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n SOMMAIRE

^

Une haute activité des transglutaminases serait à l'origine de divers troubles

physiologiques chez l'humain.

Le travail de recherche constituant ce document a été mené dans le but ultime

de réguler l'activité de ces enzymes, à ù-avers l'inhibition de la transglutaminase
provenant du foie du cochon d'Inde.

Après une introduction sur les transglutaminases, les différentes stratégies de

synthèse d'inhibiteurs irréversibles spécifiques sont énoncées. Ainsi sont décrites les

synthèses d'inhibiteurs analogues au meilleur substrat connu de la transglutaminase,

soit la carbobenzyloxy-L-glutaminylglycine.

Un travail de purification de la transglutaminase provenant du foie du cochon

d'Inde a été ensuite effectué, afin d'etre en mesure de tester les effets des différents

inhibiteurs potentiels synthétisés.

Malgré la connaissance des transglutaminases depuis longtemps, tous les

protocoles utilisés jusqu'à ce jour ne permettaient que de suivre l'activité

enzymatique de façon discontinue. Or, pour faire des études d'inhibition de la
transglutaminase, une méthode cinétique continue s'avérait avantageuse, d'un point

de vue pratique. Ainsi est présenté le développement d'une méthode directe

permettant de suivre l'activité enzymatique par spectrophotomérie UV-visible.

Ensuite, avec la méthode développée, les effets des différents inhibiteurs

potentiels sont étudiés sur la transglutaminase provenant du foie du cochon d'Inde.

Une bonne majorité des composés synthétisés ont montré des résultats d'inhibition
fort intéressants. Tous les effets d'inhibition observés ont été de nature irréversible.

Ces études ouvrent donc plusieurs horizons en ce qui concerne l'inhibition

des transglutaminases. Ainsi, des conclusions et des perspectives pour l'avenir ont été

dégagées des différents résultats obtenus.
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Chapitre l 2

0 INTRODUCTION

1.1. Les transglutaminases (TGases)

Les transglutaminases (EC 2.3.2.13) constituent une famille d'enzymes qui

catalysent les réactions entraînant le transfert d'un groupement acyle entre la fonction

y-carboxamide d'un résidu glutamine et le groupement s-amino d'une lysine (cf.

figure l). Les TGases sont donc capables de catalyser la formation de liens s-(y-

glutamyl)-lysine entre les protéines. Elles font partie de la classe d'enzymes des

aminoacyltransférases et leur activités dépendent de la présence d'ions calcium Ca2+.

Figure 1: Réaction catalysée par la TGase entre deux protéines

Fibrine
Gin

0HzN

Fibrine

TGase

(Facteur XIIIa)+

NHs

Lys

Gin

Fibrine réticulée

(amide 0 + NHsHN

Lys

->" secondaire)

1.2. Les types de transglutaminases et leurs implications dans les

processus biologiques

0
On retrouve les TGases chez les mammifères. L'enzyme peut provenir

essentiellement de sept sources différentes dont le facteur de coagulation XIIIa, les
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n
tissus, l'épidémie, les kératinocytes, la prostate, les érythrocytes membranaires et les

hémocytes (1-11). Les TGases sont impliquées dans divers rôles biologiques

importants tels l'endocytose (1,2), l'apoptose (3), la régulation de la croissance

cellulaire (4) et la coagulation sanguine avec le facteur XIIIa qui stabilise les caillots

de sang (5-7). Les TGases épidermales sont à l'origine de la formation d'une

enveloppe comale chez les kératinocytes épidermales (8-11).

Divers désordres physiologiques dont l'acné (12,13), la cataracte (14), les

maladies des systèmes immunitaires (15), le psoriasis (16-18) et la maladie

d'Alzheimer (19-25) sont imputés en partie à une activité excessive des TGases. Pour

pallier à ces problèmes, les dernières décennies ont été effervescentes dans la

recherche d'inhibiteurs potentiels des TGases (26-40). Toutefois, jusqu'à ce jour, les

inhibiteurs de TGases ont eu des applications thérapeutiques limitées, en raison de

leur manque d'efficacité ou de spécificité.

1.3. Les transglutaminases et leur mécanisme enzymatique

J

Les TGases sont des enzymes à cystéine. Le site actif de ce type d'enzyme est

constitué d'un résidu thiolate d'une cystéine stabilisé par la formation d'une paire

d'ions (thiolate-imidazolium) avec l'imidazole d'une histidine. La modélisation de la

TGase du facteur XIIIa met en évidence trois acides aminés essentiels à la catalyse

enzymatique soit la cystéine (C), l'histidine (H) et l'acide aspartique (D) (4l).

La réaction catalysée par l'enzyme est un processus à deux étapes. La

première étape consiste en une attaque nucléophile du thiolate de la cystéine sur une

glutamine, pour former un intennédiaire thioester et libérer une molécule

d'ammoniac dont l'un des protons provient de l'ion imidazolium d'une histidine. Il

s'agit de l'étape d'acylation de l'enzyme par le substrat glutamine donneur d'acyle.

La deuxième étape est initiée par l'attaque nucléophile d'une aminé primaire telle la

lysine, sur l'intermédiaire thioester régénérant ainsi le thiolate au site actif de

l'enzyme et libérant une nouvelle protéine résultant du couplage de deux sous-
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protéines liées par une fonction amide secondaire. Cette dernière étape est la

désacylation de l'enzyme par le substrat aminé primaire accepteur d'acyle. La figure

2 illustre le mécanisme enzymatique de la transglutaminase.

Figure 2: Mécanisme enzymatique de la transglutaminase

Desacylation
0
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À
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•^

Acylation

NHs

u

Il s'agit d'un mécanisme enzymatique de type «ping-pong» modifié (42) où la

première étape est la formation d'un complexe entre l'enzyme et le premier substrat,

communément appelé complexe de Michaelis-Menten. Après la libération d'un

premier produit (l'ammoniac), un second substrat vient se lier au complexe enzyme-

substrat pour former un complexe enzyme-produit. Finalement, le système

enzymatique libère le produit iïnal (amide secondaire) et le thiolate de la cystéine au

site actif de l'enzyme est régénéré. Toutefois, une hydrolyse du complexe de
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Michaelis-Menten peut régénérer directement le thiolate, d'où le terme «modifié»

dans l'identification du mécanisme.

1.4. Les objectifs du projet

Une haute activité des TGases engendre des désordres physiologiques

importants chez l'humain. En dépit des nombreux inhibiteurs de TGases étudiés

jusqu'à ce jour, la plupart ne se sont pas avérés être spécifiques à l'enzyme ou

suffisamment efficaces. Sur ces faits, nous avons décidé de développer des

inhibiteurs de TGases.

Pour ce faire, nous avons tout d'abord réalisé un travail de synthèse organique

où l'on a mis à profit la présence d'une cystéine dans le site actif de l'enzyme, pour

faire des inhibiteurs irréversibles de TGases. Ensuite, il fallait faire le choix de la

source de TGase à utiliser, afin de pouvoir évaluer l'efficacité de nos inhibiteurs

potentiels. Pour cela, l'enzyme provenant du foie du cochon d'Inde a été retenue, car

les techniques de purification et de dosage d'activité et de concentration étaient

maîtrisées par notre groupe de recherche. Une fois l'enzyme purifiée, il a fallu mettre

au point une méthode spectrophotométrique continue du suivi de l'activité

enzymatique, afin que l'on puisse faire les études d'inhibitions irréversibles de la

TGase de manière appropriée. Finalement, une fois la méthode au point, les

constantes cinétiques d'inhibition irréversible ont été déterminées, pour chacune de

nos molécules montrant un effet significatif sur l'enzyme. Enfin, des conclusions et

des perspectives pour l'avenir ont été dégagées des différents résultats.

u
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0 SYNTHESE D9INHIBITEURS
IRRÉVERSIBLES POTENTIELS DES

TRANSGLUTAMINASES

2.1. Strategies développées pour la mise au point des inhibiteurs.

La réaction catalysée par la TGase est la formation de liens e-(y-glutamyl)-

lysine entre l'amide d'un résidu glutamine et l'amine primaire d'un résidu lysine. Il

s'agit d'une réaction de transfert d'un groupement acyle entre le substrat donneur

(Gin) et le substrat accepteur (Lys). Ce processus enzymatique est catalysé par la

formation d'un intermédiaire thioester entre le résidu cystéine présent au site actif de

la TGase et le subsù-at donneur d'acyle. Or, étant donné qu'une activité excessive des

TGases est à l'origine de divers désordres physiologiques chez l'humain, le contrôle

de l'activité de ces enzymes a fait l'objet de plusieurs études dans différents groupes

de recherche, dans le but de développer des inhibiteurs de TGase (26-40). Malgré

l'intérêt porté à l'inhibition des TGases, il n'y a que très récemment que des

composés intéressants ont été mis au point . C'est le cas par exemple des 3-halo-4,5-

dihydroisoxazoles (cf. figure 3) qui se sont avérés être des inhibiteurs irréversibles de

la TGase provenant du foie du cochon d'Inde (36, 39).

Figure 3: Structures d'inhibiteurs irréversibles connus de la TGase

u

Q-N

R^^^-X
3-halo-4,5-dihydroisoxazole

.©^CH3
T 'sv
0

sulfonium

méthylcétone
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Étant donné que l'inhibition irréversible est induite par une attaque

nucléophile du résidu cystéine présent au site actif de la TGase sur l'inhibiteur

isoxazole, il a été établit que le potentiel de ces inhibiteurs dépend de la nature du

groupement partant à la position 3 du cycle isoxazole. D'autre part, l'inhibition

irreversible des TGases par des dérivés sulfonium méthylcétones (cf. figure 3) a

également été décrit dans la littérature (38). Ces composés ont été définis comme

étant des inhibiteurs irréversibles spécifique des TGases, en particulier celle

provenant de l'épiderme du bovin. Le potentiel et la spécificité de ces inhibiteurs sont

basés sur le fait qu'ils sont chimiquement inertes face au glutathion, un tripeptide de

formule y-glutamylcystéinylglycine.

Par ailleurs, la compagnie Apotex Research (Ontario, Canada) a fait un travail

innovateur en démontrant que des dérivés de l ,2,4-thiadiazoles pouvaient inhiber des

protéases à cystéine (43, 44), par la formation d'un lien covalent disulfure entre

l'inhibiteur et l'enzyme résultat de l'ouverture du cycle thiadiazole (cf. figure 4).

Figure 4: Reaction entre le thiolate du résidu cystéine de la TGase et la fonction

thiadiazole

R'

N^<
\\Aes N

RNH s^
-*•

-s—s

R'

/N^>
NHR

u

D'autre part, comme beaucoup d'enzymes qui ont une cystéine dans leur site

actif, les TGases peuvent être inhibées également par des amides a, P-insaturés

(composés Michael) (cf. figure 5) et des dérivés époxydes (cf. figure 6) (45). Le

mécanisme d'inhibition est basé sur une attaque nucléophile du thiolate de la cystéine

sur la fonction inhibitrice, pour former un lien covalent entre l'enzyme et l'inhibiteur.
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Figure 5: Reaction entre le thiolate du résidu cystéine de la TGase et la fonction

amide a, P-insaturee (Michael)

0.^
\^

i-s',e R

^^^î
•*• s R

OH 0

s R

Figure 6: Reaction entre le thiolate du résidu cystéine de la TGase et la fonction

époxyde

s

0 HO 0

^y^u~-R_.
va

s R

Nous avons donc pris avantage de tous ces faits précédents, pour effectuer la

synthèse de nouveaux inhibiteurs irréversibles potentiels de TGase.

La conception des inhibiteurs potentiels des TGases doit se faire par

l'élaboration de la structure du groupement R présenté dans les figures 4 à 6. Le

substituant R représente la partie affinité de l'inhibiteur pour l'enzyme. Par

conséquent, nous avons choisi de synthétiser des analogues de la carbobenzyloxy-L-

glutaminylglycine (Z-L-Gln-Gly) (cf. figure 7) qui est le substrat spécifique le plus

couramment utilisé pour la TGase et le dipeptide possédant la meilleur affinité

connue (32, 46-47).

u
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Figure 7: Structure du dipeptide Z-L-Gln-Gly

0

0

0, NH
'V"T^ "NH

OH

0

0'^ NHz

Etant donné que l'étape d'acylation du mécanisme enzymatique consiste dans

l'attaque nucléophile du thiolate de l'enzyme sur la fonction amide de la chaîne

latérale de la glutamine, nous avons choisi d'introduire les fonctions inhibitrices au

bout de la chaîne latérale des analogues de la Z-L-Gln-Gly reliées à celle-ci par une

fonction amide ou aminé (cf. figure 8). Egalement, nos parcours de synthèse ont été

conçus de manière à faire varier la longueur de la chaîne latérale des inhibiteurs, afin

de pouvoir étudier son effet dans le site actif de l'enzyme. Sur cette base, la

confrontation de toutes les molécules résultantes nous permettra d'évaluer la

meilleure combinaison entre chaque fonctioimalité, afin d'obtenir un meilleur

compromis entre l'efficacité et la spécificité des inhibiteurs.

Figure 8: Structure de base des inhibiteurs
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2.2. Synthèse des inhibiteurs potentiels analogues du substrat

2.2.1 Synthèse des analogues amide thiadiazole

Figure 9: Parcours de synthèse des inhibiteurs potentiels amide thiadiazole
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Tel que montré à la figure 9, le premier parcours de synthèse démarre avec les

acides carbobenzyloxy-L-aspartique et carbobenzyloxy-L-glutamique correspondant
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à des longueurs de chaîne latérale n= l et 2 respectivement. Ensuite, les anhydrides

des dérivés diacides ont été faits par l'intermédiaire de l'anhydride acétique (AczO) à

55 °C. Les composés 5 et 6 ont été ainsi obtenus avec des rendements de 90-92%(48-

49). En parallèle, le 5-amino-l,2,4-thiadiazole 7 a été préparé à partir de l'acétamide

et du thiocyanate de potassium dans le méthanol (50-52) (cf. figure 10). Le produit

plu- a été obtenu avec un excellent rendement de 98%.

Figure 10: Mécanisme de synthèse du 5-amino-l,2,4-thiadiazole
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Les composés la-2a ont été formés par ime attaque nucléophile régiosélective

du 5-amino-l,2,4-thiadiazole sur les positions P et y des anhydrides carbobenzyloxy-

L-aspartique 5 et carbobenzyloxy-L-glutamique 6 respectivement. Dans des solvants

polaires aprotiques, tel que le sulfoxyde de diméthyle, la régiosélectivité quantitative

est attribuée à la formation d un pont hydrogène intermoléculaire entre le proton de

l'azote de la fonction carbamate et l'oxygène du sulfoxyde de diméthyle (49) (cf.

figure 11A). Cette interaction favorise l'attaque de l'amine du thiadiazole sur le côté
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le moins encombré, soit la position R/y de l'anhydride correspondant. Toutefois, en

presence de solvants non polaires, il y a formation d'un pont hydrogène

intramoléculaire entre le proton de l'azote de la fonction carbamate et l'oxygène du

carbonyle a de l'anhydride (cf. figure 11B). Dans ce cas, l'attaque nucléophile a lieu

à la position a qui est activée par l'interaction hydrogène intramoléculaire. La

synthèse des composés l a-2a, est donc basée sur le mécanisme présenté à la figure

11 A. Les produits purs ont été obtenus avec un rendement d'environ 85%.

Figure 11: Régiosélectivité de l'attaque nucléophile donnant les composés la-2a
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L'étape suivante consiste à greffer la partie glycine sur notre inhibiteur

analogue en activant les molécules la-2a avec de l'hydrochlorure de 1-(3-

diméthylaminopropyl)-3-éthylcarbodiimide (EDC), pour faire ensuite réagir avec

l'ester tert-butylé de la glycine (GlyO-t-Bu), en présence de triéthylamine dans le
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n dichlorométhane (cf. figure 12). Les composés lb-2b ont été obtenus avec des

rendements entre 94 et 95%. Finalement les composés lc-2c sont synthétisés avec un

rendement de 100%, à partir de la déprotection de la fonction ester tër^-butylée en

presence d'acide chlorhydrique.

Donc, ce premier parcours de synthèse offre l'avantage de générer 6

molécules (pour n = l, 2) portant la fonction thiadiazole. Par conséquent, ces

composés s'avèrent tous intéressants à être étudiés comme des inhibiteurs potentiels

de la transglutaminase.

Figure 12: IVIécanisme type de la réaction de couplage peptidique
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n 2.2.2 Synthèse des analogues aminé thiadiazole

Figure 13: Parcours de synthèse des inhibiteurs potentiels aminé thiadiazole
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Le deuxième parcours de synthèse (cf. figure 13) démarre avec les dérivés

aminés ld-4d ayant des chaînes latérales n= l à 4. Les composés 3d-4d

correspondant à la Na-Z-L-ornithine et Na-Z-L-lysine respectivement ont été obtenus

commercialement. Toutefois, les dérivés aminés l d-2d correspondant respectivement

aux acides Not-Z-L-2,3-diaminopropionique et Na-Z-L-2,4-diaminobutyrique sont

dispendieux. Par conséquent, la synthèse de ces aminés a été effectuée à partir des



Chapiù-e 2 16

0 amides correspondants, soit la Z-L-asparagine et la Z-L-glutamine (53) (cf. figure

14).

