117 (C-®), 1058 (P-O-Q»), 817 (P-Qv).

SM (ES+) calc pour GH100;PNa : 317,0766, exp : 317,0753.

4-(dimethoxyphosphoryl)-2-oxobutanoate de méthyle3®(C;H1306P, 224,15 g/mol)
¢
O
chong p OCHs

% OCH,

Une solution d'acétate d’énd@4 (4,0 g 13,6 mmol) dans GBI, anhydre (40 mL) est
refroidie a — 70 °C. On fait buller un mélange @ généré par un ozoneur pendant 180
minutes jusqu’a ce qu’une légere coloration bleumdlieu apparaisse. L'excés d’'ozone est
alors éliminé par un flux d'@pur dans le mélange (disparition de la coloratibeu). Le
sulfure de diméthyle (1,6 mL, 20,7 mmol) est eresajputé puis le milieu est agité pendant 4
h a température ambiante. Le mélange réactiontdhes avec HO (30 mL) et avec une
solution aqueuse saturée en NaCl (30 mL). La ploaganique est séchée sur MgS€
concentrée sous pression réduite. Le résidu ediéppar chromatographie éclair (éluant ;
AcOEt/MeOH : 95/5). Le produit est isolé sous lenie d’'une huile incolore (1,8 §9 %).

RMN 'H (400 MHz, CDC4) 52,08 (2H, tdJ = 7,1 et 12,4 Hz, f, 3,16 (2H, tdJ = 7,0 et
10,6 Hz, H), 3,75 (2 x 3H, dJ = 10,9 Hz, P(OCHh),), 3,89 (3H, s, CECHy).

RMN *3C (100MHz, CDC}) 17,4 et 18,89 (£ d,J = 145,1 Hz), 32,9 (& d,J = 3,15 Hz),
52,7 (P(OCH),, d,J = 6,3 Hz), 53,2 (OCH), 160,8 (C), 191,7 (G, d, J = 14,8 Hz).

IR (film, cm™) : 2958 et 2854 (C-H), 1736 (C=0v), 1443, 1411 et 1365 (C-B), 1245
(P=0v), 1029 (C-O et P-O-@), 822 (P-Qv).

SM (ES) calc pour GH130sPNa : 247,0347, exp : 247,0341.

2-0x0-4-phosphonatobutanoate de trilithium 26 C4H 4O¢PLi3, 199,87 g/mol)

O

O :
LiOZ(f)zkg/‘l\ E,/OLI

oL

A -5 °C, le bromure de triméthylsilane (0,41 mL1&8mmol) est ajouté goutte a goutte sur le
composé2s (200 mg, 0,89 mmol). Le milieu réactionnel esttédgi températue ambiante
pendant 24 heures. Aprés évaporation de I'exceéBMIBBr et refroidissement du résidu a 0
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°C, on additionne kO (10 mL). Le milieu est agité a température amigidoute une nuit. Le
pH est ajusté a 7,5 en ajoutant une solution agueds LIOH 1M. Aprés évaporation de
'eau, on obtient un solide blanc qui est reprisgdan minimum de $D. Le produit précipite
apres ajout de 6 volumes EtOH. Le solide est filaeé avec EtOH (20 mL) et avec,6t(20
mL). Aprés séchage, on isole un solide blanc (9956¢%0).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 51,51 (2H, tdJ = 7,9 et 16,2 Hz, f§, 2,82 (2H, tdJ = 7,2 et
15,8 Hz, H).

RMN *3C (100MHz, CDCJ) 5 22,5 (d,J = 130,6 Hz, ¢), 35,1 (C), 170,3 (C), 207,0 (dJ =

15,8 Hz, C).

IR (KBr, cmi?) : 3452 (O-Hv), 2958 (C-Hv), 1709 et 1606 (C=0), 1406 (C-Hd), 1233 et
1195 (P=Qv), 1101 (C-O et P-O-@), 995 (P-Qv).

SM (ES) calc pour GH4OsPLisNa : 180,9902, exp : 180,9918.

.16 Synthése de I'acide 2-carboxylique-3-(methoxycayhetroxoazetidine 3@t de

son analogu€2

4-methoxypyridine 1-oxide_27(CsH7NO; 125,13 g/mol)

00-Z®

A une solution de 4-nitropyridine (2 g, 14,3 mmad§ns le MeOH anhydre (30 mL),
on ajoute le NaOMe (1,24 g, 22,9 mmol). Le miliesti &gité a température ambiante pendant
toute une nuit. Le milieu est ensuite filtré etsteide est lavé abondamment au MeOH. Le
filtrat est ensuite concentré sous pression rédetiteepris dans un mélange AcOEt/MeOH
(1/1). Le précipité est filtré et rincé au MeOH. fil&rat est évaporé sous pression réduite. Le
produit est ainsi isolé sous la forme d’un soligene (1,8 gquantitatif ).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 83,69 (3H, s, OCH), 6,65 (2H, dJ = 7,0 Hz 2 x Har), 7,96
(2H, d,J = 7,0 Hz 2 x Har)
RMN *C (100MHz, dmso 9 56,1 (OCH), 112,2 (2 x CHar), 139,5 (2 x CHar), 156,5 (Car)

4-methoxypyridin-2(1H)-one 28(C¢H/NO,, 125,13 g/mol)

)

|\3
12
6>N (@]
H

Le compos&7 (1,8 g, 14,3 mmol) est dissous dans I'anhydrid&tiqae (50 mL). Le
milieu est chauffé 6 h a 140 °C. L'anhydride aaéticest ensuite évaporé sous pression
réduite et le résidu est repris dans un meélang®MeOH (1/1, 300 mL). Le milieu est agité a
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température ambiante pendant 7 h. Les solvants &@oninés sous pression réduite et le
résidu est purifié par chromatographie éclair (@lya95/5 : AcCOEt/MeOH). Le produit est
ensuite recristallisé dans @EN. Il est isolé sous la forme de cristaux beideg 39 %).

RMN 'H (400 MHz, CDC}) 3,82 (3H, s, OCH), 5,97 (1H, dJ = 2,5 Hz H%), 6,07 (1H, dd,
H®), 7,29 (1H, dJ = 7,0 Hz H°

RMN **C (100MHz, dmso Y 555,2 (OCH), 96,7 (CHar), 99,0 (CHar), 135,2C164,1
(CH, 168,4 (G)

5-methoxy-2-aza-bicyclo[2.2.0]hex-5-en-3-one Z8sH,NO; 125,13 g/mol)

6 5°
114

HN
3 0

Une solution du composg8 (0,253 g, 2 mmol) dans le THF distillé (300 mL} es
irradiée a l'aide d’'une lampe en pyrex pendant 4.d1.milieu est ensuite concentré sous
pression réduite. Le produit est isolé sous la &dun solide beige (0,25 guantitatif ).

RMN 'H (400 MHz, CDC}) 53,67 (3H, s, OCh), 4,24 (1H, m, P, 4,26 (1H, dd,J) = 0,8 et
2,8Hz, H%), 5,13 (1H, dJ = 1,2 HZ H%), 6,17 (1H, s, NH)

RMN 3C (100MHz, CDC}) 43,1 (C), 56,8 (OCH), 60,4 (C), 102,0 (¢), 160,1 (C), 170,9
(o)

2-(tert-butyldimethylsilyl)-5-methoxy-2-aza-bicycld2.2.0]Jhex-5-en-3-one 31
(C12H21NO,SI, 239,39 g/mol)

\
5,0
4

N
TBDMS O

Une solution de diisopropylamine (0,28 mL, 2 mnadns 5 mL de THF anhydre est
refroidie & — 40 °C. On ajoute goutte a goutte swiation de BuLi dans I'hexane 1,6M (1,25
mL, 2 mmol). Le milieu réactionnel est ensuite @git0°C pendant 30 min.

Aprés refroidissement du milieu a — 70 °C, on aogbutte a goutte une solution du
composé29 (0,25 g, 2 mmol) dans le THF anhydre (5 mL). Uakitson de TBDMSCI dans
le THF 1M (2,2 mL, 2,2 mmol) est alors additioneétement. Le milieu est ensuite agité a
température ambiante pendant 3 heures. Une solatjpause saturée en MH (10 mL) est
ajoutée et la phase aqueuse est extraite avec A@ERO mL). Les phases organiques sont
rassemblées, séchées sur Mg®tconcentrées sous pression réduite. Le réstcaweafié par
chromatographie éclair de petite taille (éluant4; :6cyclohexane/AcOEt). Le produit est isolé
sous la forme d’un liquide jaune (0,265¢, %).

RMN 'H (400 MHz, CDC}) & 0,16 (3H, s, SiCh), 0,21 (3H, s, SiCh), 0,92 (9H, s,
tBuSi), 3,64 (3H, s, OCh), 4,11 (1H, dJ = 2,8 Hz H%, 4,21 (1H, dd)) = 2,5 etl,2 Hz, HY),
5,02 (1H, dJ = 1,2 Hz H°)
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RMN °C (100MHz, CDCJ) — 6,8 et — 6,25 (SiC})l, 25,9 (tBuSi), 44,0 (&, 58,7 (OCH),
60,8 (C), 102,7 (€), 160,4 (C), 173,7 (C)

Acide 2-carboxylic-3-(methoxycarbonyl)-4-oxoazetidie 30(CsH7NOs 173,12 g/mol)

O O

HO"g\2 /5 OCH;,
HN

)

Une solution du compos#d (0,25 g, 2 mmol) dans I'acétone (12 mL) est refimia -
70 °C. On fait buller un mélange @, généré par un ozoneur pendant 50 minutes jusqu’a
ce gu’'une légere coloration bleu du milieu apparid.’excés d’'ozone est alors éliminé par
un flux d'O, pur dans le mélange (disparition de la colorabiteu). Le réactif de Jones (0,96
mL, 2,4 mmol) est ajouté et on laisse le milieverd@w doucement a température ambiante. Le
mélange réactionnel est filtré et évaporé sousspegéduite. Une solution aqueuse saturée
en NaCl (15 mL) est ajoutée et la phase aqueusexasite avec AcOEt (15 x 20 mL). Les
phases organiques sont rassemblées, séchées sdMgBoncentrées sous pression réduite.
On obtient le produit sous la forme d’'une huileq@8@g). Le reste de la phase aqueuse est
extraite en continu avec AcCOEt toute une nuit. L#sases organiques sont ensuite
rassemblées, séchées sur Mg concentrées sous pression réduite. Le produis $a
forme dun mélanbeig/trans (1/1) est isolé sous la forme d’'une huile (107 188,% en
rendement total).