Figure 14: Mécanisme de formation des acides Na-Z-L-2,3-diaminopropionique

et Nct-Z-L-2,4-diammobutyrique
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n Cette réaction consiste dans la transformation d'un amide en isocyanure suivi

d'une hydrolyse en aminé, en présence de l'iodure de bis(trifluoroacétoxy)phényle et

de la pyridine dans un mélange diméthylformamide / eau (1:1). Cette réaction s'est

faite avec un rendement d'environ 80%. Ensuite, pour effectuer le couplage avec

l'ester tert-butylé de la glycine, il a fallu préalablement protéger la fonction aminé

primaire des composés l d-4d en faisant réagir avec le 9-fluorenylméthoxycarbonyl

chloroformate (Fmoc-Cl). Les composés le-4e ont été obtenus avec des rendements
autour de 95%.

L'étape suivante a consisté en l'activation des produits le-4e par de l'EDC

pour faire ensuite réagir avec l'ester tert-butylé de la glycine en présence de

triéthylamine dans le dichlorométhane. Cette étape peniiet d'obtenir les composés If-

4f avec des rendements entre 95 et 97%. La déprotection de la fonction aminé

primaire de la chaîne latérale des composés l f-4f a été effectuée en présence d'un

large excès de diéthylamine dans l'acétonitrile. Ce système de déprotection a permis

de générer les produits lg-4g avec des rendements de 92-93%. Les aminés ainsi

déprotégées ont attaqué de façon nucléophile le 5-chloro-3-méthoxy-l,2,4-thiadiazole

8, qui a été initialement synthétisé à partir de méthylisourée hydrogénosulfate et de

perchlorométhylmercaptan (54) (cf. figure 15).

u

Figure 15: Mécanisme de formation du 5-chloro-3-méthoxy-l,2,4-thiadiazole
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n
Cette étape de couplage avec le composé thiadiazole permet d'obtenir les

molécules lh-4h avec de faibles rendements. Cette étape problématique de synthèse a

été optimisée à des rendements entre 19 et 26% par l'addition d'iodure de sodium,

afin d'activer le groupe partant chlore sur le composé 8. En absence d'iodure de

sodium, aucune réaction n'a été observée. De ce fait, il a été conclu que la présence

du chlore comme groupe partant n'était pas suffisante pour activer la réaction. Cette

impasse a été résolue en utilisant l'iodure de sodium. La présence de l'iode comme

groupe partant a permis de catalyser la réaction. De plus, l'utilisation d'un solvant

polaire aprotique, tel l'acétonitrile, et d'une aide thermodynamique, tel le reflux de

l'acétonitrile, ont permis d'activer la réaction de substitution nucléophile. Toutefois,

les faibles rendements démontrent que nous avons rencontré pour ce couplage de

nombreuses difficultés qui trouvent leur explication dans le fait que le 5-chloro-3-

méthoxy-l,2,4-thiadiazole 8 semble être un produit instable. Par contre, les composés

lh-4h qui portent cette fonction thiadiazole sont stables. D'autre part, il est

intéressant de souligner que contrairement au 5-chloro-3-méthoxy-l,2,4-thiadiazole

8, le 5-amino-3-méthyl-l,2,4-thiadiazole 7 est un composé stable. Ceci permet

d'expliquer que la synthèse des composés l a-2a s'est faite avec de meilleurs

rendements. Finalement, la dernière étape de ce parcours de synthèse consiste en la

déprotection de l'ester tert-buty\é du résidu glycine par bullage d'acide chlorhydrique

dans le dichlorométhane. Les produits finaux l i-4i ont été obtenus avec des

rendements de 100% après déprotection du résidu glycine.

Pour des chaînes latérales variant den= l à4, ce deuxième parcours de

synthèse présente 8 molécules ayant un intérêt poixr les études d'inhibition des

transglutaminases. En effet, les composés lh-4h et li-4i portent la fonction

thiadiazole susceptible d'inhiber ces enzymes à cystéine.

u
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n 2.2.3 Synthèse des analogues de type Michael et époxyde

Figure 16: Parcours de synthèse des analogues de type Michael et époxyde

0

^YS^H
Id - 4d ,0 [<

nv

n=l,2,3,4

Chlorure

d'acryloyle)
MeOH-Et3N
0°C/TA-12hrs

~NH2

0

°YNH:
DMDO
Acetone

~OH 0°C/TA
•^ 12hrs

1J-4J 0 ^S^NH
EDC-Et3N
GlyO-t-Bu
CHzCl;

->

'NH

TA
12hrs

0

#

0

-°^H^^ 0

1k-4k

HC1
CHzCl

o 1^
n\ NH

0

2

TA
4hrs

0

DMDO
Acetone

Q°C/TA
12hrs

->•

* 0

O^NH,
,T NH

0 a
11-41

NH
OH

0

0 DMDO
Acetone

0°C/TA
12hrs

0

0. NH
OH

Im - 4m Ô ^NH

0

0

0

In - 4n

OYNHXANH"YO
0 n(^NH °-.

0

0

0

0. NH 0
NH

0 ^
n\

OH
NH

0

0

lo - 4o

u

Tel que montré à la figure 16, ce troisième parcours de synthèse démarre avec

les mêmes dérivés aminés ld-4d que le parcours précédent soit avec les analogues

aminé thiadiazole. La première étape consiste à introduire la fonction amide a, p-

insaturée (fonction Michael) en faisant réagir les composés l d-4d avec le chlorure

d'acryloyle en présence de triéthylamine dans le méthanol. Cette réaction permet
d'obtenir les composés lj-4j avec des rendements variant entre 73 et 90% selon la
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n

u

longueur de la chaîne latérale, soit pour n = l à4 respectivement. Cette variation de

rendement trouve son explication dans la polarité de chaque produit induite par la

longueur de la chaîne latérale. En effet, une fois la réaction terminée et que le

méthanol ait été évaporé, le résidu de la réaction est repris dans l'eau et acidifié à pH

1,5. Ensuite, le produit est extrait de la phase aqueuse avec de l'acétate d'éthyle.

C'est à ce stade que la polarité du produit joue un rôle sur le rendement de la réaction,

car plus le produit est polaire (inversement proportionnel au nombre d'unités

méthylène de la chaîne latérale), plus il est difficile de l'isoler complètement de la

phase aqueuse. Ainsi, d'un point de vue pratique, soit en trois extractions, il est plus

difficile d'extraire de l'eau les composés polaires. Cependant, un nombre plus élevé

d'extractions pourrait améliorer le rendement de la réaction pour les composés

polaires. Ensuite, l'ester tert-bvitylé de la glycine est ajouté sur les composés lj-4j,

initialement activés par l'EDC dans la triéthylamine en présence de dichlorométhane.

Les produits lk-4k sont ainsi obtenus avec des rendements variant entre 70 et 93%.

Tel que décrit pour les composés lj-4j, cette variation de rendement est reliée à la

longueur de la chaîne latérale des produits. La fonction ester tert-butyiée des

composés lk-4k est retirée en faisant buller de l'acide chlorhydrique dans le

dichlorométhane. Cette réaction de déprotection permet de préparer les produits 11-41

avec un rendement de 100%.

Finalement, la synthèse des époxydes lm-4m, ln-4n et lo-4o consiste à

agiter les composés Michael correspondant avec le diméthyldioxirane (DMDO). Le

DMDO a été décrit la première fois par Adam et al. (55-56), comme étant un réactif

particulièrement efficace pour l'époxydation de doubles liaisons conjuguées. Ainsi,

dans le cadre de liasons TC conjuguées, cette méthode d'époxydation s'est avérée une

excellente alternative aux méthodes d'époxydation couramment utilisées, telles que la

m-CPBA, le péroxyphtalate de magnésium, le peroxyde d'hydrogène dans des

conditions basiques et le peroxyde d'hydrogène en présence de tétraoxyde de

tungstène (57).

Le DMDO est obtenu par oxydation de l'acétone en présence de persulfate de

potassium (oxone). En effet, le DMDO est préparé à partir d'oxone en milieu basique
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0
et obtenu en solution dans l'acétone par distillation sous vide au fur et à mesure de sa

formation (cf. figure 17). Tel que montré à la figure 18, on fait tomber le distillât

directement sur le composé éthylénique. Etant donné la volatilité importante du

DMDO, le montage de la distillation doit être piégé avec de la glace sèche. Cette

méthode d'oxydation de composés éthyléniques (cf. figure 19) permet d'obtenir

quantitativement les époxydes correspondants après evaporation de l'excès de

DMDO et du solvant, sans purification, avec un rendement de 100%.

Figure 17: Mécanisme de préparation du DMDO
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Figure 18: Schéma de montage pour la préparation du DMDO
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0
Figure 19: Mécanisme d'époxy dation en présence de DMDO
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Finalement, tel que les méthodes classiques d'époxy dation, la méthode avec

le DMDO génère des composés époxydes sans de stéréosélectivité (époxydes

diastéréomériques). Ainsi, étant donné la présence d'un stéréocentre sur le squelette

dipeptique de la Z-L-Gln-Gly, nous avons obtenu deux diastéréoisomères pour

chaque analogues époxyde synthétisés.

Donc, ce troisième parcours de synthèse permet de générer 12 molécules avec

la fonction amide a, p-insaturée (Michael) et 12 avec la fonction époxyde. Il s'agit

donc de 24 molécules présentant un intérêt pour les études d'inhibition de la

transglutaminase.

2.3. Conclusion

u

Les trois parcours de synthèse ont été conçus de façon à obtenir le maximum

de produits ayant une fonction inhibitrice d'enzyme à cystéine. Ainsi, l'ensemble de

nos synthèses ont permis de générer 38 molécules ayant les fonctions thiadiazole,

amide a, P-insaturee (Michael) et époxyde et avec des longueurs de chaîne latérale

différentes, permettant ainsi d'étudier leur effet dans le site actif de l'enzyme. Tous

les composés synthétisés sont des analogues de la Z-L-Gln-Gly, soit le substrat le

plus couramment utilisé pour les TGases. Ainsi, sur la base de cette analogie et de par

la réactivité connue des fonctions inhibitrices utilisées en présence d'un thiolate, des

résultats d'inhibition prometteurs étaient attendus, à l'aube des tests enzymologiques.
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n PURIFICATION DE LA

TRANSGLUTAMINASE PROVENANT DU

FOIE DU COCHON D?INDE

3.1. Introduction

Pour effectuer les études d'inhibition décrites précédemment, sur l'activité

enzymatique des TGases, il nous a fallu choisir une source appropriée. De plus, nous

nous devions d'isoler la TGase, afin de posséder celle-ci avec un maximum de pureté,

en quantité et avec une activité suffisante, pour pouvoir suivre les cinétiques

enzymatiques. Nous avons donc choisi de travailler avec la TGase provenant du foie

du cochon d'Inde et ceci pour plusieurs raisons. La première est que cette TGase est

la plus couramment utilisée en recherche et que les techniques de purification de

celle-ci sont maîtrisées dans nos laboratoires (58). De plus, la TGase est

particulièrement abondante dans le foie du cochon d'Inde comparée à celle des autres

mammifères physiquement exploitables en laboratoire, comme le lapin ou le rat (59).

Finalement, l'avantage le plus convaincant d'utiliser cette source de TGase, c'est

qu'il existe 80% d'homologie entre la séquence d'acides aminés de la TGase du foie

du cochon d'Inde et celle provenant des tissus humains (60). Au site actif, il y a donc

une conservation de la triade catalytique et une forte homologie des résidus

l'entourant (cf. figure 20). De ce fait, pour les études d'inhibition, l'utilisation de la

TGase provenant du foie du cochon d'Inde nous permettra de faire une translation

directe sur l'effet possible de nos composés chez l'humain, en vue de remédier aux

problèmes physiologiques entraînés par une trop forte activité des TGases.

La procédure d'isolation et de piirification de la TGase est basée sur la

méthode publiée par Folk et Chung (47). Toutefois, les récentes modifications
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0 apportées dans nos laboratoires (58) ont contribué à augmenter l'activité spécifique

de l'enzyme, tout en améliorant son rendement global de purification.

Figure 20: Sequences comparatives des acides aminés proche du site actif de la

TGase provenant du facteur XIIIa humain et celle du foie du cochon d'Inde

(FCI)
(La triade catalytique nécessaire au mécanisme enzymatique

a été mise en évidence en rouge)

FCI YGQCWVFAAVACTVLRCLGIPTRWTNFNSAHDQNSNLLIEYFR

FXIII YGQCWVFAGVFNTFLRCLGIPARIVTNNYî'SAHDNDANLQNDIFL

FCI NE SGE lEGNK-EMIWNFHSLLGGWDDQAGPGAWVRGyQALDP

FXIII EDGNVNSKLTKDSVWNYHCWNEAWMTRPDLFVGF-GGWQAVDS

3.2. Protocole général de purification de l'enzyme

Toutes les étapes sont efifectuées à 4 C ou sur de la glace. Le détail technique

de chaque manipulation est décrit au chapitre 7, section 7.2.

3.2.1 Homogeneisation des foies

u

Pour minimiser les pertes d'activité de la TGase, les foies de cochon d'Inde

sont homogénéisés et centrifugés dès leur réception. Après la centrifugation,

l'enzyme se retrouve dans le surnageant. Une fois filtré, ce dernier peut-être congelé

et entreposé à -20 °C sans perte importante d'activité, pendant plusieurs mois.

Toutefois, il est fortement suggéré d'entreprendre les étapes suivantes de purification

immédiatement après l'homogénéisation et la centrifugation des foies, car c'est à ce

stade que l'enzyme est la plus active.
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3.2.2 Chromatographie échan geuse d'ions

Des fractions de 50 mL de surnageant, représentant environ 35 g de foie, sont

déposées l'une après l'autre sur une colonne échangeuse d'ions contenant du gel

Macro-Prep DEAE en présence de deux tampons soit Tris-Cl et Tris-Cl/NaCl à pH =

7,5 comme éluants. L'élution se fait en mode gradient avec une étape d'équilibrage

du système, suivi de l'injection et l'élution de l'échantillon et le processus se termine

par le lavage et la regeneration de la colonne. Cette dernière étape permet de déposer

une nouvelle fraction sur la même colonne. Cependant, après plusieurs essais, il est

apparu évident que la colonne régénérée n'était pas aussi efficace pour faire la

separation des diverses protéines présentes dans le surnageant. Donc, pour améliorer

le rendement de cette étape de purification, il a fallu utiliser une nouvelle colonne

pour chaque fraction de 50 mL de surnageant.

3.2.3 Précipitation et extraction de la TGase

u

Une fois la chromatographie échangeuse d'ions terminée, il faut combiner les

fractions ayant des activités spécifiques égales ou supérieures à 1,8 U/mg. Le criblage

des meilleures fractions se fait par des dosages d'activité et de concentration de la

TGase tel que décrit dans la partie expérimentale.

La TGase est précipitée avec l'ajout goutte à goutte d'une solution de sulfate

de protamine 1% (m/v), en vue de séparer l'enzyme de certaines protéines ne

précipitant pas dans ces conditions. Afin d'avoir une précipitation maximale, il a été

déterminé que le volume de sulfate de protamine à ajouter est de 12 à 15% du volume

total de la solution d'enzyme. L'étape de précipitation est suivie d'une centrifugation,

après laquelle la TGase se retrouve dans le culot. L'enzyme est récupérée du culot par

l'intermédiaire de 3 extractions (tritiirations du solide) avec une solution de sulfate

d'ammonium 0,05 M. Ainsi, l'enzyme resolubilisée est séparée des autres protéines

ne se solubilisant pas dans ces conditions. Il est à noter qu'un lavage initial (avant
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extraction) du culot avec du tampon Tris-acétate 0,2 M (pH = 6,0) améliore le

rendement des extractions.

3.2.4 Concentration de l'enzyme

Par filtration (sous centrifugation), cette étape consiste à ramener les

surnageants combinés des extractions à un volume total d'environ 3 mL. La filtration

consiste en un filtre ayant une membrane imperméable à l'enzyme, mais perméable à

l'eau et les sels en solution. Ainsi, le dépôt sur la colonne d'exclusion de taille se fait

avec un échantillon concentré en enzyme.

3.2.5 Chromatographie d'exclusion de taille

La solution d'enzyme concentrée est déposée sur une colonne à exclusion de

taille ayant un support de type Bio-Gel A-0,5m à mèche fine. L'élution se fait en

mode isocratique avec du tampon Tris-acétate à pH = 6,0. Le chromato gramme de

cette colonne est relié à un spectrophotomètre UV à 280 mn, nous permettant ainsi de

déterminer où se trouvent les plus fortes concentration en protéines.

3.2.6 Tests finaux, lyophilisation et entreposage

D'après le chromatogramme de la colonne d'exclusion de taille, les fractions

ayant le plus de TGase (basé sur l'absorbance) sont dosées en concentration et en

activité. Les fractions possédant une haute activité spécifique sont combinées pour

donner une solution finale qui est ensuite divisée en aliquots de l mL dans des tubes

Eppendorf. A ce stade, le protocole de Leblanc et al (58) propose que l'enzyme soit

entreposée sous forme solide, afin qu'elle puisse demeurer stable dans le temps.

Donc, les aliquots de l mL étaient congelés sur de la glace sèche et mis dans une

centrifugeuse sous vide. Toutefois, cette étape posait problème, car la centrifugeuse

réchauffait les échantillons par sa rotation, causant des pertes d'activité spécifique de
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n l'enzyme. Nous avons donc réglé ce problème, en utilisant un lyophilisateur qui

maintient les aliquots congelés sous vide à - 40 °C.

Tableau 1: Résumé des résultats obtenus lors de la purification de la TGase

provenant du foie de cochon d'Inde

(Note: L'erreur expérimentale est estimée à 10%. Les chiffres qui figurent dans ce

tableau sont une moyenne établie sur six purifications).

Etape Quantité de
protéine

(mg)

Activité

(U)

Activité

Spécifique
(U/mg)

Rendement

(%)

Homogén. 22000 1410 0,06 100

Echange
d'ions

7010 1330 0,19 94

Extraction 320 1050 3,3 74

Exclusion de

Taille
62 490 7,9 35

Lyophilisation 22 425 19,3 30

u
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DÉVELOPPEMENT D'UNE METHODE

CONTINUE DE SUIVI CINÉTIQUE PAR

SPECTROPHOTOMÈTRIE UV-VISIBLE

4.1. Introduction

M.algré la connaissance des TGases depuis longtemps, tous les protocoles

utilises jusqu'à ce jour ne permettaient que de faire un suivi discontinu de l'activité

enzymatique. Ces différents systèmes impliquent des manipulations longues et

lourdes à mettre en oeuvre (61-62). Pour faire des études d'inhibition irréversible de

la TGase, une méthode cinétique continue présentait donc plusieurs avantages tel que

la possibilité de suivre directement la progression de la réaction enzymatique.

Récemment, une méthode continue a été développée dans notre laboratoire (63).

Celle-ci permettait de faire des études cinétiques de base de la TGase, mais elle ne

s'avère pas appropriée pour les études d'inhibition irréversible. En effet, il s'agit

d'une méthode indirecte, car elle fait intervenir une enzyme auxiliaire soit la

glutamate déhydrogénase (GDH). De ce fait, l'utilisation de composés secondaires,

comme les inhibiteurs, pourraient altérer son activité, compliquant ainsi nos études

cinétiques. Nous avons donc cherché à concevoir un système continu direct

permettant de suivre l'activité de la TGase. Ce chapitre présente le développement de

cette méthode directe de suivi cinétique et ce en utilisant la spectrophotométrie UV-

visible. Le détail de chaque expérience est présenté au chapitre 7, section 7.3.

u
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n 4.2. Stratégie de développement de la méthode

Lors de la mise au point de la méthode specù-ophotométrique, nous avons

décidé de conserver la Z-L-Gln-Gly comme substrat donneur y-glutamyle et

d'introduire un chromophore au niveau du substrat accepteur y-glutamyle. Le défi

était donc de trouver une aminé ayant un chromophore et pouvant être reconnu par

1'enzyme. Après avoir testé une série d'aminés, seule la N,N-diméthyl-l,4-

phénylènediamine (DMPDA) s'est avérée spécifique à l'enzyme (cf. figures 21-22).

La méthode consiste à suivre la formation de l'anilide 9 correspondant qui absorbe la

lumière à 278 mn. Ainsi, la transamidation par la TGase peut-être déterminée avec

une haute sensibilité et de façon continue en suivant l'augmentation de l'absorbance à

278 nm en fonction du temps.

Figure 21: Reaction de transamidation catalysée par la TGase
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0 4.3. Determination des KM de la Z-L-Gln-GIy et de la DMPDA

La figure 22 montre un profil typique de suivi cinétique en utilisant la

méthode développée.

Figure 22: Profil type de progression de l'absorbance à À,=278 nm associée à la

formation du produit anilide
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0 Ainsi, au cours de la réaction enzymatique, cette méthode nous permet de

suivre la formation de l'amide 9 par une grande variation d'absorbance (qui diminue

ainsi l'incertitude), dans un temps compris entre 2 et 10 minutes, dépendant de la

quantité d'enzyme ajoutée. Ceci représente un laps de temps ni trop court permettant

des lectures et des manipulations faciles et ni trop long qui impliquerait une perte

d'efficacité. De plus, l'excellente linéarité des pentes et le côté pratique de la méthode

permet de déterminer rapidement les vitesses initiales de transamidation avec une

haute reproductibilité.

Daiis le but de valider la précision de la méthode, les paramètres cinétiques du

substrat donneur connu dans la littérature soit la Z-L-Gln-Gly et du nouveau substrat

accepteur DMPDA ont été déterminés avec la méthode mise au point. Tel que montré

à la figure 23, un profil de vitesse initiale de transami dation en fonction de la

concentration du substrat donneur, permet de déterminer la constante de Michaelis-

Menten KM qui représente l'affinité du substrat pour la TGase du foie du cochon

d'Inde. La vitesse initiale est obtenue en prenant la valeur de la pente (ordre zéro)

dans les premiers 10% du profil de progression de la réaction enzymatique (cf. figure

22). Le KM obtenu pour la Z-L-Gln-Gly est de 2,40 mM (cf. figure 23). Ce résultat est

en excellent accord avec les KM de la littérature (46, 64, 65) qui varient entre 2 mM et

5 mM et valide ainsi la précision de la méthode développée.

Malgré que la Z-L-Gln-Gly soit le meilleur substrat dipeptidique connu pour

la TGase, sa valeur du KM de l'ordre du mM démontre une mauvaise affinité pour

1 enzyme. Généralement, un substrat possédant un KM ^ |J.M est reconnu comme

ayant une bonne affinité pour son enzyme. Ceci n'est évidemment pas le cas de la Z-

L-Gln-Gly, pour la TGase du foie du cochon d'Inde.

u
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n Figure 23: Courbe de Michaelis-Menten pour le substrat donneur Z-L-Gln-Gly
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Par ailleurs, la variation de la concentration de la DMPDA, à une

concentration fixe et saturante de Z-L-Gln-Gly (15 mM), permet de déterminer le KM

de la DMPDA. Ainsi, le tracé des pentes (ordre zéro) prélevé sur les premiers 10%

des profils tels que sur la figure 22 permet d'obtenir une valeur de 0,25 mM comme

KM pour le substrat accepteur (cf. figure 24). Si l'on compare cette valeur à celles qui

se trouvent dans la littérature pour d'autres substrats accepteurs, avec la Z-L-Gln-Gly

comme substrat donneur (64), on trouve que le Na-acétyl-L-lysine methyl ester a un

KM de 9,6 mM et la méthylamine 13,1 mM. Ces résultats démontrent que la DMPDA

possède une meilleure affinité pour la TGase que les substrats accepteurs

couramment utilisés jusqu'à présent.

u
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0 Figure 24: Courbe de Michaelis-Menten pour le substrat accepteur DMPDA
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4.4. Determination des constantes d'inhibition pour l'iodoacétamide

La sensibilité de la méthode par rapport à l'inhibition irréversible de la TGase

a également été étudiée par la détermination des constantes d'inhibition pour

l'iodoacétamide. Cette molécule est connue pour inhiber la TGase et les autres

enzymes à cystéine de manière irréversible (cf. figure 25).

u
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0 Figure 25: Reaction entre l'iodoacétamide et le thiolate d'une cystéine
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La littérature présente des résultats d'inhibition de l'iodoacétamide sur le

facteur de coagulation XIIIa, une TGase soluble dans le plasma, et sur la TGase du

foie du cochon d'Inde: kmact = 480 x 103 M"lmin1 (40) et kinact = 96 x 103 M'lmm1

(65) respectivement. En utilisant notre méthode spectrophotométrique continue, il a

été possible de suivre la perte en activité de la TGase, associée à l'inhibition

irreversible, en fonction de la concentration en iodoacétamide variant entre 300 et

1000 nM. D'après les travaux de Tian et al (66) et de Crawford et al (67), l'inhibition

irreversible d'une réaction enzymatique produit des courbes mono-exponentielles (cf.

figure 26) à partir desquelles on peut calculer la constante de vitesse de pseudo-

premier ordre, kobs. Ainsi, dans des conditions expérimentales où Ki < [I], alors:

k„
k cat

inact Kl
[l]

Et kcat et KI peuvent êù-e calculés selon l'équation suivante:

kc. .[1]k
obs

[I]+KP[I]+S'
[2]

u

Cette équation peut êù-e réarrangée dans le fomiat y = b +mx:

l _(1+K,)^ K,.[S]^
'<-obs k^ k^.K^.[IJ

[3]
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Les constantes de vitesse kobs, obtenus à partir d'un calcul de premier ordre

sur les courbes de la figure 26, permettent de tracer une droite selon l'equation 3 de

1/kobs vs 1/[I] (cf. figure 27). Les constantes d'inhibition kcat, et K.I sont obtenues à

partir de la pente et de l'ordoimée à l'origine calculées par régression linéaire.

Finalement, kinact est donnée par l'équation l. Ainsi, la valeur de kinaci obtenue pour

l'iodoacétamide sur la TGase du foie du cochon d'Inde est de 120 x 10 M'lmin'1.

Cette valeur de kinaci, mesurée par notre méthode est supérieure d'un facteur de ~ 100,

par rapport à celles présentées dans la littérature. Cette différence est probablement

attribuable à la très grande sensibilité de notre méthode qui permet de mesurer et

distinguer des vitesses de réaction quasi-identiques, en présence de concentrations

relativement faibles en inhibiteurs.

Figure 26: Profils cinétiques à différentes concentrations d'iodoacétamide
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Figure 27: Double réciproque de kobs versas [lodoacétamide]
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4.5. Conclusion

Ce chapitre a montré le développement d'une méthode continue de suivi

cinétique de la TGase par spectrophotométrie UV-visible. Cette nouvelle méthode a

été validée par la détermination du KM du substrat le plus couramment utilisé pour la

TGase soit la Z-L-Gln-Gly. Par le fait même, le KM du nouveau deuxième substrat

aminé pour la TGase, soit la DMPDA, a été détenniné et comparé avec les KM des

autre aminés connus dans la littérature. De plus, la sensibilité de la méthode par

rapport à l'inhibition irréversible de la TGase a également été étudiée par la

determination des constantes d'inhibition pour l'iodoacétamide. Il est intéressant de

souligner que la valeur de kjnact mesurée par cette méthode est supérieure d'un facteur

de ~ 100, par rapport à celles présentées dans la littérature. Ceci est probablement le
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résultat d'une très grande sensibilité de notre méthode qm permet de mesurer et

distinguer des vitesses de réaction quasi-identiques, en présence de concentrations
relativement faibles en inhibiteurs. Cette nouvelle méthode est ainsi sensible, efficace

et reproductible. De plus, la nature directe de ce test spectrophotométrique continue le

rend pratique et idéal pour son application dans le cadre d'études cinétiques précises

de la TGase.

Les valeurs des constantes de Michaelis-Menten et d'inhibition mesurées par

cette nouvelle méthode sont résumées au tableau 2.

Tableau 2: Résumé des diverses constantes cinétique obtenues par la méthode

développée

KM
(Z-L-Gln-Gly)0

(mM)

KM
(DMPDA)è

(mM)

KI

(iodoacétamide)c

(nM)

:at

(min-1)
linact

(M'lmin'1)

2.40 ± 0.05 0.25 ± 0.02 75±11 0.90 ±0.06 (120 ± l) x 105

a Déterminé à 0.8 mM de DMPDA.
b

e

Déterminé à 15 mM de Z-L-Gln-Gly.

Déterminé sur une plage de 300 à 1000 nM d'iodoacétamide.

u
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TESTS ENZYMOLOGIQUES

5.1. Introduction

L'étape d'acylation du mécanisme catalytique de la TGase consiste en

l'attaque nucléophile de la cystéine au site actif de l'enzyme, sur la fonction amide de

la chaîne latérale d'une glutamine. Ainsi les inhibiteurs analogues au substrat Z-L-

Gln-Gly ont été conçus, de façon à introduire une fonction inhibitrice irréversible en

bout de chaîne latérale du squelette dipeptidique. De plus, nous avons synthétisé des

inhibiteurs potentiels avec différentes longueurs de chaîne latérale, afin d'étudier leur

effet dans le site actif de l'enzyme.

Ce chapitre présente les résultats enzymologiques des 14 analogues

thiadiazole et des 24 analogues de types Michael et époxyde. Tous les effets

d'inhibition ont été de type irréversible. Cette conclusion a été tirée, après des études

cinétiques où les inhibiteurs ont été préincubés avec la TGase, pour des intervalles de

temps différents. La détermination des constantes d'inhibition irréversible a été

effectuée à partir des courbes mono-exponentielles générées par la réaction

enzymatique pour différentes concentrations en inhibiteur (cf. figure 28). Ces profils

cinétiques proviennent de la méthode spectrophotométrique continue présentée au

chapitre 4. Les constantes de vitesse d'inactivation de pseudo-premier ordre, kobs, ont

été calculées à partir de ces profils, afin d'etre en mesure de tracer une droite de 1/kobs

en fonction de 1/[I] (cf. figure 29). La pente et-l'ordonnée à l'origine de cette droite

permettent de déterminer les constantes d'inhibition kcat, kjnact et Ki tel que décrit à la

section 4.4 (66, 67). La procédure expérimentale pour ces études d'inhibition est

décrite au chapitre 7, section 7.4.

u
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n Figure 28: Courbes cinétiques pour différentes concentrations en inhibiteur

(exemple avec le composé Ij)
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0 Figure 29: Droite résultante de la double réciproque de kobs vs [I]

(exemple avec le composé Ij)
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5.2. Etude d'inhibition des analogues de type thiadiazole

Les constantes d'inhibition kcat, kjnact et Ki pour les analogues thiadiazole sont

résumées aux tableaux 3 à 7. Pour les dérivés amides thiadiazole (cf. tableaux 3 à 5),

il n'y a eu aucun effet d'inhibition significatif pour les composés n = l (la, Ib, 1c),

pour des concentrations inférieures à 500 |^M. Toutefois, des effets d'inhibition ont

été observés pour les composés ayant une chaîne latérale n = 2 (2a, 2b, 2c). Panni

ceux-ci, l'inhibiteur 2a s'est avéré le plus efficace avec un kjnact égal à 894 x 103 M'1
min . Il est intéressant de remarquer que le composé 2a ne porte pas la partie glycine.

Ensuite, l'inhibiteur le plus effectif de cette série a été le 2b, soit le composé ayant la
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glycine sous forme d'ester tert-butyïé comme second peptide, avec un kmact de 783 x

103 M'lmin'1. Finalement, parmi les dérivés amide thiadiazole ayant montré de l'effet
d'inhibition, le composé 2c s'est avéré le moins efficace avec un k;nact de 330 x 10
M min . Il est à noter que ce dernier, porte la glycine sous forme acide comme

second peptide. Ces résultats peuvent être expliqués de plusieurs façons. Tout

d'abord, contrairement aux inhibiteurs 2a, 2b, 2c, il semble que le souj&e de la

fonction thiadiazole ne soit pas à proximité de la cystéine au site actif de l'enzyme

pour les composés la, Ib, 1c. Par ailleurs, si l'on compare les effets observés pour les

analogues 2b et 2c, la presence d'une poche hydrophobe paraît évidente pour

expliquer l'affinité accme avec la fonction ester tert-butylée du composé 2b. Par

contre, étant donné que le composé 2a est le moins volumineux de la série,

l'efficacité de ce dernier serait due à sa capacité à pouvoir mieux s'insérer dans le site

actif de la TGase provenant du foie du cochon d'Inde.
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n Tableaux 3-5

Résumé des paramètres cinétiques pour les analogues amides thiadiazoles

(Le pourcentage d'incertitude pour chaque valeur est de 10%)

Tableau 3: Les composés de la série a

Q

ZNH,^<OH
n^°

kcat Kl kjnartXtO3 PlagC

(min1) QiM) (Mlmin1) (pM)

l

TV-3 2
*N'

Pas d'effet significatif <500

0,685 0,766 894 25-200

Tableau 4: Les composés de la série b

n(^c
r'NIrT'
<^° °

,OtBu

kcat Kl kinactXlO3 PlagC

(min1) (^M) (Mlmin1) (pM)

"3 2
•N'

Pas d'effet significatif <500

1,012 1,293 783 25-200

Tableau 5: Les composés de la série e

<B^r'IYJl"^r-
n^° °
HN-^\

_.)-CBÎ

kcat Kl k™ctXl03 PlagC
(min1) OiM) (Mlmm1) (y.M)

l

2

Pas d'efFet significatif

4,715 14,30 330

<500

100-400

0
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Les résultats d'inhibition pour les analogues aminé thiadiazole sont résumés

aux tableaux 6 et 7. Les composés Ih à 4h et li n'ont montré aucun effet d'inhibition

pour des concentrations inférieures à 500 )J,M. D'autre part, les analogues 2i à 4i ont

généré des effets d'inhibition avec des kinact entre 547 x 103 M'lmin1 et 720 x 103 M'
min . Les meilleurs résultats ont été obtenus avec les composés 2i et 4i, pour

lesquels il semble que l'arrangement tridimensionnel de la chaîne latérale en rapport

avec la cystéine soit plus favorable avec n=2 et n= 4. Par ailleurs, la comparaison

des résultats entre les analogues amide et aminé thiadiazole nous permet de conclure

que le positionnement des deux types d'iiihibiteurs dans le site actif est différent. En

fait, il faut réaliser que la géométrie et les interactions de la chaîne latérale portant la

fonction amide thiadiazole sont complètement différentes de celles portant la fonction

aminé thiadiazole. Par exemple, les analogues amide thiadiazole portent une

géométrie planaire sp2 sur la chaîne latérale, alors que les analogues aminé
thiadiazole portent une géométrie tétraédrique sp . De plus, la fonction amide peut
avoir des interactions différentes avec les acides aminés au site actif de l'enzyme, par

rapport à celle de la fonction aminé. Finalement, il semble que la fonction ester tert-

butylée des composés Ih à 4h ne se positionne pas à l'intérieur d'une poche

hydrophobe, tel que pour le composé 2b.

u
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0 Tableaux 6-7

Résumé des paramètres cinétiques pour les analogues aminés thiadiazoles

(Le pourcentage d'incertitude pour chaque valeur est de 10%)

Tableau 6: Les composés de la série h

0

ZNH,^L'NB"r
»NH °
"A
w.