IsomereCis
RMN *H (400 MHz, acétone® d 3,58 (3H, s, OCH), 4,33 (2H,AB, H* et H’), 7,75 (1H, s,
NH)
RMN 1;? (100MHz, acétone®150,6 (C), 52,4 (OCH), 59,5 (&), 161,8 (C), 167,2 et 170,5
(CetQ)
SM (ES-) calc pour gHgNOs : 172,0246, exp : 172,0253

Isomeéretrans
RMN 'H (400 MHz, acétone®id 3,65 (3H, s, OCH), 4,07 (1H, dJ = 2,4 Hz H%), 4,31 (1H,
d,J = 2,4 Hz H?, 7,75 (1H, s, NH)
RMN *C (100MHz, acétone® 50, 7 (&), 52,9 (OCH), 60,7 (&), 161,9 (C), 167,5 et
171,6 (Cet @)
SM (ES-) calc pour gHgNOs : 172,0246, exp : 172,0244

Acide 2-carboxyl-1-(tert-butyldimethylsilyl)-3-(methoxycarbonyl)-4-oxoazetidine 32
(C12H21NO5SI, 287,38 g/mol)

O O

HO~6\23/5 OCHj
NIV

TBDMS’ o

Une solution du compog#l (0,257 g, 1,07 mmol) dans I'acétone (6 mL) esiidfe a
- 70 °C. On fait buller un mélange (@, généré par un ozoneur pendant 15 minutes jusqu’a
ce qu’une légere coloration bleu du milieu appami&’exces d’ozone est alors éliminé par
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un flux d'G, pur dans le mélange (disparition de la colorakileu). Le réactif de Jones (0,52
mL, 1,3 mmol) est ajouté et on laisse le miliever@wy doucement a température ambiante. Le
mélange réactionnel est filtré et évaporé sousspmaséduite. Une solution aqueuse saturée
en NaCl (10 mL) est ajoutée et la phase aqueusswaite avec ACOEt (6 x 15 mL). Les
phases organiques sont rassemblées, séchées sOy Blg®ncentrées sous pression réduite.
Le résidu est purifié par chromatographie écldirget ; 7/3 : CHGJAcetone + 5 % acide
acétigue). Le produit est isolé sous la forme d’mide incolore (0,09 29 %).

IsoméreCis
RMN *H (400 MHz, CDC}) 6 0,16 (3H, s, SiCH), 0,29 (3H, s, SiCh), 0,95 (9H, s, tBuSi),
3,72 (3H, s, OCh), 4,25 (1H, d,J = 6,2 Hz H?), 4,48 (1H, d,) = 6,2 Hz H)
RMN *3C (100MHz, CDCJ) — 6,8 et — 6,25 (SiC})l, 26,2 (tBuSi), 51,8 (€, 53,0 (OCH),
60,4 (C), 165,6 (C), 165,8 et 174,5 (Tet C).
SM (ES+) calc pour GH»:NOsSiNa : 310,1087, exp : 310,1082

.17 Synthese du 10-(5-(prop-2-ynyloxy)pentyl)acridihed{)-one3 7

10-(5-bromohexyl)acridin-9(10H)-one_36C;9H200,NBr, 358,27 g/mol)

O

Br

A une solution d'acridone (0,1 g, 0,51 mmol) danMm anhydre (5 mL), on ajoute
successivement NaH (22 mg, 0,56 mmol) et le 1 bBednohexane (0,47 mL, 3,06 mmol). Le
milieu est ensuite chauffé a 130 °C pendant une Hp® (10 mL) puis une solution aqueuse
HCL 1 % (10 mL) sont additionnés. La phase aquessextraite avec ACOEt (3 x 30 mL).
Les phases organiques sont rassemblées, séchébfyS@y, et concentrées sous pression
réduite. Le résidu est purifié par chromatogragukair (éluant ; 7/3 : cyclohexane/AcOEt).
Le produit est isolé sous la forme d’un solide {12 g66 %).

Mp = 95-97 °C

RMN *H (400 MHz, CDC}) 1,60 (4H, m, 2 x Ch), 1,95 (4H, m, 2 x OC}), 3,45 (2H, t,J
= 6,6 Hz CH:Br), 4,36 (2H, 2 dJ = 8,3 Hz NCH,), 7,30 (2H, tJ = 7,5 Hz 2 x Har), 7,48
(2H, d,J = 8,7 Hz 2 x Har), 7,34 (2H, t) = 7,5 Hz 2 x Har), 8,60 (2H, dJ = 8,0 Hz 2 x
Har)

RMN *°C (100MHz, CDCJ) 26,1, 27,0 et 27,8 (G 32,6 (CHCH.Br), 33,6 (CHBIr), 46,0
(NCHy), 114,4, 121,3 ( 2 x CHar), 122,5 (2 x Car), 128,133,9 (2 x Char), 141,7 (2 x Car),
177,9 (C=0)

IR (CCl,, cmi?) : 3075, 2937 et 2859 (C-H al¥), 1643 (C=0v), 1607 (C=Caw), 1490 et
1463 (C-Ham), 1377 (C-HD), 1292, 1261 et 1176 (C-Q

SM (ES+) calc pour ¢gH»;0N : 358,0807, exp : 358,0795
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10-(5-(prop-2-ynyloxy)pentyl)acridin-9(10H)-one_37C,,H23NO,, 333,40 g/mol)

14
15 |

16

A une suspension de NaH (11 mg, 0,28 mmol) daigile anhydre (2 mL), on ajoute
goutte a goutte I'alcool propargylique (0,017 mi2&®mmol). Le milieu réactionnel est alors
agité a température ambiante pendant 30 min. Uhgi@® du compose6 (95 mg, 0,28
mmol) dans le THF anhydre (3 mL) est ensuite ajteriéement. Le milieu est chauffé a 70
°C pendant 4 h. Le pH du milieu est ajusté a 7gpaut d’acide acétique concentré&QH(10
mL) est ajouté et la phase aqueuse est extraite Ae®Et (3 x 15 mL). Les phases
organiques sont rassemblées, séchées sur MgEConcentrées sous pression réduite. Le
résidu est purifié par chromatographie éclair (élyas/3 : cyclohexane/AcOEt). Le produit
est isolé sous la forme d’un solide jaune (64 683%).

Mp = 85-89 °C
RMN 'H (400 MHz, CDC}) 81,55 (4H, m, 2 x Ch), 1,69 (2H, m, OCH), 1,97 (2H, m,
OCH,), 2,43 (1H, tJ = 2,3 Hz H'), 3,56 (2H, 2 dJ = 6,3 Hz H"%), 4,16 (2H, dJ = 2,3 Hz
H, 4, 36 (2H, tJ = 8,3 Hz H®), 7,30 (2H, tJ = 7,5 Hz 2 x Har), 7,50 (2H, d] = 8,7 Hz 2
x Har), 7,74 (2H, tJ = 7,5 Hz 2 x Har), 8,59 (2H, d] = 8,0 Hz 2 x Har)
RMN **C (100MHz, CDC}) 25,9, 26,7 et 27,1 (G 29,4 (C?), 46,1 (&), 58,1 (C%, 69,9
(C*¥), 114,5, 121,2 ( 2 x CHar), 122,5 (2 x Car), 128,133,9 (2 x CHar), 141,8 (2 x Car),
177,9 (C=0)
IR (CCly, cm?) : 3312 (C-H alcyne), 2937 et 2859 (C-H alk), 2150 (C=C faiblev),
1642 (C=0 n), 1607 (C=Car n), 1489 et 1463 (C-Harl@877 (C-HJ), 1292, 1176 et 1104
(C-0v)
SM (ES+) calc pour £H24NO, : 334,1807, exp : 334,1792
Analyses élémentaires : calculées popuHzsNO, (%) C : 79,25, H : 6,95, N : 4,20

trouvées (@) 79,15, H : 6,99, N: 3,91

.18 Synthése de 4,7,10,13-tetraoxahexadeca-1,15-&@ne

3 5 9 11 15 16
2 X A O A A~ 0B

(C12H1804, 226,07 g/mol)
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Une suspension de NaH (1,14 g, 28,6 mmol) dansHE& &nhydre (10 mL) est
refroidie a 0 °C. On ajoute goutte a goutte unetsm de bromure de propargyle (3 mL, 28
mmol) dans le THF anhydre (10 mL). Le milieu est&a80 min a température ambiante. Une
solution de triéthyleneglycol (2 g, 13 mmol) daasTHF anhydre (10 mL) est ensuite ajouté
lentement. Le milieu est gité pendant 3 h a tentpégambiante. Le pH du milieu est ajusté a
7 par ajout d’acide acétique concentrgOH30 mL) est ajouté et la phase aqueuse est &xtrai
avec AcOEt (3 x 50 mL). Les phases organiques swsg#emblées, séchées sur Mg®D
concentrées sous pression réduite. Le résidu egtéppar chromatographie éclair (éluant ;
6/4 : cyclohexane/AcOEt). Le produit est isolé slaufrme d’'un liquide incolore (2,07 @0
%).

RMN *H (400 MHz, CDC}) 82,42 (2H, tJ = 2,4 Hz H' et H'), 3,68 (12H, m, 6 x OCH),
4,19 (4H, d, J = 2,4 Hz, +et HY

RMN 3C (100MHz, CDC})) 58,4 (C et C%, 69,1, 70,4, 70,6 (2 x OGH 74,5 (C et C9),
79,6 (CetC

.19 Synthese de 2,2-dimethyl-6,9,12,15-tetraoxa-2-sitateca-3,17-diyng9

5 7 1 13 17 18
%\O/\/O\/\O/\/O\//
2 = 8 10 14 16

1~

2
T

(C15H2604Si , 298,45 g/mol)

Méthode A

A une suspension de EtMgBr dans le THF 2,5 M (1 gy&,mmol) refroidie a 0°C, on
ajoute goutte a goutte une solution du com@&€,58 g, 2,5 mmol) dans le THF anhydre (5
mL). La solution est agitée 1 h & 0°C puis unettmiude TMSCI (fraichement distillé sur la
tributylamine) dans le THF anhydre (5 mL) est additée lentement. Le milieu est agité a
température ambiante toute une nuit. Une solutigurease saturée en NWEl (10 mL) est
ajoutée et la phase aqueuse est extraite avec ADELLS mL). Le résidu est purifié par
chromatographie éclair (éluant ; 7/3 : cyclohexAo&Et). Le produit est isolé sous la forme
d’un liquide incolore (81 mdL2 %).