OtBu

s'

OCB̂3

n

l

2

3

4

kcat Kl kinaetXlO3 PlagC

(min1) (|AM) (Mlmin1) QiM)

Pas d'efifet significatif <500

Tableau 7: Les composés de la série i

0

2NH ^NH^^
A^ s

OH

•NH

S-^N

OCHa

l

2

3

4

kcat Kl kfaartXlO3 PlagC
(min1) CtM) (Mlmin1) (^M)

Pas d'efFet significatif <500

0,881 1,248 706 25-200

1,227 2,245 547 25-200

1.215 1.687 720 25-200

u
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5.3. Étude d'inhibition des analogues de types Michael et époxyde

Les constantes d'inhibition kcat, kjnact et Ki pour les analogues de types

Michael et époxyde sont résumées aux tableaux 8 à 13. Pour les dérivés Michael (cf.

tableaux 8 à 10), il semble évident que l'ajout de la glycine comme second résidu

aminé augmente l'affmité de l'inhibiteur pour la TGase du foie du cochon d'Inde. De

plus, la présence en bout de chaîne principale d'une fonction acide carboxylique, au

lieu d'une fonction ester tert-butylée, implique une meilleur reconnaissance de

l'inhibiteur par l'enzyme. En fait, il semble que l'encombrement stérique de la

fonction ester tert-b\ity\ée soit un handicap pour l'affinité, alors qu'une interaction

hydrogène de la fonction acide dans le site actif de l'enzyme favoriserait de meilleurs

résultats d'inhibition. Par ailleurs, pour chaque série de composé Michael, il en

ressort que les analogues avec une chaîne latérale n = 4 sont les plus actifs en tant

qu'inhibiteurs irréversibles. En effet, le composé Michael ayant montré le plus

d'inhibition a été l'analogue 4l avec une valeur de kinact de 3000 x 10 M min et un

Kidel54nM.

u
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n Tableaux 8-10

Résumé des paramètres cinétiques pour les analogues de type Michael

(Le pourcentage d'incertitude pour chaque valeur est de 10%)

Tableau 8: Les composés de la série j

ZNH

0

'OH

^h
NH

0^^

l

2

3

4

kcat Kl kjnartXlO"3 PlagC
(min1) (tiM) (Mlmin1) (y.M)

1,076 1,173 917 25-200

0,729 0,809 901 25-200

1,326 2,316 573 25-200

0,669 0,521 1284 10-100

Tableau 9: Les composés de la série k

0

ZNHl^s^r'
^ s

,OtBu

0^^^

l

2

3

4

heat KI kjnactXlO3 PIagC
(min1) (^M) (Mlmin1) (pM)

0,950 1,479 642 25-200

0,601 0,511 1176 25-200

0,754 0,845 892 25-200

0.494 0.225 2196 10-100

u

Tableau 10: Les composés de la série

ZNHJ,
Y NH
M^ '0
n ^NH

0^^

OH

l

2

3

4

kcat

(min1)

Ki

(PM)

kinactXtO-3
(Mlmin1)

1,337

0,590

0,541

0,462
7

2,747

0,475

0,278

0,154

487

1242

1946

3000

Plage

OiM)

25-200

25-200

10-100

5-50
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Dans le cas des composés époxydes (cf. tableaux 11 à 13), contrairement aux

analogues de type Michael, I'addition de la glycine comme second résidu aminé

diminue l'affinité de l'inhibiteur pour la TGase. Toutefois, comme pour les composés

Michael, la présence de la glycine sous forme acide implique une meilleur

reconnaissance, par rapport aux inhibiteurs avec la glycine sous forme d'ester tert-

butylé. Les tableaux 12 et 13 montrent respectivement que les meilleurs résultats

d'inhibition ont été obtenus avec les analogues ayant une chaîne latérale n = 3, soit 3n

et 3o. Par contre, dans le cas des inhibiteurs époxyde sans la partie glycine (cf.

tableau 11), le meilleur effet d'inhibition a été observé avec le composé n = 4, soit le

dérivé 4m. Ce dernier s'est avéré être le composé le plus inhibiteur de la série des

époxydes, avec un kjnaci àe 2025 x 103. M'lmin'1 et un Ki de 276 nM. D'autre part, il

est important de souligner que les constantes d'inhibition présentées aux tableaux 11

à 13 proviennent du mélange diastéréomérique des analogues époxydes

correspondants. Ainsi, une bonne hypothèse serait de supposer qu'un énantiomère

soit plus inhibiteur que l'autre, ce qui aurait pour effet d'augmenter les valeurs de

kinact calculées.

u
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0 Tableaux 11-13

Résumé des paramètres cinétiques pour les analogues de type époxyde

(Le pourcentage d'incertitude pour chaque valeur est de 10%)

Tableau 11: Les composés de la série

ZNH
Y^ ^OH

nv>NH

°^7

l

2

3

4

kcat Ki kinactxl0'( Plage
(min1) (^M) (Mlmin1) (^M)

1,386 2,126 652 25-200

0,610 0,498 1225 25-200

0,503 0,292 1723 25-200

0,559 0,276 2025 5-50

Tableau 12: Les composés de la série n

0

ZNH

0̂"S7

OtBu

0

l

2

3

4

kcat KI kjn.ctXlO3 Plage

(min1) (^M) (Mlmin1) ÛIM)

2,487

2,017

0,866

1,451

5,907

4,195

0,950

2,421

421

481

912

599

75-300

75-300

25-200

75-300

u

Tableau 13: Les composés de la série o

0

ZNHl^~NH^r
ô

INH

°^7

OH

0

l

2

3

4

kcat
(min1)

Ki

(^M)

kinactXlO3 Plage
(Mlmin1) (^M)

0,602 1,100

0,813 1,233

0,629 0,561

0,593 0,594

547

659

1121

998

25-200

75-300

25-200

25-200
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La comparaison avec les inhibiteurs Michael apporte deux enseignements

intéressants. Le premier est que l'oxygène de la fonction époxyde semble amener une

gène stérique, à l'intérieur du site actif de la TGase du foie du cochon d'Inde. Cet

encombrement est prépondérant avec les inhibiteurs époxyde ayant la glycine comme

second peptide. Dans ces cas, l'inhibiteur avec une chaîne latérale n = 3 est plus

efficace que celui avec n = 4 (cf. tableaux 12-13). Le deuxième enseignement

démontre que les inhibiteurs sans la partie glycine sont plus efficaces avec la fonction

époxyde (2m-4m) qu'avec la fonction Michael (2j-4j).

5.4. Conclusion

En somme, les composés de types Michael et époxyde ont inhibé plus

efficacement la TGase du foie du cochon d'Inde que les composés portant la fonction

thiadiazole. L'analogue thiadiazole le plus inhibiteur 2a a été environ de 2 à 4 fois

moins efficace que les inhibiteurs de types Michael et époxyde les plus performants.

Dans l'ensemble, il est surtout intéressant de retenir les excellents effets

d'inhibition de la plupart des composés qui ont été synthétisés.

u
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n CONCLUSION

u

En dépit des nombreux inhibiteurs de TGases étudiés jusqu'à ce jour, la

plupart ne se sont pas avérés être suffisament efficaces (26-40). Etant donné

l'implication importante de cette enzyme au niveau de divers désordres

physiologiques chez l'humain, nous avons décidé de développer des inhibiteurs de

TGases pouvant pallier à ces déficits. Différentes synthèses ont donc dû être menées

sur une plage assez large de molécules, afin de déterminer les meilleures

caractéristiques nécessaires pour engendrer des interactions avec l'enzyme.

Les composés ont été envisagés sur la base d'une analogie de structure avec le

substrat le plus couramment utilisé pour la TGase, soit le dipeptide Z-L-Gln-Gly.

Trois types de fonctions inhibitrices de protéase à cystéine ont été utilisés, ce qui

nous a permis de synthétiser trois familles de composés analogues. Les différentes

synthèses ont donc permis de préparer un total de 38 molécules susceptibles de

donner des inhibitions. Parmi celles-ci, 14 possèdent la fonction 1,2,4-thiadiazole, 12

portent la fonction Michael et 12 possèdent la fonction époxyde. Ainsi, en

considérant l'analogie avec le substrat et l'efficacité de nos fonctions à pouvoir

inhiber de manière irréversible des protéases à cystéine, on espérait que les composés

synthétisés possèdent suffisamment d'affinité avec la TGase, pour donner des

inhibitions intéressantes.

Les études enzymologiques ont été effectuées, après avoir purifié la TGase

provenant du foie du cochon d'Inde et mis au point une méthode

spectrophotométrique continue de suivi cinétique de la TGase. Sur les 38 molécules

synthétisées, plusieurs ont inhibé la TGase du foie du cochon d'Inde. L'analogue

thiadiazole le plus efficace a été le composé 2a avec un k;nact de 894 x 103 M'lmin'1.

De façon générale, les composés Michael et époxyde ont inhibé plus efficacement la

TGase, avec des valeurs de kjnact allant jusqu'à 3000 x 103 M'lmin'1 pour l'analogue

Michael 4l, qui s'est avéré être le meilleur inhibiteur parmi les 38 testés.
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0

0

Les résultats enzymologiques ont apportés plusieurs enseignements

importants. En ce qui concerne les analogues thiadiazole, la géométrie et les

interactions de la chaîne latérale jouent un rôle clé dans la recoimaissance de

l'inhibiteur par l'enzyme. De plus, la nature de la fonction carboxylique du

groupement glycine est un élément prépondérant pour l'affinité du dipeptide pour la

TGase. Dans la série des composés Michael et époxyde, les inhibiteurs les plus

efficaces ont une longueur de chaîne latérale n = 4. Cette évidence nous permet de

conclure que l'effet d'inhibition augmente avec la longueur de la chaîne latérale.

Toutefois, la tendance générale des résultats avec les composés époxyde démontre

que l'oxygène de la fonction époxyde apporte une gène stérique dans le site actif de

l'enzyme. Cet handicap est atténué avec des analogues moins encombrés, tel que

ceux sans le groupement glycine et/ou avec une chaîne latérale plus courte tel n = 3.

En somme, plusieurs des inhibiteiirs conçus sont très actifs, avec des valeurs

de kinact élevées (> 700 x 10 M min ). Toutefois, d'un point de vue thérapeutique,

les composés les plus inhibiteurs devront combiner de fortes valeurs de kjnaci à une

excellente spécificité pour une TGase cible, par rapport aux autres enzymes à cystéine

de l'organisme.

Un travail important de recherche a donc été mené jusqu'à ce jour et les

objectifs fixés en début de projet ont tous été atteints. Différentes directions ont pu

être ciblées, afin de faire progresser la recherche sur l'inhibition des TGases. En ce

qui concerne les thiadiazoles, il apparaît intéressant de confirmer le mécanisme

enzymatique proposé par la compagnie Apotex Research (43, 44). De plus, il serait

approprié de synthétiser et de tester une deuxième génération d'inhibiteurs

thiadiazole, en reprenant l'analogue thiadiazole le plus effectif 2a et d'en faire

l'estérification avec un groupement tert-butyïe. Ainsi, il serait possible de vérifier si

la poche hydrophobe putative présente au site de liaison du substrat, augmenterait

l'affinité de ce composé. Egalement, un changement dans la nature de l'ester pourrait

nous enseigner sur l'effet d'encombrement dans le site actif. Par exemple,

l'utilisation d'ester méthylé ou aromatique serait envisageable. D'autre part, l'étude
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0 d'analogues aminé thiadiazole, sans le groupement glycine, permettrait de vérifier si

l'efficacité de l'analogue amide 2a pourrait être reproduite.

Il serait aussi intéressant de synthétiser et de tester une deuxième génération

d'analogues Michael et époxyde, où la fonction inhibiti-ice serait substituée, afin

d'étudier l'effet de substituant dans le site actif de l'enzyme. Par exemple, des

substituants hydrophobes et hydrophiles pourraient être greffés aux inhibiteurs pour

mieux comprendre leurs interactions avec l'enzyme. De plus, l'ajout de groupements

substituants électrodonneurs et électroattracteurs pourraient nous enseigner sur leur

effet (activateur ou inactivateur), du point de vue de la cinétique d'inhibition. D'autre

part, il apparaît prioritaire d'étudier l'effet cinétique d'analogues époxyde

énantiopurs, à partir des analogues époxyde diastéréomériques qui ont montré le plus

d'effet d'inhibition.

Finalement, des cocristallisations entre l'enzyme et nos meilleurs inhibiteurs

permettraient d'effectuer des travaux de rayons X et de modélisation moléculaire,

afin de connaître le positionnement exact des molécules dans le site actif de

l'enzyme. En tenant compte de ces résultats et de ceux déjà acquis par enzymologie,

une nouvelle série d'inhibiteurs, plus ciblée, pourrait être alors envisagée.

Eventuellement, l'héritage de ces travaux pourrait mener à une compréhension plus

approfondie du mécanisme natif de l'enzyme et à la conception d'un meilleur substrat

que la Z-L-Gln-Gly (cf. chapitre 4, p.33). Ainsi, l'inhibition de la TGase pourrait être

améliorée par l'introduction d'un meilleur groupement de reconnaissance sur de

nouveaux inhibiteurs.
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n PARTIE EXPÉRIMENTALE

7.1. Synthèse

7.1.1 Matériels et Méthodes

Les spectres RMN 1H et I3C ont été obtenus sur des appareils Brùker. Les

solvants utilisés sont indiqués avec les données spectrales et les déplacements

chimiques sont exprimés en ppm à partir du triméthylsilane. Les spectres de masse

(SM) ont été réalisés sur un appareil Micromass 1212. Les spectres infrarouge (IR)

ont été effectués sur un appareil Perkin-Elmer modèle 298 à transformée de Fourier.

Les spectres de produits liquides ont été pris à partir de film de chloroforme entre des

plaques de NaCl, alors que les spectres de produits solides ont été faits avec des

pastilles de KBr. Les points de fusion (pf) ont été déterminés avec un appareil à tube

capillaire Thomas Hoover. Les différentes chromatographies ont été effectuées avec

de la silice à Mesh 200-430 obtenue de A&C American Chemicals Ltd. Les réactifs

qui ont été achetés proviennent de Sigma-Aldrich Canada.

u

7.1.2 Procédure générale de synthèse

Procédure l: Ouverture d'un anhydride cyclique par un thiadiazole nucléophile

(synthèse des composés l a-2a)

A 25 mL de sulfoxyde de diméthyle anhydre sont dissouts 10 mmol des

anhydrides d'acide carbobenzyloxy-L-aspartique 5 ou carbobenzyloxy-L-glutamique

6 correspondant. Ensuite, 1,15 g de 5-amino-3-methyl-1,2,4-thiadiazole 7 (10 mmol)

sont ajoutés. Le mélange réactionnel est agité à température ambiante pendant 2

heures. Les composés la-2a sont obtenus après que le sulfoxyde de diméthyle ait été

évaporé sous vide.
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Procédure 2: Couplage peptidique (synthèse des composés lb-2b)

Les composés la-2a (6 mmol) sont activés par l'ajout de 1,15 g de EDC sous

forme d'un sel d'acide chlorhydrique (6 mmol), en présence de dichlorométhane (50

mL) et 0,92 mL de triéthylamine (6,6 mmol). Après 15 minutes, 1,00 g de glycine

tert-buty\ée sous forme d'un sel d'acide chlorhydrique (6 mmol) est ajoutée au

mélange qui est agité à température ambiante pendant une nuit. Le mélange

réactionnel est lavé avec de l'acide chlorhydrique l M (le pH de la phase aqueuse est

maintenu autour de 3). Le produit désiré est obtenu après que la phase organique ait

été séchée avec du sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous vide.

Procédure 3; Déprotection d'un ester tert-butyïé (synthèse des composés lc-2c et

lh-4h)

Les composés lb-2b (3 mmol) ou lg-4g (l mmol) sont solubilisés dans 50

mL de dichlorométhane. De l'acide chlorhydrique gazeux est bulle pendant 4 heures

dans le mélange réactionnel à température ambiante. Le produit désiré est obtenu

après que le solvant ait été évaporé sous vide.

Procédure 4: Transformation d'un amide en aminé (synthèse des composés ld-2d)

L'iodure de bis(trifluoroacétoxy)phényle (6,45 g, 15 mmol) est dissou dans un

mélange diméthylformamide / eau (60 mL; 1:1 v/v). Le Na-carbobenzyloxy-L-

asparagine (10 mmol) ou le Na-carbobenzyloxy-L-glutamine (10 mmol) est ajouté à

la solution à température ambiante. Après 15 minutes d'agitation, 1,6 mL de pyridine

(20 mmol) sont additionnés au mélange qui est ainsi agité pendant 3 heures. Le

mélange réactionnel est évaporé sous vide et le résidu est repris dans 100 mL d'eau.

La solution aqueuse est lavée avec du diéthyl éther (3 x 100 mL) et évaporée sous

vide. Après dissolution du résidu dans un minimum d'éthanol et précipitation dans de

l'éther, le produit désiré est obtenu après que le précipité ait été filtré et lavé avec de

l'éther.

u
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0
Procédure 5: Protection d'une aminé par le groupement Fmoc (synthèse des

composés le-4e)

Les dérivés aminés ld-4d (n = 1-4) (10 mmol) et 4,20 g de bicarbonate de

sodium (50 mmol) sont solubilisés dans 100 mL d'eau. A cette solution aqueuse sont

ajoutés 2,58 g de Fmoc-Cl (10 mmol) dans 100 mL de téù-ahydrofurane. Le mélange

réactionnel est agité pendant 3 heures à température ambiante. Le tétrahydrofurane

est ensuite évaporé sous vide et la phase aqueuse est acidifiée à pH l. Le produit est

extrait avec du dichlorométhane (3 x 100 mL). Le produit désiré est obtenu après que

la phase organique ait été séchée sur du sulfate de magnésium, filtrée et évaporée

sous vide.

Procédure 6: Couplage peptidique (synthèse des composés lf-4f)

Les composés le-4e (9 mmol) sont activés par l'ajout de 1,73 g de EDC sous

forme d'un sel d'acide chlorhydrique (9 mmol), en présence de 1,38 mL de

triéthylamine (9,9 mmol) dans du dichlorométhane (100 mL). Après 15 minutes, 1,50

g de glycine tert-butylée sous forme d'un sel d'acide chlorhydrique (9 mmol) est

ajoutée au mélange qui est agité à température ambiante pendant une nuit. Le

mélange réactionnel est lavé avec de l'acide chlorhydrique l M (le pH de la phase

aqueuse est maintenu autour de 3). Le produit désiré est obtenu après que la phase

organique ait été séchée avec du sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous vide.

0

Procédure 7: Déprotection du groupement Fmoc (synthèse des composés lg-4g)

Les composés lf-4f (7 mmol) sont solubilisés dans 100 mL d'acétonitrile et

14,5 mL de diéthylamine (140 mmol). Le mélange est agité pendant une nuit à

température ambiante. Une fois que le mélange réactionnel ait été évaporé, le résidu

est repris dans 100 mL d'acétonitrile et lavé plusieurs fois avec de l'hexane (6 x 100

mL). Le produit désiré est obtenu après une evaporation sous vide de l'acétonitrile.
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Procédure 8: Couplage entre un thiadiazole électrophile et une aminé nucléophile

(synthèse des composés lh-4h)

Les composés lg-4g (6 mmol) ont été solubilisés dans 100 mL d'acétonitrile

en présence de 1,67 mL de triéthylamine (12 mmol) et 0,90 g d'iodure de sodium (6

mmol). Après l'addition de 0,90 g de 5-chloro-3-méthoxy-l,2,4-thiadiazole 8 (6

mmol), le mélange est agité et chauffé à reflux pendant une nuit. Le mélange

réactionnel est évaporé sous vide et le résidu est purifié par une chromatographie

flash avec un mélange acétate d'éthyle/hexane (70/30) comme éluant.

Procédure 9: Formation d'un amide a, P-insaturé (synthèse des composés lj-4j)

Dans 300 mL de méthanol sous azote, 10 mmol du dérivé aminé

correspondant ld-4d sont solubilisés. Après addition de 14 mL de triéthylamine (100

mmol), la solution est amenée à 0 °C et 4,8 mL de chlorure d'acryloyle (60 mmol)

sont additionnés goutte à goutte. Le mélange réactionnel est ensuite agité pendant une

nuit à température ambiante. Le mélange est évaporé sous vide et le résidu est repris

dans 100 mL d'eau. La solution aqueuse est acidifiée jusqu'à un pH de 1,5 avec de

l'acide chlorhydrique l M et le produit est extrait avec de l'acétate d'éthyle (3 x 100

mL). La phase organique est séchée sur sulfate de magnésium, filtrée et évaporée

sous vide donnant ainsi le produit désiré.

Procédure 10: Couplage peptidique (synthèse des composés lk-4k)

Les composés lj-4j (6 mmol) sont activés par l'ajout de 1,15 g de EDC sous

forme d un sel d'acide chlorhydrique (6 mmol) en présence de dichlorométhane (150

mL) et 0,92 mL de triéthylamine (6,6 mmol). Après 15 minutes, 1,00 g de glycine

tert-buty\ée sous forme d'un sel d'acide chlorhydrique (6 mmol) est ajoutée au

mélange réactionnel qui est agité à température ambiante pendant une nuit. Le

mélange est lavé avec de l'eau (3 x 150 mL) et la phase organique est séchée sur

sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous vide. Le résidu ainsi obtenu est purifié

par chromatographie flash avec de l'acétate d'éthyle comme éluant.



Chapitre 7 62

0 Procédure 11: Déprotection d'un ester tert-buty\é (synthèse des composés 11-41)

Les composés lk-4k (3 mmol) sont solubilisés dans 50 mL de

dichlorométhane. De l'acide chlorhydrique gazeux est bulle pendant 4 heures dans le

mélange réactionnel à température ambiante. Le produit pur est obtenu après que le

solvant ait été évaporé sous vide.

Procédure 12: Êpoxydation d'un amide a, P-insaturé par le DMDO (synthèse des

composés lm-4m, ln-4n, lo-4o)

Le DMDO est préparé à partir d'une solution de 58 g de bicarbonate de

sodium (690 mmol), 120 g d'oxone (178 mmol) dans 250 mL d'eau et 192 mL

d'acétone. Le DMDO est obtenu en solution 2 M dans l'acétone par distillation sous

vide avec un piège à glace sèche. Ainsi, un large excès de DMDO 2 M dans l'acétone

est ajouté siir l mmol des composés lj-4j, lk-4k, 11-41. Pour compléter

l'époxy dation, le mélange réactionnel est agité à 0 C pendant 5 heures et à

température ambiante pendant une nuit. Le produit pur est obtenu après evaporation

sous vide du solvant et de l'excès de DMDO.

u
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7.1.3 Données spectrales

63

la: Nra-Carbobenzyloxy-2-amino-Ny-(3-methyI-5-fl,2,41thiadiazolyl)-L-

asparagine

0

0, NH

T'"X"OH
0 l(^°

HN^^N.
s~

V-CH3
//

-N

Ce composé a été préparé selon la procédure générale l . Une poudre orange pâle a été

obtenue (Rdt = 85%).

IRvmax 3279 (OH); 1749, 1709, 1689 (C=0).

RMN'H (CD3ÛD; 400 MHz) 5 7.45-7.25 (m, 5H), 5.10 (s, 2H), 4.24 (t, 1H, J = 4.1

Hz), 2.44 (d, 2H, J = 4.0 Hz), 2.22 (s, 3H).

RMN13C (CDaOD; 100 MHz) ô 175.32, 170.65, 169.78, 157.19, 138.01, 137.99,

129.29, 128.62, 128.57, 66.80, 54.70, 30.88, 19.01.

SM(FAB+)365.1 (MH+).

pf(°C)124.

u
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2a: Na-Carbobenzyloxy-2-amino-Ng-(3-methyI-5-[l,2,4]thiadiazolyl)-L-glutamine

0

0. NH
OH

0 0
2

HN N

CH3
s N

Ce composé a été préparé selon la procédure générale l. Une huile foncée a été

obtenue (Rdt = 86%).

IRvmax 3290 (OH); 1743, 1712, 1675 (C=0).

RMN'H (CDaOD; 400 MHz) ô 7.45-7.27 (m, 5H), 5.10 (s, 2H), 4.21 (t, 1H, J = 4.1

Hz), 2.41 (t, 2H, J =3.3 Hz), 2.21 (s, 3H), 1.19 (td, 2H, J = 3.3 Hz, J =4.2 Hz).

RMN13C (CD3ÛD; 100 MHz) 5 175.30, 170.60, 169.76, 157.25, 138.04, 138.00,

129.25, 128.66, 128.58, 66.76, 54.74, 31.09, 27.95, 18.91.

SM(FAB+)379.1 (MH+).

u
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n Ib: Ester Nct-carbobenzyloxy-2-amino-NY-(3-methyl-5-[l,2,4]thiadiazolyI)-L-

asparaginylglycine tert-butylé

u

0^ NH
~^('
0

l

0

NH'

0

0

0

HN^ ^N

"T>CH3
S-N

Ce composé a été préparé à partir de la procédure générale 2. Une poudre blanche a

été obtenue (Rdt = 95%).

IRvmax 1750 , 1747, 1706, 1679 (C=0).

RMN1H (CDsOD; 400 MHz) 5 7.42-7.28 (m, 5H), 5.11 (s, 2H), 4.22 (t, 1H, J = 5.6

Hz), 3.83 (s, 2H), 2.39 (d, 2H, J = 5.7 Hz), 2.18 (s, 3H), 1.46 (s, 9H).

RMN13C (CDaOD; 100 MHz) ô 175.31, 174.62, 170.60, 169.77, 158.49, 138.09,

138.02, 129.59, 128.94, 128.89, 82.79, 67.56, 55.09, 42.98, 33.11, 28.54, 19.08.

SM (FAB+) 478.2 (MH+).

pf(°C)94.
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2b: Ester Na-carbobenzyloxy-2-amino-N5-(3-methyl-5-n,2,41thiadiazolyI)-L-

glutaminylglycine tert-buty\é

66

0

00 NH
NH

0 00
2

HN^^N
l, ^

s N

Ce composé a été préparé à partir de la procédure générale 2. Une poudre foncée a été

obtenue (Rdt = 94%).

IRvmax 1753, 1749, 1709, 1691 (C=0).

RMN1H (CD3ÛD; 400 MHz) ô 7.45-7.30 (m, 5H), 5.10 (s, 2H), 4.20 (t, 1H, J = 5.5

Hz), 3.80 (s, 2H), 2.41 (t, 2H, J - 7.0 Hz), 2.16 (s, 3H), 1.47 (s, 9H), 1.26 (td, 2H, J =

7.0 Hz, J =5.5 Hz).

RMN13C (CDaOD; 100 MHz) § 175.33, 174.66, 170.63, 169.75, 158.52, 138.11,

138.02, 129.60, 128.96, 128.92, 82.89, 67.76, 55.12, 43.00, 33.14, 31.24, 28.51,

19.12.

SM (FAB+) 492.2 (MH+).

pf(°C)84.

u
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1c: Na-Carbobenzyloxv-2-ammo-Ny-C3-methyI-5-n,2,41thiadiazolyl)-L-

asparaginylglycine

0

0 NH 0
NH

0 0 OH
l

HN, ^N

^CH3
ï-N

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 3. Une poudre orange pâle a été

obtenue (Rdt= 100%).

IRvmax 3291 (OH); 1749, 1712, 1701, 1689 (C=0).

RMN'H (CD3ÛD; 400 MHz) ô 7.44-7.30 (m, 5H), 5.09 (s, 2H), 4.19 (t, 1H, J = 5.4

Hz), 3.95 (s, 2H), 2.37 (d, 2H, J = 7.1 Hz), 2.16 (s, 3H).

RMN13C (CD3ÛD; 100 MHz) ô 175.03, 173.99, 173.22, 169.61, 158.14, 137.90,

129.43, 129.05, 128.91, 67.79, 55.60, 41.71, 32.46, 18.77.

SM (FAB+) 422.3 (MH+).

pf(°C)76.

u
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2c: Nc,-Carbobenzyloxy-2-amino-Ns-(3-methyl-5-[l,2,41thiadiazolyl)-L-

glutaminylglycine

68

0

00 NH

T NH

^0 0 OH
2

HN, ^N
T'VCH,

//
s N

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 3. Une poudre jaune pâle a été

obtenue (Rdt = 100%).

IRvmax3301 (OH); 1752, 1715, 1703, 1690 (C=0).

RMN1H (CD3ÛD; 400 MHz) ô 7.36-7.17 (m, 5H), 5.07 (s, 2H), 4.22 (t, 1H, J = 4.9

Hz), 3.90 (s, 2H), 2.43 (t, 2H, J = 7.1 Hz), 2.18 (s, 3H), 2.00 (td, 2H, J = 5.0 Hz, J =

7.1 Hz).

RMN13C (CDsOD; 100 MHz) § 175.01, 173.94, 173.20, 169.66, 158.37, 139.24,

137.90, 128.43, 129.01, 128.87, 67.85, 55.61, 41.82, 32.49, 28.41, 18.74.

SM (FAB+) 436.3 (MH+).

pf(°C)104.

u
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Id: Acide Nct-carbobenzyloxy-L-2,3-diaminopropionique

0

0. NH

l

OH

0
NH2

Ce composé a été prépare selon la procédure générale 4. Une poudre blanche a été

obtenue (Rdt = 80%).

IRvmax 3130 (OH); 3050 (NN2); 1751, 1690 (C=0).

RMN1H (D2Û; 400 MHz) 5 7.21-7.13 (m, 5H), 4.38 (s, 2H), 3.98 (t, 1H, J = 10.0

Hz), 3.55 (d, 2H, J =10.0 Hz).

RMN13C (D2Û; 100 MHz) ô 178.59, 158.76, 137.14, 129.53, 129.11, 128.51, 67.71,

59.72,43.58.

SM(FAB+)239.1 (MH+).

pf(°C)212.

pf litt(53) (°C) 228-230.

u
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n 2d: Acide Nu-carbobenzyloxy-L-2,4-diaminobutyrique

0

0. NH
OH

0
2 NH2

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 4. Une poudre blanche a été

obtenue (Rdt= 81%).

IRVmax3115 (OH); 3010 (NH2); 1748, 1692 (C=0).

RMN1H (D2Û; 400 MHz) ô 7.25-7.14 (m, 5H), 4.40 (s, 2H), 3.94 (t, 1H, J = 9.9 Hz),

3.59 (d, 2îî, J = 5.0 Hz), 2.11 (td, 2H, J = 9.8 Hz, J = 5.0 Hz).

RMN'3C (D2Û; 100 MHz) 5 178.52, 158.57, 137.09, 129.51, 129.12, 128.47, 67.77,

54.68,37.48,30.50.

SM(FAB+)253.1 (MH+)

pf(°C) 191.

pf litt(53) (°C) 188-190.

u
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le: Acide Nn-carbobenzvloxv-2-ammo-Np-9-fluorenylmethoxycarbonyl-3-amino-

L-propionique

0

0, NH
OH

° l(^NHFmoc

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 5. Une poudre jaune pâle a été

obtenue (Rdt = 95%).

IR Vmax 3303 (OH); 1750, 1730, 1672 (C=0).

RMN1H (CDC13; 400 MHz) ô 7.74 (d, 2H, J = 7.6 Hz), 7.57 (d, 2H, J = 7.4 Hz),

7.43-7.29 (m, 9H), 6.43 (s, 1H), 5.62 (s, 1H), 5.10 (s, 2H), 4.48-4.41 (m, 3H), 4.16 (t,

1H, J - 6.3 Hz), 1.82 (d, 2H, J = 6.5 Hz).

RMN13C (CDC13; 100 MHz) 5 174.30, 157.69, 156.77, 143.79, 141.30, 136.00,

128.56, 128.21, 127.81, 127.18, 125.19, 124.96, 120.06, 67.37, 64.97, 54.88,47.02,

42.51.

SM(FAB+)461.2(MH+).

pf(°C)95.

u
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2e: Acide Na-carbobenzyloxy-2-amino-Nv-9-fIuorenylmethoxycarbonyl-4-amino-

L-butyrique

0

0. NH
OH

0
2^'NHFmoc

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 5. Une poudre blanche a été

obtenue (Rdt = 96%).

IRvmax 3305 (OH); 1764, 1733, 1675 (C=0).

RMN'H (CDC13; 400 MHz) § 7.75 (d, 2H, J = 7.6 Hz), 7.58 (d, 2H, J = 7.5 Hz),

7.48-7.33 (m, 9H), 6.44 (s, 1H), 5.65 (s, 1H), 5.13 (s, 2H), 4.46-4.41 (m, 3H), 4.17 (t,

1H, J = 6.0 Hz), 1.89 (t, 2H, J = 6.4 Hz), 1.52 (td, 2H, J = 6.2 Hz, J = 6.3 Hz).

RMN13C (CDCls; 100 MHz) ô 175.28, 157.07, 156.79, 143.95, 141.33, 136.11,

128.61, 128.14, 127.79, 127.16, 125.22, 124.95, 120.07, 67.66, 67.31, 51.56, 47.19,

37.55,332.80.

SM (FAB+) 475.2 (MH+).

pf(°C) 106.

u
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3 e : Ng-Carb ob enzyloxy-Ns-9-fluorenvImethoxycarbonyl-L-ornithme

73

0

0, NH
~ OH

0 ,(^.
3^/'NHFmoc

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 5. Une poudre blanche a été

obtenue (Rdt = 96%).

IRvmax 3299 (OH); 1759, 1730, 1675 (C=0).

RMN1H (CDCls; 400 MHz) ô 7.76 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 7.56 (d, 2H, J = 7.5 Hz),

7.45-7.32 (m, 9H), 6.42 (s, 1H), 5.61 (s, 1H), 5.11 (s, 2H), 4.47-4.39 (m, 3H), 4.15 (t,

1H, J = 6.2 Hz), 1.91 (t, 2H, J = 6.5 Hz), 1.53-1.28 (m, 4H).

RMN13C (CDC13; 100 MHz) ô 175.54, 156.87, 156.32, 143.88, 141.29, 136.13,

128.53, 128.21, 128.12, 127.70, 125.06, 124.82, 119.99, 67.11, 66.70, 53.43, 47.17,

40.40, 29.53, 25.77.