Méthode B

Une solution du compos#8 (0,1 g, 0,43 mmol) dans le THF anhydre (2 mL)
est refroidie a — 70 °C. La phénanthroline (1 mgjspune solution de BuLi 1,6 M dans
’hexane (0,42 mL) est ajouté jusqu’a obtenir unk@ation brune du milieu réactionnel. On
rajoute du BuLi (0,21 mL, 0,344 mmol) et on laidsemilieu sous agitation a — 70 °C
pendant 40 min. Le TMSCL (0,055 mL, 0,43 mmol) essuite ajouté goutte a goutte. Une
solution aqueuse saturée en /IH(5 mL) est ajoutée et la phase aqueuse estitexaaec
AcOEt (3 x 10 mL). Le résidu est purifié par chrdoggaphie éclair (éluant; 7/3:
cyclohexane/AcOEt). Le produit est isolé sous fan® d’un liquide incolore (10 m@, %).
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RMN 'H (400 MHz, CDCJ) & 0,09 (9H, s, SiMg, 2,37 (1H, tJ = 2,4 Hz H'®), 3,58 (12H,
m, 6 x OCH), 4,11 (2H, d, J = 2,4 Hz,'§, 4,12 (2H, s, B)

RMN **C (100MHz, CDCY) 30,0 (TMS), 58,5 (&), 59, 3 (C), 69,18, 69,23 (0CH, 70,6 (2
x OCH,), 70,7, 71,15 (OCh), 74,7 (C?), 79,8 (C), 91,5 (C), 101,7 (C)

IR (film, cm®): 3338 (C-H alcyn®), 2959-2900 (C-H alk), 2179 (C=C v), 1455, 1349 et
1300 (C-H$3), 1251, 1135 et 1102 (C-0), 845 (C-HJ)

SM (ES+) calc pour H»60,SiNa : 321,1498, exp : 321,1499

.20 Synthése du 3-(2-(2-(2-chloroethoxy)ethoxy)etharpyi-yne40

3 5 9 11
2 d
1/\0/\6/0\8/\0/\15

(CgH1503C|, 206,67 g/mol)

A une suspension de NaH (0,236 g, 5,9 mmol) dan§HE anhydre (5 mL), on
additionne lentement une solution de 2-(2-(2-chéthnoxy)ethoxy)ethanol (0,86 mL, 5,9
mmol). Le milieu est ensuite agité a températurbiante pendant 30 min, puis une solution
de bromure de propargyle (0,63 mL, 5,9 mmol) danBHF anhydre (5 mL) est ajouté goutte
a goutte. Le milieu réactionnel est agité a tempéeaambiante pendant 16h. Le pH du milieu
est ajusté a 7 par ajout d’acide acétique concerif@ (10 mL) est ajouté et la phase aqueuse
est extraite avec AcOEt (3 x 20 mL). Les phasesmigyes sont rassemblées, séchées sur
MgSO, et concentrées sous pression réduite. Le résidouei§ié par chromatographie éclair
(éluant ; 7/3 : cyclohexane/AcOEt). Le produit sstié sous la forme d’un liquide incolore
(0,2 9,16 %).

RMN 'H (400 MHz, CDC}) 52,42 (1H, tJ = 2,4 Hz HY), 3,63 (2H, tJ = 6,0 Hz H'%, 3,66
a3,71 (8H, m, 4 x OCH), 3,76 (2H, tJ = 6,0 Hz H'Y, 4,20 (2H, dJ = 2,4 Hz H®)

RMN **C (100MHz, CDCJ) 542,7 (C?), 58,4 (C), 69,1, 70,5, 70,6, 70,7, 71,4 (OQH74,5
(ch, 79,6 (A

IR (film, cm™) : 3292 (C-H alcyn®), 2871 (C-H alk), 2179 (C=C ), 1458, 1351 et 1300
(C-H d), 1134 et 1104 (C-0)

SM (ES+) calc pour §H,503CINa : 229,0607, exp : 229,0600
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Chapitre Il Synthése des analogues de I'acide Glutamigs3

1.1 Généralités

Toutes les solutions sont préparées en utilisatanmpon phosphate 0,1M avec un pH
de 7,6. Les enzymes disponibles sous la forme sfgesision dans le sulfate d’ammonium
3M, sont centrifugées 3min a une vitesse de 10t&0& par minutes. Les culots obtenus sont
solubilisés dans le tampon phosphate de potassiyh M. Toutes les mesures cinétiques
sont réalisées dans des cuvettes a usage uniquaystyréne avec un trajet optiqgue de 1 cm
avec un spectrophotometre du type HITACHI U-2010.

Les enzymes AspAT et BCAT H:Coli sont produites et purifiées au laboratoire. La
GluDH,(Glutamate DésHydrogénase du foie de boauf)DH (Lactic DésHydrogénase du
muscle de lapin) et la MDH (Malic DésHydrogénasedmur de baeuf) sont commercialisées
chez Sigma.

1.2 Protocole général de transamination avec I'’AsSpAE.doli

Le cétoglutarate (1 éq) et I'ACS (1 éq) sont dissdans HO de telle sorte a avoir une
concentration de 20 mM en KG. Le pH du milieu ré&autel est ajusté a 7,6 avec une
solution aqueuse en KOH 1 M. L’AAT est centrifug8amin, 10 500 t/min). Le culot est
ensuite dissous dans 1 mL de milieu réactionnka sblution est additionnée au reste du
milieu réactionnel. Au cours de la réaction, le Kd'acide pyruvique produit sont dosés a
intervalle de temps réguliers.

Lorsque le taux de conversion en KG est de 4%%ilieu réactionnel est déposé sur
une colonne de résine fortement acide (DJXSOWX8, 200-400 mesh, i La résine est
lavée abondamment & I'eau afin d’éliminer le KGdésl, I'excés d’ACS et I'acide
pyruvique. Une seconde élution avec une solutiarease en NEFOH 1M permet de
décrocher le produit de la résine. Les fractiong@aoant le produit souhaité sont rassemblées
et évaporées sous pression réduite. Le résidunssite repris dans un minimum d’eau et
déposé sur une résine fortement basique (DOWEX8-400). La colonne est éluée a I'eau
puis avec un gradient d’AcOH (0,1 a 2M), d’acideniaque (0,5 a 2M), de TFA (1 a 2M) et
d’HCI 3M. Les fractions contenant le produit désioiht rassemblées, évaporées sous
pression réduite. Le résidu est ensuite lyophilis#cide aminé est isolé sous la forme d’'une
poudre blanche avec un rendement global d’envifoto4

I1.3 Protocole de dosage du KG pour le suivi de la teanmation

Dans une cuvette, sont introduis|2@’une solution de NADH (10mg/mL), 1@l

d’une solution de MDH (200 Ul/mL, 2UI), 1@ d’'une solution d’AspAT (242 Ul/mL, diluée

3 x) et 955ul de tampon phosphate contenant 40 mM d’acide igpar Apres avoir mesuré

la DO initiale en s’aasurant qu’elle est bien stadpir une durée de une minute (notée DOi
pourA = 340 nm), 5ul de milieu réactionnel est ajouté dans la cuvettespectrophotometre.
Apres environ 300 secondes, la DO finale (notée)Od@¥enue constante est mesurée. La
concentration en KG restant dans le milieu est denpar la formule suivante[: (DOf-
IDOI)/6220*100

II.4 Protocole de dosage du pyruvate pour le suivi dedasamination

Dans une cuvette, sont introduis |2@’une solution de NADH (10mg/mL), 20
d’une solution de LDH (200 Ul/mL, 2Ul) et 98 de tampon phosphate. Aprés avoir mesuré
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la DO initiale (notée DOi poux = 340 nm), 541 de milieu réactionnel est ajouté dans la
cuvette du spectrophotometre. Apres environ 300rsdes, la DO finale (notée DOf) devenue
constante est mesurée. La concentration en pyrevalé produit lors de la transamination
est alors donnée par la formule suivante : (DOfYBA20*100

1.5 Acide (2S,4S) 1,2,4-tricarboxylic-4-aminobuts3iad

(C7H1:NOs, 205,17 g/mol)

Lorsque le taux de conversion de la transaminationompos®&e atteint 45 %, on
ajoute une solution aqueuse d’'HCI 6N (30 mL pobrrhimol de cétoacidge) au milieu
réactionel. Le milieu est ensuite porté a 120 °Gdamt 4 h. Aprés évaporation du solvant, le
résidu est repris dans@ et le pH est ajusté a 7,0 par ajout d’une satutigueuse de KOH a
1M. Le milieu est ensuite purifié par chromatogriapdiéchange d’'ions comme le protocole
général I'explique. Le produit est obtenu souslanie d’un solide blanc avec un rendement
de (61 mg, 40 %).