SM (FAB+) 489.3 (MH+).

pf(°C) 121.

pflitt. (68) (°C) 103-105.

u
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4e: Na-CarbobenzyIoxy-NR-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-lysine

0

74

0. NH
OH

0
4V /'NHFmoc

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 5. Une poudre jaune pâle a été

obtenue (Rdt = 95%).

IRvmax 3300 (OH); 1760, 1730, 1672 (C=0).

RMN1H (CDCla; 400 MHz) § 7.75 (d, 2H, J - 7.5 Hz), 7.56 (d, 2H, J = 7.4 Hz),

7.43-7.28 (m, 9H), 6.43 (s, 1H), 5.61 (s, 1H), 5.10 (s, 2H), 4.44-4.36 (m, 3H), 4.18 (t,

1H, J =6.5 Hz), 1.88 (t, 2H, J =6.6 Hz), 1.54-1.24 (m, 6H).

RMN13C (CDCh; 100 MHz) 5 175.95, 156.97, 156.58, 143.98, 141.33, 136.28,

128.57, 128.21, 128.13, 127.15, 125.15, 125.01, 120.06, 67.09, 66.69, 53.76, 47.24,

40.56,31.78,29.26,22.41.

SM (FAB+) 503.4 (MH+).

pf(°C)139.

pflitt.(69)(°C) 113-114.

u
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If: Ester Na-carbobenzyloxy-2-amino-Np-9-fluorenylmethoxycarbonyI-3-amino-

L-propionylglycine tert-butyïé

0

0, NH
NH

NHFmoc

0

0 l(^. 0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 6. Une poudre jaune pâle a été

obtenue (Rdt = 95%).

IRvmax 1751, 1721, 1700, 1659 (C=0).

RMN'H (CDCla; 400 MHz) 5 7.75 (d, 2H, J = 7.6 Hz), 7.59 (d, 2H, J = 7.6 Hz),

7.41-7.34 (m, 9H), 6.44 (s, 1H), 5.43 (s, 1H), 5.10 (s, 2H), 4.95 (s, 1H), 4.45-4.37 (m,

3H), 4.24 (t, 1H, J - 6.3 Hz), 3.90 (s, 2H), 3.04 (d, 2H, J = 5.9 Hz), 1.44 (s, 9H).

RMN13C (CDC13; 100 MHz) § 171.02, 168.83, 157.40, 156.38, 145.09, 141.13,

137.89, 128.43, 128.28, 127.67, 127.09, 126.88, 125.08, 119.74, 81.29, 66.87, 64.23,

52.94, 47.04, 45.61, 30.34, 27.98.

SM (FAB+) 574.2 (MH+).

pf(°C) 118.

u
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2 f: Ester Na-carbobenzyloxy-2-amino-NY-9-fluorenylmethoxycarbonyI-4-

diamino-L-butyrylglycine tert-butylé

76

0

0. NH

0

NH

2K /'NHFmoc

0

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 6. Une poudre jaune pâle a été

obtenue (Rdt = 96%).

IRvmax 1752, 1720, 1702, 1659 (C=0).

RMN'H (CDCls; 400 MHz) ô 7.77 (d, 2H, J = 7.6 Hz), 7.61 (d, 2H, J = 7.6 Hz),

7.41-7.32 (m, 9H), 6.44 (s, 1H), 5.45 (s, 1H), 5.11 (s, 2H), 4.95 (s, 1H), 4.44-4.35 (m,

3H), 4.22 (t, 1H, J = 6.1 Hz), 3.91 (s, 2H), 1.93 (t, 2H, J = 6.4 Hz), 3.04 (d, 2H, J =

5.9 Hz), 1.41 (s,9H).

RMN13C (CDC13; 100 MHz) ô 172.01, 168.82, 157.12, 156.40, 143.98, 141.22,

136.35, 128.48, 128.08, 127.95, 127.65, 127.07, 125.17, 119.93, 81.89, 66.90, 64.57,

52.38, 47.16, 42.01, 37.39, 33.49, 27.97.

SM(FAB+) 588.2 (MH+).

pf(°C)90.

u
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3 f: Ester Na-carbobenzyloxy-N5-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-ornithinyl

glycine tert-butyïé

77

0

0

0. NH
NH

0 0
3</"NHFmoc

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 6. Une poudre jaune pâle a été

obtenue (Rdt = 97%).

IRVmax 1754, 1725, 1700, 1660 (C=0).

RMN1H (CDCla; 400 MHz) ô 7.74 (d, 2H, J = 7.7 Hz), 7.59 (d, 2H, J = 7.6 Hz),

7.40-7.32 (m, 9H), 6.43 (s, 1H), 5.43 (s, 1H), 5.09 (s, 2H), 4.93 (s, 1H), 4.45-4.36 (m,

3H), 4.23 (t, 1H, J = 6.2 Hz), 3.89 (s, 2H), 3.01 (t, 2H, J = 5.4 Hz), 1.71-1.45 (m,

13H).

RMN13C (CDCb; 100 MHz) 5 172.16, 168.75, 156.97, 156.38, 143.94, 141.25,

136.25, 128.49, 128.12, 128.02, 127.65, 127.03, 125.08, 119.93, 82.14, 66.94, 66.60,

53.50, 47.21, 41.92, 39.81, 30.12, 27,96, 25.99.

SM (FAB+) 602.4 (MH+).

pf(°C)112.

u
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4f: Ester Na-carbobenzyIoxy-Ng-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-lysylglycine tert-

butylé

0

0

0. NH
NH'^^-

0 0
4K ^NHFmoc

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 6. Une poudre blanche a été

obtenue (Rdt = 97%).

IRVmax 1750, 1720, 1700, 1658 (C=0).

RMN'H (CDCla; 400 MHz) ô 7.76 (d, 2H, J = 7.6 Hz), 7.58 (d, 2H, J = 7.5 Hz),

7.41-7.31 (m, 9H), 6.43 (s, 1H), 5.41 (s, 1H), 5.10 (s, 2H), 4.91 (s, 1H), 4.44-4.36 (m,

3H), 4.21 (t, 1H, J = 6.1 Hz), 3.92 (s, 2H), 3.08 (t, 2H, J = 4.2 Hz), 1.70-1.39 (m,

15H).

RMN13C (CDCls; 100 MHz) ô 171.87, 168.67, 156.56, 156.23, 143.91, 141.15,

136.09, 128.39, 128.04, 127.92, 127.53, 126.92, 124.96, 119.83, 82.16, 66.88, 66.37,

54.58, 47.13, 41.83, 40.17, 31.84, 29.19, 27.90, 22.14.

SM (FAB+) 616.4 (MH+).

pf(°C)119.

u
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l2: Ester Nu-carbobenzyloxy-2,3-diamino-L-propionylglycine terf-butylé

0

0, NH ^A^^^^^ ^0
NH

0
l^NHz

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 7. Un solide jaune pâle

visqueux a été obtenu (Rdt = 93%).

IR Vmax 3099 (NHz); 1744, 1724, 1670 (C=0).

RMN1H (CDCb; 400 MHz) § 7.33-7.28 (m, 5H), 6.01 (s, 2H), 5.41 (s, 1H), 5.25 (s,

1H), 5.04 (s, 2H), 3.90 (t, 1H, J = 6.6 Hz), 3.82 (s, 2H), 2.96 (d, 2H, J = 6.7 Hz), 1.46

(s, 9H).

RMN13C (CDC13; 100 MHz) § 172.74, 168.99, 153.92, 137.49, 128.37, 127.88,

127.76, 81.49, 66.56, 52.91, 45.01, 41.61, 27.92.

SM (FAB+) 352.2 (MH+).

u
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2g: Ester Nct-carbobenzyloxy-2,4-diamino-L-butyrylglycine tért-butylé

0

80

0. NH 0
NH

0 0
2V^NH2

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 7. Un solide jaune pâle

visqueux a été obtenu (Rdt = 92%).

IR Vmax 3054 (NH2); 1747, 1725, 1666 (C=0).

RMN1H (CDC13; 400 MHz) ô 7.33-7.29 (m, 5H), 6.02 (s, 2H), 5.45 (s, 1H), 5.27 (s,

1H), 5.03 (s, 2H), 3.94 (t, 1H, J = 6.7 Hz), 3.82 (s, 2H), 2.96 (t, 2H, J = 4.7 Hz), 1.93

(td, 2H, J = 6.8 Hz, J = 4.7 Hz), 1.48 (s, 9H).

RMN13C (CDC13; 100 MHz) § 172.67, 168.84, 156.47, 136.45, 128.32, 127.86,

127.76, 81.47, 66.51, 52.81, 44.90, 41.77, 34.88, 27.81.

SM (FAB+) 366.2 (MH+).

u
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3g: Ester Na-carbobenzyloxy-L-ornithinyIgIycine tert-buty\e

0

0. NH 0
NH

0 0
3^NH2

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 7. Un solide jaune pâle

visqueux a été obtenu (Rdt = 92%).

IRvmax 3072 (NH2); 1745, 1723, 1675 (C=0).

RMN'H (CDCb; 400 MHz) ô 7.32-7.28 (m, 5H), 6.03 (s, 2H), 5.44 (s, 1H), 5.27 (s,

1H), 5.05 (s, 2H), 3.91 (t, 1H, J = 6.8 Hz), 3.83 (s, 2H), 2.99 (t, 2H, J - 4.5 Hz), 1.94-

l.36 (m, 13H).

RMN13C (CDCls; 100 MHz) ô 172.59, 168.89, 156.40, 136.43, 128.34, 127.89,

127.82, 81.65, 66.53, 54.46, 41.77, 30.19, 28.86, 27.88, 20.96.

SM (FAB+) 380.2 (MH+).

u
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4g: Ester Na-carbobenzyloxy-L-lysylglycine ter^-butylé

0

0. NH 0
NH

0
NHz

Ô 4^

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 7. Un solide jaune pâle

visqueux a été obtenu (Rdt = 93%).

IRvmax 3104 (NH2); 1745, 1727, 1671 (C=0).

RMN'H (CDCh; 400 MHz) ô 7.32-7.29 (m, 5H), 6.01 (s, 2H), 5.45 (s, 1H), 5.29 (s,

1H), 5.06 (s, 2H), 3.90 (t, 1H, J = 6.6 Hz), 3.82 (s, 2H), 2.97 (t, 2H, J = 3.5 Hz), 1.96-

1.37(m, 15H).

RMN13C (CDCls; 100 MHz) ô 172.44, 168.56, 156.09, 136.29, 128.09, 127.63,

127.51, 81.84, 66.19, 54.54, 41.50, 32.11, 31.77, 28.51, 27.61, 22.37.

SM(FAB+)393.3(MH+).

(J
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Ih: Ester Nct-carbobenzyIoxy-2-amino-Np-(3-methoxy-5-[l,2,4]thiadiazolyl

amino)-L-propionylglycine tert-buty\é

83

0

0, NH
NH

NH
ô ^.

S' 'N

N^

0

0

OCH3

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 8. Une poudre orange pâle a été

obtenue(Rdt=19%).

IRvmax 1745, 1727, 1670 (C=0).

RMN'H (CDCls; 400 MHz) 5 7.35-7.30 (m, 5H), 6.77 (s, 1H), 5.55 (s, 1H), 5.32 (s,

1H), 5.09 (s, 2H), 4.26 (t, 1H, J = 6.8 Hz), 3.95 (s, 3H), 3.80 (s, 2H), 3.24 (t, 2H, J =

6.5 Hz), l.49 (s, 9H).

RMN13C (CDC13; 100 MHz) ô 183.76, 170.91, 169.23, 168.16, 156.86, 136.47,

128.76, 128.37, 128.20, 82.54, 67.41, 56.35, 53.92, 46.54, 41.40, 27.24.

SM (FAB+) 466.2 (MH+).

pf(°C)82.

u



n
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2h: Ester Nn-carbobenzvIoxY-2-amino-Np-C3-methoxy-5-n,2,41thiadiazolyl

amino)-L-butyrylgIycine tert-butylé

84

0

0, NH
NH

0 2^NH

s' N

N:

0

0

OCHs

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 8. Une poudre orange pâle a été

obtenue (Rdt= 21%).

IR Vmax 1749, 1730, 1674 (C=0).

RMN'H (CDC13; 400 MHz) ô 7.34 (m, 5H), 6.79 (s, 1H), 5.54 (s, 1H), 5.32 (s, 1H),

5.10 (s, 2H), 4.27 (t, 1H, J = 6.7 Hz), 3.96 (s, 3H), 3.80 (s, 2H), 3.24 (t, 2H, J = 4.5

Hz), 1.93-1.70 (m, 2H), 1.47 (s, 9H).

RMN13C (CDCb; 100 MHz) ô 183.08, 172.19, 168.72, 167.88, 156.48, 136.06,

128.42, 128.05, 127.79, 81.90, 67.01, 55.88, 52.02, 41.88, 41.67, 31.92, 27.97.

SM (FAB+) 480.2 (MH+).

pf(°C)126.

u



n
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3h: Ester Nn-carbobenzyloxy-Nfi-f3-methoxy-5-[l,2,41thiadiazoIyl)-L-

ornithinylglycine ter^-butylé

0

0, NH
NH

0 3^NH

0

0

s' N

N=<

OCHs

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 8. Une poudre beige a été

obtenue (Rdt = 26%).

IRvmax 1746, 1725, 1675 (C=0).

RMN'H (CDC13; 400 MHz) ô 7.35-7.27 (m, 5H), 6.77 (s, 1H), 5.54 (s, 1H), 5.31 (s,

1H), 5.09 (s, 2H), 4.27 (t, 1H, J = 6.7 Hz), 3.98 (s, 3H), 3.82 (s,2H), 3.25 (t, 2H, J =

4.0 Hz), 1.90-1.71 (m, 4H), 1.48 (s, 9H).

RMN13C (CDC13; 100 MHz) ô 182.71, 172.47, 168.35, 167.90, 156.80, 136.57,

128.94, 128.61, 128.43, 81.79, 66.50, 55.45, 54.90, 44.76, 41.35, 30.65, 27.71, 26.46,

20.91.

SM (FAB+) 494.2 (MH+).

pf(°C)90.

u



n
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4h^ Ester Nu-carbobenzyloxy-Ng-(3-methoxy-5-[l,2,4]thiadiazolyl)-L-lysylglycine

tert-butylé

0

0, NH
NH

0 4^xm °

,0

•NH

S' NN
\
N^

OCHs

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 8. Une poudre beige a été

obtenue (Rdt = 25%).

IRvmax 1745, 1729, 1670 (C=0).

RMN1H (CDCls; 400 MHz) ô 7.34-7.28 (m, 5H), 6.75 (s, 1H), 5.56 (s, 1H), 5.31 (s,

1H), 5.11 (s, 2H), 4.26 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 3.97 (s, 3H), 3.84 (s, 2H), 3.13 (t, 2H, J =

3.9 Hz), 1.87-1.68 (m, 6H), 1.46 (s, 9H).

RMN13C (CDCl,; 100 MHz) 5 183.01, 172.51, 168.75, 168.14, 156.39, 136.19,

128.25, 127.84, 127.69, 81.71, 66.65, 55.74, 54.12, 44.85, 41.79, 29.44, 27.76, 24.71.

SM(FAB+)508.1 (MH+).

pf(°C)89.

u



n
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li^Na-CarbobenzyIoxy-2-amino-Np-(3-methoxy-5-[l,2,4]thiadiazolylamino)-L-

propionylglycine

0

0 NH 0
NH

^0 OH
NH

s N

N==

OCH3

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 3. Une poudre orange pâle a été

obtenue (Rdt= 100%).

IRvmax 3306 (OH); 1745, 1704, 1671 (C=0).

RMN'H (CD3ÛD; 400 MHz) ô 7.36-7.31 (m, 5H), 5.11 (s, 2H), 4.17 (t, 1H, J = 6.9

Hz), 4.00 (s, 3H), 3.77 (s, 2H), 3.31 (d, 2H, J = 6.9 Hz).

RMN13C (CDsOD; 100 MHz) ô 183.88, 174.53, 172.79, 161.12, 158.41, 138.00,

129.48, 129.17, 128.87, 67.97, 59.60, 53.77, 48.03, 41.87.

SM(FAB+)410.2(MH+).

pf(°C)130.

u



n
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2i: No-Carbobenzyloxy-2-amino-Ny-(3-methoxy-5-fl,2,41thiadiazolylamino)-L-

butyrylglycine

0

0, NH
NH

0

5 2^NH OH

S' 'N
\
N=

OCHs

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 3. Une poudre jaune pâle a été

obtenue (Rdt= 100%).

IR v,™, 3310 (OH); 1750, 1701, 1674 (C=0).

RMN1H (CD3ÛD; 400 MHz) 5 7.37-7.32 (m, 5H), 5.09 (s, 2H), 4.15 (t, 1H, J = 6.8

Hz), 4.01 (s, 3H), 3.75 (s, 2H), 3.28 (t, 2H, J = 5.5 Hz), 1.53 (td, 2H, J = 6.8 Hz, J =

5.5 Hz).

RMN13C (CDaOD; 100 MHz) ô 183.91, 174.56, 172.82, 161.01, 158.38, 137.91,

129.57, 129.15, 128.94, 67.99, 59.08, 48.50, 41.97, 31.98.