Mp = 145 — 150 °C

RMN 'H (400 MHz, O) &: 1,99 (1H, ddd) = 5,3, 8,3 et 15,1 HH®?), 2,34 (1H, dddJ =

5,0, 9,5 et 15,0 HH®), 2,74 (2H, m, 19), 2,98 (1H, dd) = 5,0 et 8,0 HzH?), 3,88 (1H, dd,

J=5et8 HzH"

RMN *C (100MHz, BO) &: 31,8 (G), 35,9 (C), 37,9 (&), 52,7 (&), 173,3, 175,8, 177,9

(Ct, CetC)

[a]Z= + 8 (c =1,04, HCI 6N)

IR (KBr, cm™) : 3549-3053 (N-Hv), 2520 (C-H alkv), 1724 (C=0 acid®), 1637 (C=0 aa

v), 1520 (N-Hg), 1401, 1362 et 1336 (C-§), 1288, 1239 et 1192 (C-Q)

SM (ES+) m/z calc pour £11:NOg: 206,0665, exp : 206,0672

Analyses élémentaires : calc pouHz;OgN, 1,5 HO (%) C : 36,37, H: 5,67, N : 6,06
trouvées ) @: 36,35, H : 5,64, N : 5,95

1.6 Acide (2S,4S)-4-(benzyloxymethyl)glutamig@da

OCH,Ph
7

NH, §
HO 5 OH
2 4

0] o

(013H17N05, 267,28 g/mol)

Mp = 144 °C- 148°C
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RMN *H (400 MHz, B0) 51,98 (1H, m, B9, 2,19 (1H, m, FP), 2,70 (1H, m, ¥), 3,69 (1H,

dd,J = 6,0 et 10,0 HzH?), 3,73 (2H, ddJ = 5,0 et 9,0 HzH®), 4,56 (2H, s, B, 7,40 (5H, m,

Har)

RMN **C (100 MHz, DO, pH 7,4)530,0 (C), 44,8 (C), 53,2 (), 71,4 (©), 72,8 (C),

128,2, 128,4 et 128,7 (CH 137,3 (&), 174,2 (C), 180,1 (C)

[a]Z= + 31 (c =1,07, HCI 6N)

IR (KBr, cm™®) : 3424-3040 (N-H)), 2625 (C-Hv), 1701 (C=0O acide), 1647-1619 (C=0 aa

V), 1562 (N-H3), 1405 et 1349 (C-18), 1218, 1147 et 1108 (C-0G), 729 et 696 (C-Hab)

SM (ES) m/z calc pour &H16NOs : 266,1028, exp : 266,1033

Analyses élémentaires : calc pousstd;/NOs, 1/8 HO ( %) C: 57,93, H: 6,45, 030,42
trouvées (%) C : 57,91, H: 6,61, O : 30,13

1.7 Acide (2S,4S)-4-(hydroxymethyl)glutami@@ii

OH
NH, ©
HO1 5 OH
3
o 0

(CeH1:NOs, 177,16 g/mol)

A une solution de produit benzy83a (48 mg, 0,18 mmol) dissous dangiH(5 mL),
est additionné du Pd/C a 10 % (10 mg). Le milieactiénnel est agité pendant 4 h a
température ambiante sous une atmosphére d’hydeogerutilisant une baudruche. Aprés
filtration sur membrane millipore et évaporation dolvant, le résidu est purifié par
chromatographie échangeuse d’ions (résine fortermeide Dowex 50WX8 , éluant :.B
puis NHOH 1M). Le produit est isolé sous la forme d'unidel blanc (31,8 mg,
guantitatif ).

Mp = 95-100 °C
RMN H (400 MHz, BO) 51,98 (1H, ddd,J = 4,5, 8,2 et 15,3 HH®), 2,29 (1H, ddd) =
5,2, 9,8 et 14,7 HH™), 2,76 (1H, m, H), 3,79 (1H, dd,) = 5,9 et 11,0 HzH®¥, 3,82 (1H,
dd,J = 5,0 et 9,0 HzH), 3,83 (1H, dd,J = 5,1 et 11,3 HzH®")

RMN **C (100 MHz, B0) 5 29,8 (C), 46,9 (), 53,3 (), 63,3 (C), 174,3 (C), 180,6 (C)
[a]Z= + 26 (c =1,13, HCI 6N)

IR (KBr, cm™®) : 3404-3152 (N-H et O-H), 2900 (C-Hv), 1612 (C=0v), 1562 (N-HJ),
1402 et 1344 (C-H), 1150 et 1046 (C-0)

SM (ES) m/z calc pour gH1,NOs: 178,0715 , exp : 178,0719

1.8 Acide 6-oxopiperidine-2,4-dicarboxyliqdzl

H

H<
N-TH2 1
o) CO,H
™% h

CO,H
£ 2
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(C;HgNOs, 187,15 g/mol)

Aprés transamination du compdsé le milieu réactionnel est purifié sur résine acid
et élué avec une solution de MpH 1M.
RMN *H (400 MHz, B0) 52,50 (2H, ddd, = 6,0, 10,0 et 14,3 HH®), 2,50 (2H, dddJ =
3,2, 13,5 et 14,0 HH), 2,93 (1H, m, H), 4,08 (1H, q,) = 5,9 et 10,0 HzH?)
RMN C (100 MHz, BO) 5 27,3 (©), 32,0 (G), 36,7 (C), 54,4 (4), 171,4, 175,8 et 177,2
(Ch, C et C).

1.9 Acide (1S,3R) 1,3,5-tricarboxylic-1-aminopent3®&S

(CsH13NOs, 219,19 g/mol)

Lorsque le taux de conversion de la transaminationomposé&g (1 mmol) atteint 45
%, on ajoute une solution aqueuse d’HCI 6N (25 au)milieu réactionel. Le milieu est
ensuite porté a 120 °C pendant 4 h. Apres évapordti solvant, le résidu est repris dans
H,O et le pH est ajusté a 7,0 par ajout d'une sahigueuse de KOH a 1M. Le milieu est
ensuite purifié par chromatographie d’échange d'icomme le protocole général I'explique.
Le produit est obtenu sous la forme d’'un solideblavec un rendement de (90 M, %).

Mp = 95 — 100 °C

RMN *H (400 MHz, B0O) &: 1,88 (2H, m, H), 1,92 (1H, m, ¥f), 2,26 (1H, dddJ = 5,5, 9,5

et 15,0 HzH?), 2,43 (2H, td,) = 3,1 et 7,5 HzH"), 2,62 (1H, m, H), 3,78 (1H, ddJ = 5,6

et 8,2 HzHY

RMN *C (100MHz, DO) &: 26,9 (C), 31,1 (C), 32,2 (A), 41,2 (C), 52,8 (C), 173,4,

177,6,178,5 (€ C" et @)

[a]Z (HCI6N,c=1,1)=+6,4

IR (KBr, cm™) : 3550, 3480 et 3416 (N-H et O+, 3238 (C-H alkv), 1637 et 1620 (C=0

v), 1520 (N-HJ), 1404 (C-H3), 1111 (C-Ov)

SM (ES+) m/z calc pourdBi;4NOg: 220,0821, exp: 220,0815

Analyses élémentaires : calc poutHzzON, 1,2 HO (%) C : 39,90, H: 6,44, N : 5,81
trouvées (@) 40,04, H : 6,23, N : 5,68

11.10 Acide (2S,4R)-4-(3-methoxy-3-oxopropyl)glutamig3e)

Oy OCHs
NH, (6 '
HO. 1 2~ 5OH
o) o)

(CoH1sNOs, 233,22 g/mol)
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Apres transamination, le milieu réactionnel esecliement purifié sur résine basique
(Dowex 2x8-400 ion).

Mp = 135 — 138 °C

RMN 'H (400 MHz, O) &: 1,90 (2H, m, K), 1,94 (1H, m, ), 2,25 (1H, ddd) = 5,2, 9,6

et 14,8 HzH®), 2,47 (2H, td]) = 1,5 et 7,5 HzH"), 2,59 (1H, m, ¥, 3,69 (3H, s, OCH),

3,75 (1H, ddJ = 5,5 et 8,5 HzH?)

RMN *C (100MHz, BO) &: 25,3 (C), 31,2 (C), 32,5 (C), 41,8 (&), 52,2 (OCH), 53,1

(C?, 173,0 (&), 176,2 (C), 179,2 (C)

[a]Z (HCI 6N, 26 °C, ¢ = 1,02) = + 29

IR (KBr, cm) : 3426 (N-H et O-H)), 3232 et 2941 (C-H alkyles), 1724 et 1703 (C=0 ester

et acidev), 1636 et 1620 (C=0 ag, 1495 (N-H3), 1443 et 1407 (C-H), 1214 (C-Ov)

SM (ES+) m/z calc pourdBi16NOg : 234,0978, exp : 234,0982

Analyses élémentaires : calc powHzNOg, 2/3 HO (%) C : 44,08, H: 6,71, N : 5,75
trouvées (@) 44,12, H : 6,60, N : 5,81

11.11 Acide (2S,4R)-4-(3-(methylamino)-3-oxopropyl)glutue 33n

o
8 9
NH, (6
HO. L A5 OH
o) o)

(CgH 16N205, 232 , 23 g/mol)

Mp = 124-130 °C

RMN 'H (400 MHz, BO) &: 1,56 (2H, m, H), 1,63 (1H, dddJ = 5,2, 8,6 et 14,0 H2*9),
1,93 (1H, ddd) = 4,8, 9,8 et 14,0 HH®), 1,98 (2H, m, ¥, 2,25 (1H, m, ¥), 2,41 (3H, s,
H®), 3,45 (1H, ddJ = 5,0 et 8,7 HzH?)

RMN *C (100MHz, DO) &: 25,8 (C), 28,15 (€), 32,5 (C), 33,1 (C), 42,2 (C), 53,1 (],
173,8 (&), 176,0 (C), 179,4 (C)

[a]Z (HCI 6N, 26 °C, ¢ = 1,00) = + 30

IR (KBr, cm) : 3426, 3419 (N-H et O-W), 3232 et 2941 (C-H alk), 1702 (C=0O acide),
1636 et 1620 (C=0 ag, 1557 (N-Hd), 1407 (C-H3), 1267, 1163 (C-Q)

MS (ES+) m/z calc pourdEi;6N.OsNa : 255,0957, exp : 255,0961

11.12 Acide (2S,4R)-4-(3-(propylamino)-3-oxopropyl)glutque 330

(C11H20N205, 260,29 g/mol)