SM (FAB+) 424.2 (MH+).

pf(°C) 108.

u



n
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3i: Nu-Carbobenzyloxy-N5-(3-methoxy-5-[l,2,4]thiadiazolyl)-L-ornithinylglycine

0

0. NH 0
NH^ ^-^

0 OH
3V^NH

S' ~N

N

OCHs

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 3. Une poudre beige a été

obtenue (Rdt= 100%).

IRv^ax 3308 (OH); 1743, 1699, 1669 (C=0).

RMN'H (CD3ÛD; 400 MHz) ô 7.39-7.33 (m, 5H), 5.09 (s, 2H), 4.18 (t, 1H, J = 6.9

Hz), 3.99 (s, 3H), 3.74 (s, 2H), 3.30 (t, 2H, J = 3.2 Hz), 1.71-1.50 (m, 4H).

RMN13C (CD3ÛD; 100 MHz) ô 183.99, 175.17, 172.61, 160.51, 158.35, 138.06,

129.53,129.08, 128.88, 67.80, 58.98, 55.80, 47.23, 41.84, 30.40, 25.61.

SM (FAB+) 438.2 (MH+).

pf(°C) 108.

u



n
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4i: Na-Carbobenzyloxy-Ne-(3-methoxy-5-[l,2,4]thiadiazolyI)-L-IysylgIycine

90

0

0, NH ^ ^ ^0
NH

0 /^L^,, OH
4'^NH

S" 'N

N=

OCH3

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 3. Une poudre beige a été

obtenue (Rdt= 100%).

IRvmax 3301 (OH); 1749, 1700, 1665 (C=0).

RMN1H (CD3ÛD; 400 MHz) 5 7.36-7.30 (m, 5H), 5.10 (s, 2H), 4.16 (t, 1H, J = 6.8

Hz), 3.96 (s, 3H), 3.31 (t, 2H, J = 3.3 Hz), 1.83-1.47 (m, 6H).

RMN13C (CDsOD; 100 MHz) § 184.01, 175.18, 172.65, 160.52, 158.36, 138.11,

129.55, 129.09, 128.89, 67.77, 59.05, 56.21, 47.66, 41.88, 32.79, 28.86, 23.85.

SM (FAB+) 452.2 (MH+).

pf(°C)94.

u



0
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l j : Acide Na-carbobenzyloxy-L-2-amino-3-acryloylaminopropionique

0

91

"T"X "OH
5 l^NH

0'
k.

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 9. Une huile jaune pâle a été

obtenue (Rdt = 73%).

IRvmax 3310 (OH); 1746, 1690, 1663 (C=0).

RMN'H (CDC13; 400 MHz) ô 9.93 (s, 1H), 7.30-7.26 (m, 5H), 7.03 (s, 1H), 6.21 (t,

1H, J - 8.1 Hz), 6.07 (d, 2H, J = 8.2 Hz), 5.51 (s, 1H), 5.03 (s, 2H), 4.27 (t, 1H, J =

5.3 Hz), 3.27 (d, 2H, J =5.3 Hz).

RMN13C (CDCb; 100 MHz) ô 172.80, 167.65, 156.58, 136.07, 130.10, 128.49,

128.15, 127.98, 127.59, 67.09, 54.61, 41.32.

SM(FAB+)293.1(MH+).

u



n
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2j: Acide Nct-carbobenzyloxy-L-2-amino-4-acryloylaminobutyrique

0

0, NH
"T'"X'"OH
0 ^

^ ^NH

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 9. Une huile orange pâle a été

obtenue (Rdt = 80%).

IRv,^ 3314 (OH); 1743, 1694, 1669 (C=0).

RMN1H (CDC13; 400 MHz) ô 9.94 (s, 1H), 7.27-7.23 (m, 5H), 7.02 (s, 1H), 6.19 (t,

1H, J = 7.9 Hz), 6.05 (d, 2H, J = 7.9 Hz), 5.48 (s, 1H), 5.05 (s, 2H), 4.27 (t, 1H, J =

4.8 Hz), 3.23 (t, 2H, J = 4.7 Hz), 2.11 (td, 2H, J = 4.8Hz, J = 4.8 Hz).

mVIN13C (CDC13; 100 MHz) ô 174.18, 167.01, 156.70, 136.10, 130.43, 128.44,

128.08, 127.84, 126.97, 66.97, 51.80, 36.07, 31.75.

SM(FAB+)307.1 (MH+).

u



n
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31 : Acide Nn-carbobenzyIoxy-L-2-amino-5-acrvlovlaminopentanoique

0

0, NH

"Y'"X
5 ^

0

OH

NH

•

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 9. Une poudre blanche a été

obtenue (Rdt = 83%).

IR Vmax 3310 (OH); 1744, 1691, 1668 (C=0).

RMN'H (CDC13; 400 MHz) 5 9.95 (s, 1H), 7.30-7.26 (m, 5H), 7.01 (s, 1H), 6.17 (t,

1H, J = 8.1 Hz), 6.01 (d, 2H, J = 7.9 Hz), 5.50 (s, 1H), 5.02 (s, 2H), 4.25 (t, 1H, J =

4.8 Hz), 3.20 (t, 2H, J = 4.7 Hz), 1.75-1.35 (m, 4H).

RMN13C (CDCh; 100 MHz) ô 172.08, 164.22, 153.94, 133.66, 128.05, 125.93,

125.57, 125.37, 124.25, 64.37, 51.03, 36.59, 26.99, 22.66.

SM(FAB+)321.1(MH+).

pf(°C)60.

u



n
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4j^ Acide Nu-carbobenzyloxy-L-2-amino-6-acryloylaminohexanoique

0

0, NH
Y ^OH
1|-

0 ,(^
4V ^NH

0'

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 9. Une poudre orange a été

obtenue (Rdt = 90%).

IRv,^ 3305 (OH); 1740, 1691, 1665 (C=0).

RMN'H (CDC13; 400 MHz) S 9.93 (s, 1H), 7.30-7.27 (m, 5H), 7.04 (s, 1H), 6.17 (t,

1H, J - 7.9 Hz), 6.02 (d, 2h, J = 7.9 Hz), 5.50 (s, 1H), 5.04 (s, 2H), 4.27 (t, 1H, J =

4.6 Hz), 3.21 (t, 2H, J = 4.5 Hz), 1.81-1.26 (m, 6H).

RMN13C (CDCls; 100 MHz) ô 174.68, 166.51, 156.34, 136.08, 130.51, 128.34,

127.97, 127.77, 126.56, 66.77, 53.57, 39.11, 31.58, 28.44, 22.35.

SM(FAB+)335.1 (MH+).

pf(°C)65.

u



n
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1k: Ester (Na-carbobenzyIoxy-L-2-amino-3-acryIoylamino)propionyIglycine tert-

butylé

0

00 NH
NH

;\
0 0^lv ^NH

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 10. Une poudre beige a été

obtenue (Rdt = 70%).

IRv^ax 1753, 1739, 1657, 1648 (C-0).

RMN'H (CDC13; 400 MHz) ô 7.30-7.22 (m, 5H), 6.82 (s, 1H), 6.21 (t, 1H, J = 8.2

Hz), 6.09 (d, 2H, J = 8.1 Hz), 5.49 (s, 1H), 5.47 (s, 1H), 5.01 (s, 2H), 4.19 (t, 1H, J =

5.7 Hz), 3.91 (s, 2H), 3.33 (d, 2H, J = 5.9 Hz).

RMN'3C (CDC13; 100 MHz) 5 170.96, 168.80, 166.76, 156.35, 136.21, 130.75,

128.23, 128.06, 127.67, 126.18, 81.71, 66.57, 55.36, 41.26, 41.29, 27.77.

SM (FAB+) 406.2 (MH+).

pf(°C)70.

u



n
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2k: Ester (Na-carbobenzyloxy-L-2-amino-4-acryloylamino)butyrylglycine tert-

butylé

0

0, NH

"Y"X'
0 2(l).NH

NH'
0

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 10. Une poudre blanche a été

obtenue (Rdt = 80%).

IRvmax 1759, 1746, 1664, 1651 (C=0).

RMN'H (CDC13; 400 MHz) ô 7.28-7.21 (m, 5H), 6.80 (s, 1H), 6.18 (t, 1H, J = 8.2

Hz), 6.09 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 5.48 (s, 1H), 5.45 (s, 1H), 5.00 (s, 2H), 4.18 (t, 1H, J =

5.6 Hz), 3.89 (s, 2H), 3.30 (t, 2H, J = 6.1 Hz).

RMN13C (CDCls; 100 MHz) 5 172.14, 168.74, 166.47, 156.29, 136.23, 130.86,

128.38, 127.97, 126.19, 81.85, 66.74, 53.45, 41.94, 35.86, 27.91

SM (FAB+) 420.2 (MH+).

pf(°C) 120.

u
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n 3k: Ester (Not-carbobenzyloxy-L-2-amino-5-acryIoylamino)pentanoyIglycine tert-

butylé

0

0, NH

"T"'X
0 ^NH

0

NH
0

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 10. Une poudre jaune a été

obtenue (Rdt = 85%).

IRvmax 1755, 1746, 1662, 1654 (C=0).

RMN'H (CDCb; 400 MHz) ô 7.29-7.18 (m, 5H), 6.77 (s, 1H), 6.17 (t, 1H, J = 8.0

Hz), 6.06 (d, 2H, J = 8.1 Hz), 5.47 (s, 1H), 5.44 (s, 1H), 5.02 (s, 2H), 4.18 (t, 1H, J =

5.0 Hz), 3.80 (s, 2H), 3.24 (t, 2H, J = 6.0 Hz), 1.75-1.27 (m, 13H).

RMN13C (CDCb; 100 MHz) ô 170.20, 166.23, 163.59, 153.84, 133.73, 128.55,

125.76, 125.33, 125.21, 123.19, 79.12, 64.03, 51.63, 39.27, 35.94, 27.41, 25.29,

22.81.

SM(FAB+)434.1 (MH+).

pf(°C)84.

u
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n 4k: Ester (Na-carbobenzyloxy-L-2-amino-6-acryloyIamino)hexanoylgIycine tert-

butylé

0

Vs'
4V ^NH

0

NH
0

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 10. Une poudre blanche a été

obtenue (Rdt = 93%).

IR v,^x 1752, 1745, 1660, 1652 (C-0).

RMN'H (CDClj; 400 MHz) ô 7.30-7.19 (m, 5H), 6.78 (s, 1H), 6.17 (t, 1H, J = 8.1

Hz), 6.08 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 5.49 (s, 1H), 5.45 (s, 1H), 5.02 (s, 2H), 4.20 (t, 1H, J =

5.3 Hz), 3.80 (s, 2H), 3.26 (t, 2H, J = 6.2 Hz), 1.76-1.20 (m, 15H).

RMN13C (CDCls; 100 MHz) ô 172.55, 168.67, 165.91, 156.34, 136.10, 130.93,

128.27, 127.88, 127.73, 125.78, 81.76, 66.62, 54.65, 41.76, 38.68, 31.82, 28.57,

27.80,22.38.

SM (FAB+) 448.2 (MH+).

pf(°C) 116.

u



n
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11: (Na-Carbobenzyloxy-L-2-amino-3-acryloylamino)propionylglycine

0

0 NH 0
NH

;\
0 OH1^NH

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 11. Une poudre beige a été

obtenue (Rdt= 100%).

IRvmax 3318 (OH); 1745, 1689, 1658, 1649 (C-0).

RMN1H (CD3ÛD; 400 MHz) § 7.35-7.28 (m, 5H), 6.17 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 5.55 (t,

1H, J = 8.1 Hz), 5.08 (s, 2H), 4.21 (t, 1H, J = 6.5 Hz), 3.72 (s, 2H), 3.21 (d, 2H, J =

6.6 Hz).

RMN13C(CD3ÛD; 100 MHz) ô 173.10, 171.87, 168.90, 158.28, 137.98, 131.82,

129.64, 129.19, 128.99, 127.68, 67.96, 56.50, 42.13, 41.26.

SM(FAB+)350.1 (MH+).

pf(°C) 115.

u
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21: (Na-CarbobenzyIoxy-L-2-amino-4-acryloyIamino)butyryIglycine

0

0. NH 0
NH

;\

0 2^NH

0

OH

Ce composé a été préparé selon la procédure générale l l. Une poudre beige a été

obtenue (Rdt= 100%).

IRvmax 3311 (OH); 1749, 1692, 1660, 1651 (C-0).

RMN'H (CD3ÛD; 400 MHz) § 7.34-7.29 (m, 5H), 6.19 (d, 2H, J = 8.3 Hz), 5.60 (t,

1H, J = 8.3 Hz), 5.04 (s, 2H), 4.18 (t, 1H, J = 6.7 Hz), 3.72 (s, 2H), 3.20 (d, 2H, J =

6.5 Hz), 218 (td, 2H, J = 6.4 Hz, J = 6.6 Hz).

RMN13C (CD3ÛD; 100 MHz) ô 175.00, 172.88, 168.60, 158.37, 137.99, 131.64,

129.62, 129.17, 128.96, 127.67, 67.93, 54.40, 42.03, 37.50, 32.86.

SM (FAB+) 364.2 (MH+).

pf(°C)124.

u
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31: (Nct-Carbobenzyloxy-L-2-amino-5-acryloyIamino)pentanoyIglycine

101

0

0, NH
"T-'"X^ 'NH
0 ^NH

0
^

0

OH

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 11. Une poudre beige a été

obtenue (Rdt= 100%).

IRvmax 3313 (OH); 1747, 1694, 1662, 1654 (C=0).

RMN1H (CDsOD; 400 MHz) § 7.36-7.30 (m, 5H), 6.23 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.69 (t,

1H, J = 8.4 Hz), 5.07 (s, 2H), 4.14 (t, 1H, J = 6.3 Hz), 3.74 (s, 2H), 3.19 (d, 2H, J =

6.5 Hz), l.88-1.42 (m, 4H).

RMN13C (CDjOD; 100 MHz) ô 175.32, 171.67J68.72, 158.30, 138.13, 131.18,

129.70, 129.23, 129.00, 128.45, 67.84, 56.10, 42.10, 40.55, 30.83, 26.55.

SM(FAB+)378.1 (MH+).

pf(°C) 144.

u



n
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4l: (Na-Carbobenzyloxy-L-2-amino-6-acryIoylamino)hexanoylglycine

0

0. NH 0
NH

0 OH
4V ANH

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale l l. Une poudre verte pâle a été

obtenue (Rdt= 100%).

IRvmax 3310 (OH); 1745, 1690, 1660, 1650 (C=0).

RMN'H (CD3ÛD; 400 MHz) 5 7.36-7.30 (m, 5H), 6.22 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 5.64 (t,

1H, J = 8.4 Hz), 5.09 (s, 2H), 4.15 (t, 1H, J = 6.5 Hz), 3.72 (s, 2H), 3.26 (t, 2H, J =

6.5 Hz), l.90-1.40 (m, 6H).

RMN13C (CDsOD; 100 MHz) § 175.59, 171.67, 168.68, 158.33, 138.11, 131.20,

129.68, 129.22, 128.96, 128.33, 67.81, 56.51, 42.06, 40.74, 32.96, 29.71, 24.17,

SM (FAB+) 392.4 (MH+).

pf(°C)116.

u
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Im: Acide Nn-carbobenzyIoxy-L-2-ammo-3-Coxiranecarbonylammo)propionique

0

0, NH
Y"'y ^OH

E\
0 ^lv ^-NH

0

0

Ce composé a été prépare selon la procédure générale 12. Une huile jaune pâle a été

obtenue (Rdt= 100%).

IR Vmax 3340 (OH); 1750, 1700, 1686 (C=0).

RMN1H (CDsOD; 400 MHz) ô 7.33-7.29 (m, 5H), 5.12 (s, 2H), 4.21 (t, 1H, J = 6.9

Hz), 3.33 (t, 1H, J = 4.7 Hz), 3.25 (d, 2H, J = 7.1 Hz), 2.80 (d, 2H, J = 4.6 Hz).

RMN13C (CD3ÛD; 100 MHz) § 173.43, 172.08, 158.45, 138.04, 129.57, 129.12,

128.94, 67.83, 55.15, 49.99, 47.64, 41.25.

SM(FAB+)309.1 (MH+).

u
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2m: Acide Nct-carbobenzyIoxy-L-2-amino-4-(oxiranecarbonylamino)butyrique

0

0. NH
OH

0
2V ^NH

0

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 12. Une huile orange pâle a été

obtenue (Rdt-100%).

IR Vmax 3330 (OH); 1743, 1690, 1681 (C=0).

RMN'H (CDaOD; 400 MHz) ô 7.35-7.32 (m, 5H), 5.10 (s, 2H), 4.20 (t, 1H, J = 7.0

Hz), 3.34 (t, 1H, J = 4.6 Hz), 3.28 (t, 2H, J = 7.2 Hz), 2.85 (d, 2H, J = 4.6 Hz), 2.09

(td,2H,J=7.0Hz,J=7.1 Hz).

RMN13C (CDjOD; 100 MHz) 5 175.52, 171.66, 171.58, 158.61, 138.08, 129.63,

129.16, 128.93, 67.86, 53.13, 50.14, 47.74, 36.94, 32.16.

SM(FAB+)323.1 (MH+).

u
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3m: Acide Na-carbobenzyIoxy-L-2-amino-5-(oxiranecarbonylamino)pentanoique

0

0, NH
Y ^OH
l.

0 ,(^.3^ 7'NH

0'

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 12. Une poudre beige a été

obtenue (Rdt= 100%).

IRvmax 3332 (OH); 1741, 1698, 1683 (C=0).