322



Partie expérimentale

Mp = 145-150 °C
RMN *H (400 MHz, B0O) &: 0,78 (3H, tJ = 7,5 Hz H'), 1,39 (2H, stJ = 7,5 Hz H'9),
1,79 (2H, m, H), 1,83 (1H, dddJ = 4,5, 8,0 et 15,0 HH¥, 2,15 (1H, dddJ = 5,4, 9,7 et
15,0 Hz H*"), 2,19 (2H, m, H), 2,48 (1H, m, ¥, 3,02 (3H, tJ = 6,9 Hz H%), 3,67 (1H, dd)
=5,5et 8,2 HzH?
RMN *C (100MHz, BO) &: 10,5 (CY), 25,8 (C), 21,7 (C9), 28,2 (), 32,4 (C), 33,2 (C),
41,2 (@), 41,8 (&), 53,1 (&), 173,7 (&), 175,3 (C), 178,9 (C)
[a]Z (HCI6N, ¢ =1,01) = + 27
IR (KBr, cm™) : 3486, 3412 (N-H et O-h), 3123 et 2947 (C-H alk), 1695 (C=0 acid®),
1650 et 1617 (C=0 ag, 1560, 1506 (N-H), 1410 (C-HS), 1226, 1154 (C-@)
SM (ES+) m/z calc pour gH20N,OsNa : 283,1270, exp : 283,1277
Analyses élémentaires : calc pountd;(OsN, (%) C : 50,76, H : 7,74, N : 10,76

trouvées (@) 50,67, H : 7,78, N : 11,09

11.13 Acide (2S,4R)-4-(3-(benzylamino)-3-oxopropyl)glttara 33p

H

o 1 )
8
7

9

(C15H20N205, 308,33 g/mol)

Mp = 110-115 °C
RMN *H (400 MHz, BO) &: 1,93 (2H, m, ), 1,96 (1H, ddd) = 4,4, 7,2 et 11,6 HH?),
2,34 (3H, m, Het H), 2,69 (1H, m, H), 4,02 (1H, tJ = 7,2 Hz H?), 4,32 (2H, s, B, 7,35
(5H, m, Har)

RMN *3C (100 MHz, BO) &: 27,9 (C), 32,0 (C), 33,8 (C), 40,9 (C), 43,0 (C), 51,4 (4),
127,2, 127,4 et 128,8 (CHar), 137,9 (Car), 1713,(«75,0 (C), 177,8 (C)

[a]? (HCI BN, ¢ =1,07) = + 22

IR (KBr, cm) : 3481, 3415 (N-H et O-M), 3232 et 2910 (C-H alk), 1718 (C=0 acide),
1635 et 1620 (C=0 aa), 1552 (N-H3), 1449, 1407 (C-Hp), 1231, 1158 (C-Q), 735, 693
(C-Hard)

SM (ES+) m/z calc pour gH2oN2OsNa : 331,1270, exp : 331,1268
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.14 Acide (2S,4R)-4-(3-(2,2-diphenylethylamino)-3-oxmyt)glutamique33q

(C22H26N205, 398,45 g/mol)

Mp = 135-139 °C
RMN 'H (400 MHz, O) &: 1,68 (2H, m, K), 1,87 (1H, dddJ = 4,4, 7,3 et 14,7 HH*),
2,12 (2H, tJ = 7,3 Hz H'), 2,25 (1H, dddJ = 2,3, 7,0 et 14,8 HH*"), 2,50 (1H, m, H),

3,82 (2H, d, J = 8,0 Hz, % 3,94 (1H, tJ = 7,1 Hz H?), 4,24 (1H, tJ = 8,0 Hz H'), 7,24
(2H, m, Har), 7,33 (8H, m, Har)

RMN *°C (100 MHz, BO) &: 27,9 (©), 31,3 (C), 32,7 (C), 40,7 (C), 43,3 (C), 49,9 (CY),
51,3 (&), 127,0 (2 x CHar), 127,9 et 128,9 (4 x CHar), 142 x Car), 171,4 (4, 175,0

(CY, 177,8 (C)

[a]Z (HCI 6N, ¢ =0,94) = + 16,8

IR (KBr, cm') : 3549, 3466, 3404 (N-H et O-¥), 3237 (C-H ar et alk), 1721 (C=0 acide
v), 1638 et 1617 (C=0 a8, 1560 (N-HJ), 1239, 1103 (C-@), 621 (C-Har)

SM (ES+) m/z calc pour SHzeN-OsNa : 421,1739, exp : 421,1742

11.15 Acide (2S,4R)-4-(3-amino-3-oxopropyl)glutami@am

O<_NH,
8
NH, 7
HO_1 35 OH
2
3
o) o)

(CgH 14O5N2, 218,21 g/mol)

Mp = 120-125 °C

RMN 'H (400 MHz, O) &: 1,90 (2H, m, H), 1,95 (1H, dddJ = 4,6, 10,0 et 15,0 H#*3),

2,27 (1H, ddd) = 5,3, 9,5 et 15,0 HH®), 2,32 (2H, td,J = 2,5 et 6,5 HzH"), 2,62 (1H, m,

H%, 3,78 (1H, ddJ = 5,4 et 8,3 HzH?)

RMN *3C (100 MHz, DO) &: 27,8 (©), 32,3 (G et C), 41,6 (C), 53,3 (&), 173,6 (C),

178,5 (C), 177,7 (C)

[a]Z (HCI 6N, ¢ = 1,00) = + 34,2

IR (KBr, cmi?) : 3427 et 3196 (N-H et O-M), 2937 (C-H ar et alk), 1655 et 1617 (C=0

V), 1503 (N-HJ), 1446 et 1409 (C-H alk), 1342 (C-Qv)

SM (ES-) m/z calc pour gE1130sN, : 217,0824, exp : 217,0838

Analyses élémentaires : calc powHz4OsN», 1,2 HO (%) C : 40,06, H : 6,89, N : 11,68
trouvées (@) 39,55, H : 6,34, N : 11,50
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[1.16 Acide(2S,4R)-4-(3-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethytaj3-
oxopropyl)glutamiqué3r

(C14H26N208, 350,36 g/mol)

Mp = 70-75 °C

RMN 'H (400 MHz, BO) d: 1,84 (2H, m, 19), 1,89 (1H, dddJ = 4,4, 8,0 et 15,0 HH*?,

2,20 (1H, ddd) = 5,4, 9,3 et 15,0 HH®), 2,25 (2H, m, H), 2,55 (1H, m, ¥, 3,33 (2H, t,]

= 5,3 Hz H%, 3,57 (4H m, ¥’ et H), 3,63 (4H, m, K et H9), 3,67 (2H, tJ = 4,5 Hz H™),

3,71 (1H, ddJ = 8,3 et 5,3 HzH?)

RMN **C (100MHz, DO) &: 28,0 (C), 32,3 (C), 33,1 (C), 38,9 (C), 41,6 (C), 52,9 (C),

60,3 (C%, 68,7 (CY, 69,4 (C*°" 13, 69,5 (C*°"13, 71,7 (C?), 173,6 (C), 175,6 (C), 178,6

)

[a]Z (HCI BN, ¢ =1,08) = + 19

IR (KBr, cmi™) : 3497, 3409 (N-H et O-i), 3113 et 2937 (C-H alkyleg), 1710 (C=0 acide

v), 1636 (C=0 aa), 1560 (N-H3), 1456, 1339 (C-H), 1249, 1093 (C-@)

SM (ES+) m/z calc pour {sH26N,OgNa : 373,1587, exp : 373,1577

Analyses élémentaires : calc pountdsOsNo, 1,75 HO (%) C : 44,03, H: 7,78, N : 7,33
trouvées (@) 44,01, H: 7,39, N : 7,62

11.17 Acide (2S,4S)-4-((2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)etjrogyhyl)glutamiqu&3b

2

8 9
6O~ /\/O\/l\
NH, 0 N
10 11
HO. 1 5 OH
2 3 4

O O

(Cle 2207N4, 334,33 g/mol)

Mp = 104-106 °C

RMN 'H (400 MHz, BO) & : 2,01 (1H, ddd) = 4,9, 8,3 et 14,8 H2{*3, 2,30 (1H, ddd) =
5,3,9,0 et 14,6 HH®), 2,89 (1H, m, ¥), 3,49 (2H, tJ = 4,9 Hz H'?, 3,70 (10H, m, 5 X
OCH,), 3,76 (2H, d,) = 5,9 Hz H%), 3,82 (1H, ddJ = 4,0 et 9,6 HzH?)

RMN *C (100MHz, DO) &: 29,5 (C), 42,7 (C), 50,1 (C?), 53,0 (?), 69,1, 69,4, 69,48,
69,51, 69,8 (5 x OCh), 71,2 (&), 173,6 (C), 177,3 (C)

[a]Z (HCI BN, c=0,98) = + 17,6

IR (KBr, cm®) : 3422 et 3258 (N-H et O-M), 3092, 2926 et 2874 (C-H alk, 2117 (N v),
1706 (C=0 acide), 1620 (C=0 aa), 1508 (N-Hd), 1482 (C-Hd), 1298, 1254 et 1125 (C-O
V)

SM (ES+) m/z calc pour gH2307N,4 : 335,1567, exp : 335,1569
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Analyses élémentaires : calc pourtd;,0O;N4, 1/3 HO (%) C : 42,31, H: 6,71, N : 16,46
trouvées (@) 42,37, H : 6,73, N : 16,58

11.18 Acide (2S,4S)-4-((2-(2-(2-(4-((2-(2-methoxyethaothyey)methyl)-1H-1,2,3-
triazol-1-yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)methyl)glutami@2{

8 o9
NH, o Ny o
Y 10 11 o/
HO. 1 5 OH 13==< 16 18
NN 14 17
o) o) 15 O

(C20H36N4010, 492,52 g/mol)

A une solution du compos3b (0,04 g, 0,12 mmol) dans MeOH (0,2 mL), on ajoute
succéssivement l'alcyrizb (19 mg, 0,12 mmol), la solution aqueuse de CLGDO M (0,12
mL, 0,012 mmol), HO (0,4 mL) et la solution aqueuse d’acide ascomigpd M (0,12 mL,
0,036 mmol). Le milieu est agité a température amtei pendant 1 h. Le milieu est ensuite est
déposé sur une colonne de résine fortement acioed®® 50WX8, 200-400 mesh, M La
résine est lavée abondamment a I'eau puis avesalaogon aqueuse en NBH 1M. Les
fractions contenant le produit souhaité sont rabéees et concentrées sous pression réduite.
Le résidu est repris dans un minimum d’eau et @sbsé sur une résine fortement basique
(DOWEX® 2X8-400). La colonne est éluée a I'eau puis avegradient d’AcOH (0,1 &
2M). Les fractions contenant le produit désiré sassemblées et évaporées sous pression
réduite. Le résidu est ensuite lyophilisé. Le prbdst ainsi isolé sous la forme d’un solide
trés hygroscopique (41 mgQ %).

RMN *H (400 MHz, DO) &: 1,99 (1H, dddJ = 4,8, 8,8 et 15,4 HH®?), 2,27 (1H, dddJ =

4,6,9,0 et 15,0 HH), 2,80 (1H, m, H), 3,59 & 3,73 (18H, n§ x OCH), 3,79 (1H, dd, =

5,0 et 8,8 HzH?), 3,97 (2H, dJ = 5,0 Hz H'Y), 4,64 (2H, tJ = 5,0 Hz H'%, 4,69 (2H, s,

H™), 8,00 (1H, s, )

RMN *C (100MHz, DO) &: 29,8 (C), 43,5 (C), 50,0 (C?), 53,2 (&), 58,0 (&9, 63,0

(C™), 68,7 et 68,9 (OCH), 69,37 & 69,44 (4 x OGH 69,6, 69,7, 70,9 et 71,5 (OGH125,5

(C"), 143,8 (G, 173,9 (C), 178,2 (C)

[a]Z (HCI6N, ¢ =1,02) = + 15,2

IR (KBr, cm?) : 3435 et 3134 (N-H et O-M), 2877 (C-H alkv), 1715 (C=0 acide), 1629

(C=0 aav), 1455 et 1352 (C-13), 1246 et 1101 (C-O)

SM (ES+) m/z calc pour £gH37N4O10 : 493,251, exp : 493,2505

Analyses élémentaires : calc pouttdssN4O10, 4/3 HO (%) C : 46,50, H : 7,54, N : 10,84
trouvées (@) 46,81, H : 7,48, N : 11,13
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11.19 Acide (2S,4S)-4-((2-(2-(2-(4-((6-(9-oxoacridin-1BI{9yl)hexyloxy)methyl)-1H-
1,2,3-triazol-1-yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)methyl)ghatque33u

O g
2
10 11 21
HOl 5 OH 13== 16
234 14

@) @)

(Cg4H45N50g, 667,75 g/mol)

A une solution du compos&b (100 mg, 0,3 mmol) dans tBuOH (3 mL), on ajoute
succeéssivement l'alcyn&7 (98 mg, 0,3 mmol), la solution aqueuse de Cu8Q@ M (0,3 mL,
0,03 mmol), HO (1 mL) et la solution aqueuse d’acide ascorbiqigM (0,3 mL, 0,09
mmol). Le milieu est agité a température ambiargedant 2 h. Le milieu réactionnel est
ensuite déposé sur une colonne de résine forteaugd (Doweff*) 50WX8, 200-400 mesh,
H"). La résine est lavée abondamment au MeOH puis amemélange 1/1 d’une solution
agueuse en NJDH 1M et de MeOH. Les fractions contenant le prbdont rassemblées et
évaporées sous pression reduite. Le produit €gt sems la forme d’'une huile jaune (165 mg,
82 %). Le produit est obtenu exclusivement sous unaéocyclique.

RMN 'H (400 MHz, O) &: 1,49 & 1,69 (6H, ny*’, H'® H'%), 1,92 (2H, m, ¥), 2,25 (1H,
ddd,J = 4,0, 9,5 et 13,5 H4*¥, 2,42 (1H, m, £P), 2,67 (1H, m, ¥), 3,54 & 3,68 (12H, n,
x OCH,), 3,87 (2H, 1, J =5,0 Hz, 9, 4,00 (1H, ddJ = 4,3 et 9,2 HzH?), 4,52 (2H, tJ =
8,0 Hz H?), 4,58 (2H, tJ = 5,2 Hz H*), 4,62 (2H, s, Ff), 7,36 (2H, tJ = 7,4 Hz 2 x Har),
7,82 (2H, dJ = 8,7 Hz 2 x Har), 7,86 (2H, td] = 6,8 et 1,6 Hz2 x Har), 8,0 (1H, s, H),
8,47 (2H, dd,J = 8,1 et 1,5 Hz2 x Har)

RMN *°C (100MHz, BO) &: 27,0, 27,4, 28,3 et 30,6 L. C™°, C® et C'), 30,8 (C), 43,3
(CY, 43,9 (C?), 51,4 (&Y, 57,9 (B), 64,7 (C), 70,4 (C®), 70,35 (OCH), 71,4 (3 x OCHJ),
71,5 et 71,8 (OCH), 116,8 (2 x Char), 122,6 (2 x Char), 123,0 (2ar)C125,8 (¢%), 128,2 (2
x CHar), 135,7 (2 x CHar), 143,2 (2 x Car), 146&%%, 179,7, 179,9 et 180,4 {CC° et
Cacridona

IR (KBr, cm®) : 3391 et 3248 (N-H et O-H), 2932 (C-H alkv), 1695 et 1682 (C=0), 1598
(N-H J), 1494 et 1461 (C-18), 1290-1264 et 1107 (C-Q

SM (ES+) m/z calc ¢H4sNsO9 — HO: 650,3190, exp : 650,3205

[1.20 Acide (2S,4S)-4-((2-(2-(2-(4-((2-(2-(2-chloroethietiroxy)ethoxy)methyl)-1H-
1,2,3-triazol-1-yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)methyl)ghatque33X

6 O\/\ /\/O\/\ /N 19 /\/
NH o N 21
10 11 N o\/\
HO_1 5 OH 16
25 4 e 5t
15 ©

0] 0]

(C21H37010N4C|, 540,99 g/mol)
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A une solution du compos&b (40 mg, 0,12 mmol) dans tBuOH (1 mL), on ajoute
successivement I'alcyn£0 (30 mg, 0,12 mmol), la solution aqueuse de Cu8Q@ M (0,12
mL, 0,012 mmol), HO (0,26 mL) et la solution aqueuse d’acide ascami@,3 M (0,12 mL,
0,036 mmol). Le milieu est agité a température amtei pendant 3 h. Le milieu réactionnel
est ensuite déposé sur une colonne de résine femteatide (Dowe® 50WX8, 200-400
mesh, H). La résine est lavée abondamment ave® uis avec une solution aqueuse en
NH4OH 1M. Les fractions contenant le produit sont easisiées et évaporées sous pression
réduite. Le produit est isolé sous la forme d’ulidsoblanc hygroscopique (52 mgpQ %).

RMN *H (400 MHz, DO) 5: 1,99 (1H, dddJ = 4,5, 11,0 et 15,4 H+3, 2,21 (1H, ddd) =
45,95 et15,0HH®), 2,68 (1H, m, ¥), 3,61 & 3,83 (23H, n1 x OCH et H), 3,98 (2H,
d,J =5,0 Hz H'Y, 4,64 (2H, tJ = 4,8 Hz H'), 4,70 (2H, s, 1), 8,09 (1H, s, &)

RMN *C (100MHz, BO) &: 30,2 (C), 43,1 (&Y, 45,1 (&), 50,0 (G, 53,4 (), 63,0
(C"), 68,7 et 68,9 (OCh), 69,4 et 69,6 (4 x OCH 70,8 et 72,2 (OCH), 125,5 (C3), 143,8
(C, 174,3 (©), 180,3 (C)

[1.21 Acide (2S,4S) -4-((2-(2-(2-(4-((2-(2-(2-azidoethetlyoxy)ethoxy)methyl)-1H-
1,2,3-triazol-1-yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)methyl)ghatque33y

8 9 20 Ns
6 0\7/\ /\/O\/l% _N 19 /\/
NH, o} NNy o 21
10 11 o/
HO. 1 5 OH 13== 16 18
2 34 14 17
o) o) 15 ©

(C21H37010N7, 547,56 g/mol)

Le compos&3x (51 mg, 0,094 mmol) est dissous dans H20 (1 m&)NBN3 (24 mg,
0,47 mmol) et le NH4CI (24 mg) sont ajoutés. Leienilest chauffé a 70 °C pendant 5 jours.
Un minimum d’eau ajouté est additionné au milieupdissoudre le NH4CI en suspension.
Le milieu est ensuite évaporé sous pression rédeiteanalysé par RMN (100 mg,
quantitatif ). D’apres la RMN, il s’est formé 75 % de produit.

RMN 'H (400 MHz, BO) &: 1,99 (1H, ddd) = 4,5, 9,1 et 15,0 HH®?), 2,21 (1H, dddJ =
3,6, 9,3 et 15,0 HH®), 2,68 (1H, m, ¥), 3,51 (2H, tJ = 5,0 Hz H*Y), 3,53 4 3,79 (23H, m,
11 x OCH et H), 3,98 (2H, dJ = 5,0 Hz H™), 4,46 (2H, tJ = 4,8 Hz H'?), 4,47 (2H, s,
H™), 8,13 (1H, s, )

RMN *C (100MHz, DO) &: 30,5 (C), 45,5 (C), 50,20 (¢?), 50,3 (&Y, 53,6 (G), 63,2
(C"), 68,7 272,2 (11 x OGH 125,6 (C%), 144,1 (€%, 174,5 (C), 180,7 (C)

SM (ES+) m/z calc pour £H3sN-010 : 548,2680, exp: 548,27009.
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Acide (2S,4S)-2-amino-4-((2-(2-(2-(4-(2-(2-(2-(pr@pynyloxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)-1H-
1,2,3-triazol-1-yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)methyl)ghumique3 3w

2oﬁ

8 9
6 0\7/\ /\/O\/l% ~N 19 /\/ 22
NH, o N" Ny
' 10 11 o/ ©
HO. 1 5 OH 13==( 16 18
2 34 14 17
o) 0 15

(C23H38N4011, 546,57 g/mol)

A une solution du compos#b (50 mg, 0,12 mmol) dans tBuOH (1 mL), on ajoute
succéssivement I'alcyn® (36 mg, 0,12 mmol), la solution aqueuse de Cu8Q@ M (0,12
mL, 0,012 mmol), HO (0,26 mL) et la solution aqueuse d’acide ascaig,3 M (0,12 mL,
0,036 mmol). Le milieu est agité a température amigi pendant 10 h. Le milieu réactionnel
est ensuite déposé sur une colonne de résine femteatide (Dowe® 50WX8, 200-400
mesh, H). La résine est lavée abondamment ave® Huis avec une solution aqueuse en
NH4OH 1M. Les fractions contenant le produit sont easisiées et évaporées sous pression
réduite. Le produit est ourifié sur résine basi¢glaant : AcOH 0,1M) et isolé sous la forme
d’un solide blanc (12 md,8 %).

RMN H (400 MHz, O) &: 1,92 (1H, dddJ = 4,5, 9,1 et 15,0 Hz, 19, 2,25 (1H, ddd) =
3,6,9,3 et 15,0 Hz, !, 2,79 (1H, tJ = 2,2 Hz, HY, 2,83 (1H, m, ¥, 3,25-3,67 (22H, m,
11 x OCH), 3,80 (1H, dd) = 5,7 et 7,8 Hz, B, 3,89 (2H, dJ = 5,0 Hz H™), 4,15 (2H, s,
H??), 4,55 (2H, tJ = 5,2 Hz, H?), 4,60 (2H, s, 1), 8,01 (1H, s, I).

.22 Diglutamate33V

N\
N\ O/\/O
13 14 15 o N N
8 9 12 Ao o T N _  “—COM
O\/\O/\/O\WN 16 17 o—,
6 7 10 11 N=N
HO,C 2y 4°COH HO,C
1 5

(Cs6He2NgO1s, 894,92 g/mol)

A une solution du compos&b (50 mg, 0,15 mmol) dans tBuOH (1 mL), on ajoute
successivement l'alcyng8 (16 mg, 0,06 mmol), la solution aqueuse de Cu8Q@ M (0,12
mL, 0,015 mmol), HO (0,26 mL) et la solution aqueuse d’acide ascaomi@,3 M (0,120 mL,
0,045 mmol). Le milieu est agité a température amtei pendant 5 h. Le milieu réactionnel
est ensuite déposé sur une colonne de résine femteatide (Dowe(ﬁ) 50WX8, 200-400
mesh, H). La résine est lavée abondamment 4D Hpuis avec une solution aqueuse en
NH4OH 1M. Les fractions contenant le produit sont easisiées et évaporées sous pression
réduite. Le produit est purifié sur résine basiquelué avec une solution AcOH 0,1M. Le
produit est isolé sous la forme d’un solide blahe ihg,31 %).
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RMN *H (400 MHz, BO) &: 1,77 (2H, m, 2 x Bf), 2,02 (1H, 2 x BP), 2,54 (2H, m, 2 x B),
3,354 3,49 (34 H, m,6 x OCH et 2 x H), 3,74 (4H, tJ = 5,0 Hz 2 x H'Y), 4,39 (4H, m, 2 x
H'), 4,46 (4H, m, 2 x &), 7,86 (1,5 H, s, 2 x B

RMN *C (100MHz, DO) &: 30,0 (2 x C), 44,0 (2 x &), 50,0 (2 x &%), 53,2 (2 x &), 62,9
(2 x C), 68,7-71,7 (OCh), 125,5 (2 x &%), 144,8 (2 x &), 174,0 2 x &), 180,5 (2 x €
SM (ES+) m/z calc pour 4gHgiNgO1s : 893,4104, exp : 893,4129.
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Chapitre 1ll Enzymologie

1.1 Généralités

Toutes les solutions sont préparées en utilisantaurpon phosphate de potassium
0,1M, pH = 7,6. Les enzymes disponibles sous laé&me suspension dans le sulfate
d’ammonium 3M, sont centrifugées (3min, 10 000 sfmin) et les culots sont solubilisés
dans le tampon phosphate. Toutes les mesuresqeiaétsont réalisées a 340 nm et dans des
cuves de spectrophotometre a usage unique en yr@ystavec un trajet optique de 1cm. Le
spectrophotometre utilisé est HITACHI modéle U2018s mesures d’activité ont été aussi
effectuées entre 20 et 25 °C dans un laboratameatké.

Les enzymes commerciales sont disponibles chez &5ighkspAT de cceur de porc
(E.C.2.6.1.1, 36 Ul/mL), MDH de cceur de bovin (B.C.1.3.7, 741 Ul/mL), LDH du muscle
de lapin (E.C.1.1.1.27, 66 Ul/mL), GIuDH de foie bevin (E.C.1.4.1.3, 2 Ul/mL), LeuDH
deBacillus(E.C.1.4.1.9, 41 Ul/mL).

Les Ul indiquées correspondent aux vitesses marsnadesurées avec les substrats
naturels dans les conditions standards. Pour les &S conditions sont les suivantes :

- AspAT d’E.coli: tampon phosphate de K 0,1M, pH 7,6, Asp 40 mik3, KmM

- BCAT d’E.coli : tampon phosphate de K 0,1M, (WSO, 50 mM, pH 7,6, Glu 40
mM, MOPA (acide 4-méthyl-2-oxo-pentanoique) 4mM.

Dans les protocoles de mesures d’activité, les exunations indiquées en parenthese
correspondent aux valeurs finales dans la cuveatira.

[1l.2 Protocole du dosage d'activité pour la déterminatities parametres cinétiques
d’'un substrat de 'AspAT

Dans une cuve sont introduits : 20ul d’'une solutienNADH a 10mg/mL (0,2 mM);
10pL d'une solution de MDH (malic deshydrogenas2d@ Ul/mL (2Ul); 5ul d'une solution
d'AspAT diluée de facon a avoir une durée de réaatomprise entre 100 et 600 s, 5-20ul
d'une solution de KG 0,02M ou 0,2M (0,1-4mM); QSmLLde tampon phosphate 0,1 M
contenant Asp 40 mM et a pH = 7,6.

La variation de DO a 340 nm est alors mesurée ectifttn du temps. La vitesse de la réaction
(vi) est alors calculée en utilisagiapr ss0 = 6220 M'cm™. Les paramétres cinétiques sont
ensuite déterminées en utilisant le traitementhgoage de Hanes-Woolf ((S)/V = {(S) ; (S)/IV

= S/Vm + Vm/Km). Chaque droite comporte un minima@ 5 points (concentration en
substrat), chacun correspondant a la moyenne de32neesures expérimentales. Les données
brutes sont traités avec le logiciel Excel qui petrnmne regression linéaire et de calculer les
valeurs de la pente et de I'ordonnée a l'origimesiague d’estimer les erreurs standards. Les
incertitudes sur les valeurs de Kmglet kao/Km sont par ailleurs calculées en utilisant les
lois de propagation d’erreurs de Gauss.

[11.3 Protocole pour I'étude de l'inhibition de I'’AspA&ple 4-carboxyméthyl-KG 5d

Dans une cuve sont introduits : 20ul d’'une sofutie NADH a environ 10 mg/mL
(0,2mM); 10uL d'une solution de MDH (malic deshyglrnase) a 200 Ul/mL (2 Ul); 10 pl
d'une solution d'AspAT ( 10 Ul/mL), 5 a 40 ul d'ws@ution d’inhibiteur potentiel & 0,2M (1-
8mM); QSP 1mL de tampon phosphate 0,1M, Asp 40 rpM,= 7,6. Aprés un temps
d’incubation de 30 min a 25°C, on ajoute [{iGde KG a 0,02M et on détermine la vitesse de
transamination comme cela est décrit précédemearduigant I'évolution de la DO a 340 nm
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en fonction du temps. La vitesse mesurée peut tenétre comparée a celle déterminée sans
inhibiteur dans la cuve.

l1l.4 Protocole du dosage d’activité pour la déterminatites parametres cinétiques
d’un substrat de la BCAT avec la GluDH

Dans une cuve sont introduits : 20ul d’'une solutimNADH a environ 10 mg/mL
(0,2mM); 10pL d'une solution de GIuDH a 200 Ul/m2Uy); 20ul d'une solution de BCAT
diluée de telle facon a avoir une durée de transation comprise entre 100 et 600 s, 5-20ul
d'une solution de I'analogue du KG 0,02 M ou 0,2(0fL - 4mM); QSP 1mL de tampon
phosphate de potassium 0,1M Glu 40mM, (NBO, 50 mM, pH = 7,6.

Les parametres cinétiques sont déterminés comraeacge décrit précédement (111.2).

[11.5 Protocole du dosage d’activité pour la déterminatites parametres cinétiques
d’un substrat de la BCAT avec la LeuDH.

Dans une cuve sont introduits : 20ul d’'une solutilemnNADH a environ 10 mg/mL
(0,2mM); 10pL d'une solution de LeuDH a 50 Ul/mLlU(L 20ul d'une solution de BCAT
diluée de telle fagon a avoir une durée de transatmon comprise entre 100 et 600 s, 5-40ul
d'une solution de KG 0,02M ou 0,2M (0,1 - 4mM); Q$RL de tampon phosphate de
potassium 0,1M, Leu 40mM, (NBSO, 50 mM, pH=7,6.

Les parametres cinétiques sont déterminés comraeacse décrit précédement (I11.2).

[11.6 Protocole pour la déterminaion de la constante diégre pour la
transamination entre un donneur d’amine et le KB@VASpAT

On prépare une solution aqueuse contenant les ratden concentration égale (10
mM) dans le tampon phosphate. Un échantillon depl08st prélevé et constitue la solution
témoin. Apres la détermination précise par dosaggreatique de la concentration initiale en
KG, 10puL d’AspAT a 100 Ul/ml est ajouté au milieu réactimh Le milieu est alors agité a
Ta. La concentration en KG est déterminée touted%emin par dosage enzymatique jusqu’'a
obtention d’'un palier qui signifie que I'équilibrest atteint. Notons que la mesure de la
concentration en KG de la solution témoin est égald effectuée en parrallele toutes les 30
min pour veérifier que le KG ne se dégrade pas damsilieu. La constante d’équilibre est
ainsi déterminée a partir de la concentration éreth KG obtenue a I'équilibre. Le dosage
témoin réalisé avec I'Asp est réalisé de la méngerfaa part que nous avons ajoutéplO
d’AspAT a 1 Ul/ml.

Le dosage du KG se fait selon le protocole géerd&atit dans le Chapitre |l.

[1l.7 Protocole pour la culture des souches d’E.coli TSRAspC et la purification
de I'’AspAT d’E.coli

Culture des cellules :

La souche TYR903-AspC est conservée a -80 °C damsilieu LB (10 g/L Trypton,
5 g/L d’extrait de levure et 5 g/L de NaCl) et 10e% glycerol. A partir d’'un échantillon
congelé de 3 mL, on effectue une pré-culture dad® mL de milieu LB en présence
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d’ampicilline (0,3 mM) pendant 24 h a 30 °C. L'indem obtenu est ensuite introduit dans 5
L de milieu LB contenant de I'ampiciline (0,3 mM)} @e I'IlPTG (Isopropyl 3-D-
thiogalactosidase) pendant 24 h a 4 °C. A l'isseidadculture, les cellules sont récoltées sous
forme d’un culot par centrifugation a 8000 toursimendant 30 min a 25 °C. On reprend 10
g de culot cellulaire dans 100 mL de tampon DEAH{RO, 10 mM, AcOK 10 mM, acide
succinique 10 mM, mercaptoéthanol 5 mM, pH = 6)@is pes cellules sont broyés sous une
pression de 20 kPsi en utilisant un désintégratiur(constant system LTP d’Ambherst,
modele : 0014014A). Le broyat des cellules obtestuddué avec du tampon DEAE jusqu’a
obtenir un volume total de 200 mL. On ajoute 300 d’'une solution de phosphate de
pyridoxal a 10 mM dont le pH a été ajusté a 7 pantad’'une solution aqueuse de KOH.
Deux centrifugations succéssives a 8 000 tours foeindant 30 min sont effectuées afin
d’éliminer les débris cellulaires. On obtient alarsextrait de protéines qui peut étre conservé
guelques jours a 5-10 °C.

Purification :

Les étapes de chromatographie sont effectuées disantt un systeme de
chromatographie basse pression de marque PharimstE@#é dans une chambre froide (4-10
°C).

Chromatographie DEAE

L’extrait brut est tout d’abord purifié par chrorogtaphie sur résine DEAE-Toxopearl
(DiEthylAminoEthyl). 200 mL de gel commercial egtaé avec 3 a 5 volumes d’eau chaude
sur fritté, puis avec le tampon DEAE, 1 a 2 volunigsgel est ensuite décanté. Le surnageant
est éliminé car il présente de fines particulespguivent colmater la colonne.

Le gel est ensuite introduit dans une colonne (120, puis équilibré au moyen du
tampon DEAE avec un débit de 0,5 mL/min pendanh.20extrait de protéines a purifier est
alors déposée sur la colonne par gravité puis onégoie a I'élution de la colonne avec un
débit de 0,5 mL/min. L'élution s’effectue selon gradient de concentration en NaCl de 0 a
0,5 M (3 volumes de colonne). On procéde ensuitedmsages de I'activité enzymatique et
des protéines pour chaque fraction de 5 mL redeeill

Notons que la phase DEAE peut étre régénéréenpgage avec un tampon DEAE 1M
en NaCl (3 volumes de colonne) puis un tampon DERA#olumes de colonne).

Chromatographie HA :

Une seconde purification de I'enzyme par chromatpigie sur HA (hydroxyapatite)
est ensuite réalisée. La colonne est montée avecplmase HA (150 mL, BIO-RAD)
préalablement décantée et équilibrée avec le tarfpo(KH,PO, 2 mM, acide succinique 10
mM, mercaptoéthanol 5 mM, pH 7,0) avec un débid&demL/min pendant 20 h. L’extrait de
protéine issu de la purification par chromatogragDEAE et préalablement dialysé avec du
tampon HA, est déposé sur la colonne par graviié pn procede a son élution avec le
tampon HA, un débit de 0,5 mL/min et un gradientdacentration en KHPO, allant de 2 a
100 mM (3 volumes). On procéde ensuite aux dosages$activité enzymatique et des
protéines pour chaque fraction recueillie et a Enalyse par électrophorése SDS PAGE.

Notons que la phase HA peut étre régénérée pamginavec un tampon HA & 200
mM en KH,PQ, (3 volumes de colonne) puis un tampon HA a 2 mMKeRPO, (3 volumes
de colonne).

Les fractions d’enzymes sont mélangées puis diatys&ec une solution de sulfate
d’ammonium (3M, 2 x 1L en 20h) afin d’obtenir |laépipitation de 'enzyme. L’AspAT est
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finalement stockée dans des ependorfs de 1 mLugmession dans une solution de sulfate
d’ammonium, a + 4°C et peut étre ainsi conservéagges années sans perte d’activité.

Electrophorese SDS PAGE :

Préparation du gel :

Le gel de séparation a 12,5 % en acrylamide esictei®@ en mélangeant 12,5 g
d’acrylamide, 0,34 g de bis-acrylamide, 4,65 g e (tris(hydroxyméthyl(aminométhane),
0,1 g de SDS, 10 g de Glycérol, QSP eau 100 mlpH.est ajusté a 8,8 par ajout d’HCI 1M.
Le gel de concentration est a 5 % en acrylamidefésttué en mélangeant 5 g d’acrylamide,
0,14 g de bis acrylamide, 1,41 g de Tris et 0,05 3QSD eau 50 mL, pH a 6,8 (HCI 1M).
Entre deux plaques, on fait couler doucement envii® mL d’'un mélange de 10 mL de gel
de séparation, 2@L de persulfate d’ammonium a 10 % gtlsde TEMED. Un peu d’eau est
ajouté pour avoir une surface bien plane du gelgélepolymérise au bout de 30 min a Ta.
L’'eau est alors retirée a I'aide d’'un papier él&t on refait couler entre les deux plagues le
mélange suivant : 2L de persulfate d’'ammonium a 10 %R de TEMED et 5 mL du gel
de concentration avant polymérisation. Le mélamgjerecouvert d’'un peigne pour faire les
puits prévus pour déposer I'échantillon de protgine polymérisation se fait a Ta au bout de
guelques heures. Le peigne est enlevé libérantlampuits.

Préparation des échantillons de protéines

20 pL d’échantillon protéique (contenant environ @@ de protéines) a étudier est
dissous dans 2(L de Tris a 0,1M et 2@L d’une solution Laemmli (1,6 mL SDS 10 %, 0,4
mL mercaptoéthanol, 1 mL de Tris, 0,1 M, pH = &® mL de glycérol et quelques gouttes
de bleu de bromophénol, QSP 8 mL ave©H Le mélange est chauffé 5 minutes a 80 °C
puis est déposé dans les puits prévus a cet effet.

La migration s’effectue alors en appliquant un cpagtectrique de 20 mV pour la
concentration et 30 mV pour la séparation dansaompon d’électrophorese contenant 3,05 g
de Tris, 14,25 g de glycine, 1g de SDS, pH = 6 8D@au 1L.

Apres migration, le gel est coloré pendant 30 nviecaune solution contenant 55 mg
de bleu de Coomassie, 95 mL de MeOH, 1 mL d’acwiigue et 95 mL d’eau. Il est ensuite
décoloré par une solution contenant 90 mL de Me@®BQ mL d’EtOH, 200 mL d’acide
acétique, 50 mL de glycérol et 146 mL d’eau.

Dosage des protéines par la méthode Bradford :

Un échantillon de 10QL est dosé par addition de 5 mL de solution de f#wad(100
mg de bleu de coomassie brillant G dans 50 mL d*t@00 mL d’acide phosphorique a 85
%, QSP eau 1L). Apres agitation et incubation p&adant 5 min, la DO est mesurée a 595
nm. Une gamme étalon allant de 0,2 & 1 mg/mL eslisée avec une solution titrée
d’albumine de sérum bovin (BSA). La concentrationpeotéines de I'échantillon (mg/mL)
est déterminée en reportant les valeurs de DCastourbe étalon.

Dosage de I'activité spécifique de 'AspAT :

Dans une cuve sont introduits : 20ul d’une solutilenNADH & environ 10mg/mL
(0,2mM); 10uL d'une solution de MDH a 200 Ul/mL @U5ul d'une solution d'AspAT
diluée de telle facon a avoir une durée de transatiin comprise entre 100 et 600 s, QSP
1mL de tampon phosphate 0,1M, Asp 40mM, pH = 7)6e fbis la DO stabilisée, on ajoute
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20 pl d’'une solution de KG a 0,2M et on mesure la D@48 nm en fonction du temps. La
vitesse et donc l'activité de I'enzyme sont déteres a partir de la pente de la droite
repprésentant la DO en fonction du temps. Il suféitdiviser cette activité en Ul/mL par la
concentration en protéines (mg de protéines/mL)r polotenir l'activité spécifique de
I’AspAT en Ul/mg de protéines.
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RESUME

Le glutamate (Glu) est le principal neurotransmettexcitateur du systeme nerveux
central. Ses analogues peuvent se comporter corambgdnds sélectifs et sont intéressants
pour élucider le réle spécifique des différentsetyple transporteurs ou de récepteurs du
systeme glutamatergique. Ce travail avait pouratibjde synthétiser de nouveaux analogues
fonctionnalisés du Glu en utilisant les aminotrars$es en tant que biocatalyseurs de fagon a
convertir les analogues de l'acide 2-oxoglutari@€€&) en analogues du Glu. La plupart des
analogues du KG se sont avéré substrats de I'Aspaftminotransférase Ecoli (AspAT)
permettant la préparation stéréosélective des gnasodu Glu correspondants. Une étude de
modélisation moléculaire a été réalisée afin d'epr la spécificité de substrat de '’AspAT.
Quatre analogues se sont comportées comme deddigaiectifs et offrent des perspectives
pour le développement de nouveaux analogues detifs le systéme glutamatergique.

Mots clés: Acide glutamique, Aspartate aminotransféraseildéd@-oxoglutarique,
transamination, bioconversion, modélisation moléicel

ABSTRACT

Glutamate (Glu) is the major excitatory neurotraiten within the brain where
numerous different specific receptors and trangperhave been identified. Glu analogues
can behave as selective ligands and are very iamofdr elucidating the specific roles of
these receptors. The object of this phd study wasdpare new functionalized Glu analogues
using Aminotransférases as biocatalysts allowing #tereoselective conversion of 2-
oxoglutaric analogues (KG) into Glu analogues. Mahyhese KG analogues proved to be
good substrates ofE.coli Aspartate Aminotransférase (AspAT) which allowelde t
stereoselective preparation of the correspondingadhlogues. A modelling study has been
performed to understand the AspAT substrate spdgifiFour analogues displayed a high
selectivity and offer today very interesting perdpes from the design of new drugs active
in the glutamatergic system.

Key words : Glutamic acid, Aspartate aminotransferase, 2-bragc acid,
transamination, bioconversion, molecular modelling.
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