RMN1H (CD3ÛD; 400 MHz) 5 7.37-7.29 (m, 5H), 5.09 (s, 2H), 4.21 (t, 1H, J = 7.1

Hz), 3.36 (t, 1H, J = 4.8 Hz), 3.26 (t, 2H, J = 7.1 Hz), 2.86 (d, 2H, J = 4.7 Hz), 1.85-

l.42 (m, 4H).

RMN13C (CD3ÛD; 100 MHz) 5 176.18, 171.62, 158.70, 137.98, 129.72, 129.28,

128.98, 67.90, 55.19, 50.17, 47.85, 39.70, 30.03, 26.79.

SM(FAB+)337.1(MH+).

pf(°C)102.

u
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4m: Acide Na-carbobenzyloxy-L-2-amiiio-6-(oxiranecarbonylamino)hexanoique

0

OH
0. NH

£\
0

4^ ^~NH

0

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 12. Une poudre blanche a été

obtenue (Rdt= 100%).

IRvmax 3312 (OH); 1744, 1701, 1689 (C-0).

RMN'H (CD3ÛD; 400 MHz) ô 7.37-7.27 (m, 5H), 5.10 (s, 2H), 4.22 (t, 1H, J = 7.0

Hz), 3.33 (t, 1H, J = 4.9 Hz), 3.25 (t, 2H, J = 6.9 Hz), 2.82 (d, 2H, J - 4.9 Hz), 1.85-

1.3 8 (m, 6H).

RMN13C (CD30D; 100 MHz) ô 175.36, 171.70, 158.34, 138.13, 129.58, 129.13,

128.94, 67.78, 56.32, 50.03, 47.51, 39.82, 32.96, 29.91, 23.97.

SM(FAB+)351.2(MH+).

pf(°C)95.

u
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In: Ester (Na-carbobenzyloxy-L-2-amino-3-(oxiranecarbonylamino))propionyI

glycine tei't-buty\é

0

OÏNH^NH
0 .( ^̂

lv /'NH

0

0

0

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 12. Une poudre blanche a été

obtenue (Rdt = 100%).

IRvmax 1761, 1748, 1680, 1663 (C=0).

RMN1H (CDC13; 400 MHz) § 7.35-7.30 (m, 5H), 6.80 (s, 1H), 6.74 (s, 1H), 5.91 (s,

1H), 5.10 (s, 2H), 4.10 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 3.84 (s, 2H), 3.46 (t, 1H, J = 4.5 Hz), 3.02

(d, 2H, J = 7.1 Hz), 2.79 (d, 2H, J - 4.6 Hz), 1.48 (s, 9H).

RMN13C (CDC13; 100 MHz) ô 170.96, 168.96, 168.80, 156.46, 136.19, 128.41,

128.02, 127.86, 82.03, 66.88, 49.22, 46.96, 41.98, 41.87, 27.91, 27.68.

SM (FAB+) 422.2 (MH+).

pf(°C)80.

u
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2n: Ester (Na-carbobenzyIoxy-L-2-amino-4-(oxiranecarbonylamino))butyryI

glycine tert-butylé

0

00 NH
NH

^
0 02^^NH

0

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 12. Une poudre blanche a été

obtenue (Rdt= 100%).

IRvmax 1752, 1747, 1684, 1675 (C=0).

RMN'H (CDC13; 400 MHz) 5 7.34-7.29 (m, 5H), 6.79 (s, 1H), 6.72 (s, 1H), 5.90 (s,

1H), 5.09 (s, 2H), 4.10 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 3.84 (s, 2H), 3.45 (t, 1H, J = 4.6 Hz), 3.08

(d, 2H, J = 7.1 Hz), 2.77 (d, 2H, J = 4.6 Hz), 1.90 (td, 2H, J = 7.0 Hz, J = 7.1 Hz),

l.46 (s, 9H).

RMN13C (CDCh; 100 MHz) ô 171.96, 169.84, 168.71, 156.34, 136.21, 128.41,

128.02, 127.83, 81.98, 66.84, 52.21, 49.34, 47.15, 41.93, 35.45, 32.97, 27.93.

SM (FAB+) 436.2 (MH+).

pf(°C)118.

u
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3n: Ester (Na-carbobenzyloxy-L-2-amino-5-(oxiranecarbonyIamino))pentanoyl

glycine tert-buty\é

0

0, NH
"T"n^rNH^f
0 ^NH °

0

0'

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 12. Une huile jaune foncée a

été obtenue (Rdt= 100%).

IRvmax 1755, 1745, 1680, 1672 (C=0).

RMN'H (CDCb; 400 MHz) ô 7.35-7.30 (m, 5H), 6.79 (s, 1H), 6.73 (s, 1H), 5.98 (s,

1H), 5.07 (s, 2H), 4.11 (t, 1H, J = 7.1 Hz), 3.84 (s, 2H), 3.46 (t, 1H, J = 4.5 Hz), 3.10

(t, 2H, J - 7.0 Hz), 2.79 (d, 2H, J = 4.5 Hz), 1.90-1.41 (m, 13H).

RMN13C (CDC13; 100 MHz) ô 173.06, 169.36, 170.30, 156.35, 136.10, 128.55,

128.10, 127.94, 82.86, 67.76, 55.95, 49.99, 47.50, 42.83, 39.49, 30.63, 28.41, 26.73.

SM (FAB+) 450.3 (MH+).

u
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4n^ Ester (Na-carbobenzyloxy-L-2-amino-6-(oxiranecarbonyIamino))hexanoyI

glycine tert-buty\é

0

0, NH
NH

0 ^
4\^NH

0

0

0

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 12. Une huile orange pâle a été

obtenue (Rdt= 100%).

IRvmax 1760, 1749, 1682, 1667 (C=0).

RMN1H (CDC13; 400 MHz) ô 7.33-7.29 (m, 5H), 6.81 (s, 1H), 6.75 (s, 1H), 5.86 (s,

1H), 5.09 (s, 2H), 4.15 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 3.83 (s, 2H), 3.42 (t, 1H, J = 4.6 Hz), 3.09

(t, 2H, J = 7.0 Hz), 2.82 (d, 2H, J - 4.6 Hz), 1.87-1.35 (m, 15H).

RMN13C (CDC13; 100 MHz) ô 172.38, 168.79, 168.64, 156.24, 136.09, 128.25,

127.87, 127.72, 81.84, 66.66, 54.43, 49.21, 47.05, 41.75, 38.21, 31.80, 28.50, 27.76,

22.26.

SM (FAB+) 464.4 (MH+).

0
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lo: (Na-Carbobenzyloxy-L-2-amino-3-(oxiranecarbonylamino))propionylglycine

0

°YNH NH

0
h

1^NH

0

0

0

OH

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 12. Une huile jaune pâle a été

obtenue (Rdt= 100%).

IRvmax3320(OH); 1751, 1718, 1682, 1660(0=0).

RMN'H (CD3ÛD; 400 MHz) ô 7.39-7.33 (m, 5H), 5.13 (s, 2H), 4.11 (t, 1H, J = 6.6

Hz), 3.81 (s, 2H), 3.35 (t, 1H, J = 4.6 Hz), 3.20 (d, 2H, J = 6.6 Hz), 2.79 (d, 2H, J =

4.6 Hz).

RMN13C (CD3ÛD; 100 MHz) ô 172.86, 172.10, 171.79, 158.24, 137.99, 129.62,

129.20, 129.06, 67.97, 52.95, 50.11. 47.74, 42.07, 41.18.

SM(FAB+)366.1(MH+).

u
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2o: (Na-Carbobenzyloxy-L-2-amino-4-(oxiranecarbonylamino))butyrylgIycine

0

0. NH 0
NH

OH0
2V ^NH

0

0'

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 12. Une poudre jaune pâle a été

obtenue (Rdt= 100%).

IRv^ax 3333 (OH); 1750, 1717, 1686, 1674 (C=0).

RMN'H (CDaOD; 400 MHz) ô 7.38-7.32 (m, 5H), 5.12 (s, 2H), 4.13 (t, 1H, J = 6.7

Hz), 3.79 (s, 2H), 3.28 (t, 1H, J - 4.5 Hz), 3.23 (d, 2H, J = 6.6 Hz), 2.81 (d, 2H, J =

4.6 Hz), 2.12 (td, 2H, J - 6.5 Hz, J = 6.5 Hz).

RMN13C (CDaOD; 100 MHz) ô 174.82, 171.76, 171.56, 158.34, 138.03, 129.57,

129.13, 128.97, 67.90, 54.12, 50.06, 47.59, 41.96, 36.80, 32.95.

SM (FAB+) 380.2 (MH+).

pf(°C) 111.

u
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3o^(Na-Cai-bobenzyloxy-L-2-amino-5-(oxiranecarbonyIammo))pentanoylglycine

0

0. NH 0
NH

0 OH
3V /'NH

0

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 12. Une huile jaune foncée a

été obtenue (Rdt = 100%).

IRvmax 3335 (OH); 1745, 1725, 1677, 1669 (C=0).

RMN'H (CD3ÛD; 400 MHz) 5 7.35-7.30 (m, 5H), 5.08 (s, 2H), 4.15 (t, 1H, J = 6.5

Hz), 3.82 (s, 2H), 3.39 (t, 1H, J = 4.2 Hz), 3.19 (t, 2H, J = 6.6 Hz), 2.88 (d, 2H, J =

4.3 Hz), l.89-1.35 (m, 4H).

RMN13C (CD3ÛD; 100 MHz) ô 175.26, 171.78, 171.44, 158.35, 138.07, 129.58,

129.14, 128.95, 67.81, 55.97, 50.05, 47.58, 42.04, 41.94, 30.63, 26.67.

SM (FAB+) 394.2 (MH+).

u
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4o: (Nu-Carbobeiizyloxy-L-2-ammo-6-(oxiranecarbonylamino))hexanoylgIycine

0

0. NH 0

Y NH

^
0 OH4^^-NH

0

0

Ce composé a été préparé selon la procédure générale 12. Une huile jaune pâle a été

obtenue (Rdt= 100%).

IR Vmax 3340 (OH); 1750, 1720, 1680, 1670 (C=0).

RMN'H (CDaOD; 400 MHz) ô 7.36-7.33 (m, 5H), 5.09 (s, 2H), 4.15 (t, 1H, J = 6.8

Hz), 3.80 (s, 2H), 3.32 (t, 1H, J = 4.3 Hz), 3.20 (t, 2H, J = 6.5 Hz), 2.78 (d, 2H, J =

4.5 Hz), l.92-1.37 (m, 6H).

RMN13C (CD3ÛD; 100 MHz) ô 175.36, 171.70, 171.18, 158.34, 138.13, 129.58,

129.13, 128.94, 67.78, 56.32, 50.03, 47.51, 41.93, 39.82, 32.96, 29.91, 23.97.

SM(FAB+)410.2(MH+).

u
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5^ Anhydride carbobenzyloxy-L-aspartique

0

0 NH
0

0 1^^~\\
0

2,67 g d'acide carbobenzyloxy-L-aspartique (10 mmol) ont été dissous dans 300 mL

d'anhydride acétique. Le mélange réactionnel est chauffé à 55 °C pendant l heure.

Après evaporation de l'anhydride acétique, l'huile obtenue est solubilisée dans un

minimum de CHzC^ et précipitée par ajout d'hexane. Après filtration, 2,71 g d'un

solide blanc sont recueillis (Rdt = 92%).

IRvmaxlSOO, 1750 (C-0).

RMN'H (CD3ÛD; 400 MHz) 5 7.33 (m, 5H), 5.10 (s, 2H), 4.57 (t, 1H, J = 9,2 Hz),

2.87 (d, 2H, J = 9,0 Hz).

RMN13C(CD30D; 100 MHz) 5 176.32, 174.26, 158.63, 138.09, 129.55, 129.09,

128.86,67.76,54.79,31.07.

SM(FAB+)250.1(MH+).

pf(°C)128.

u



n

Chapitre 7

6^ Anhydride carbobenzyIoxy-L-glutamique

116

0

0. NH

Y 0

0 2^^-^
0

2,81 g d'acide carbobenzyloxy-L-aspartique (10 mmol) ont été dissous dans 300 mL

d'anhydride acétique. Le mélange réactionnel est chauffé à 55 C pendant l heure.

Après evaporation de l'anlT.ydride acétique, l'huile obtenue est solubilisée dans un

minimum de CH2C12 et précipité par ajout d'hexane. Après filtration, 2,93 g d'un

solide blanc sont recueillis (Rdt = 90%).

IR Vmax 1800,1750(0=0).

RMN1H (CDsOD; 400 MHz) ô 7.34 (m, 5H), 5.12 (s, 2H), 4.56 (t, 2H, J = 9,2 Hz),

2.95 (t, 2H, J = 3,9 Hz), 2.10(td, 2H, J = 3,8 Hz, J = 9,2 Hz).

RMN13C(CD30D; 100 MHz) 5 176.28, 174.23, 158.59, 138.07, 129.51, 129.05,

128.83, 67.74, 54.78, 31.05, 27.93.

SM(FAB+)264.1 (MH+).

pf(°C)97.

u
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n ^ 5-amino-3-méthyl-l,2,4-thiadiazole

N
CH3

u

H2N-^<g/N

12,29 g d'hydro chlorure d'acétamidine (130 mmol) sont dissous dans 150 mL d'eau.

Le mélange réactiom-Lel est refroidit à 0 C, avant l'introduction goutte à goutte de

184 mL d'hypochlorite de sodium 0,705 M (130 mmol) sur une période de 90

minutes. Une fois l'addition terminée, le mélange réactionnel est agité pendant une

heure à 0 °C. Ensuite, la phase aqueuse est saturée avec du NaCl et le produit désiré

(l'acétamide) est extrait de la phase aqueuse avec de l'acétate d'éthyle (3 x 250 mL).

Après séchage sur MgS04, la phase organique est filtrée et évaporée sous vide. 9,86 g

d'un solide blanc (l'acétamide) sont obtenus (Rdt = 82%).

Ensuite, à 9,25 g d'acétamide (100 mmol) dans 500 mL de méthanol sont ajoutés, à 0

°C, 9,72 g de thiocyanate de potassium (100 mmol). La solution est agitée pendant

une nuit à température ambiante. Le mélange réactionnel est évaporé sous vide et le

solide obtenu est repris dans l'acétate d'éthyle. Le précipité obtenu est filtré pour

ensuite évaporer le filtrat sous vide. 11,23 g d'une poudre rose ont été recueillis

(Rdt - 98%).

IR v^ax 3250 (N-H), 2050 (N=C-S), 1650 (C=N).

RMN1H (CD3ÛD; 400 MHz) § 2.20 (s, 3H).

RJVIN13C(CDjOD; 100 MHz) § 169.94, 133.80, 18.48.

SM(FAB+) 116.1 (MH+).

pf(°C)68.
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8^ 5-chloro-3-méthoxy-l,2,4-thiadiazole

N

118

OCH3

^
N

ci-" xs'

3,44 g de méthylisourée hydrogénosulfate (20 mmol) sont solubilisés dans 50 mL de

CHzCk. 2,30 mL de perchlorométhylmercaptan (20 mmol) sont additomiés à la

solution qui a été préalablement refroidie a-4 °C. Ensuite, une solution aqueuse de

NaOH (4 g / 14 mL d'eau) est ajoutée goutte à goutte pendant l heure en agitant

fortement le mélange réactiomiel à -4 C. Une fois l'addition teimmée, le mélange

réactionnel est agité à température ambiante pendant 3 heures. Ensuite, la phase

organique est décantée et lavée avec une solution saturée de NaCl (3 x 50 mL).

Après séchage sur MgSÛ4, la phase CH2C12 est filtrée et évaporée sous vide. Le

résidu obtenu est purifié par chromatographie avec un mélange hexane/acétate

d'éthyle (95/5) comme éluant. 1,25 g d'une huile jaune est obtenue (Rdt = 42%).

IR Vmax 2048 (N=C-S), 1665 (C=N).

RMN1H (CDC13; 400 MHz) 5 4.04 (s, 3H).

RMN13C(CD30D; 100 MHz) S 173.20, 169.47, 56.84.

SM(FAB+) 151.1 (MH+).

u
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9^Z-L-gIutamyl(y-4-diméthyIaminoanilide)glycine

0

0. NH 0
NH

0 OH

ÇH3
O" ~NH N

\
CH3

u

A température ambiante, l g d'anhydride Z-L-glutamique (3,80 mmol) est additionné

à une solution de 0.66 g de DMPDA (3,80 mmol) dans 5,30 mL de triéthylamine

(38,0 mmol) et 25 mL de DMSO. Après 3 heures, une solution de 0,73 g de EDC

(3,80 mmol) dans 25 mL de CH2C12 est ajoutée au mélange réactionnel. Après 15

minutes, 0,64 g d'ester de glycine tert-buty\é (3,80 mmol) est introduit dans le

mélange qui est agité pendant une nuit à température ambiante. Le mélange

réactionnel est évaporé et le résidu est repris dans le CH2C12. La fonction ester tert-

butylée est déprotégée après agitation de la solution CH2C12 avec de la silice à 50 C

pendant 48 heures. Après filtration de la silice et evaporation de la solution, le résidu

est purifié par chromato graphie avec un mélange dichlorométhane/méthanol (95/5)

comme éluant donnant ainsi 410 mg d'un solide foncé (Rdt = 24%).

IRvmaxl695,1660, 1510 (C=0).

RMN'H (CDCb, 400 MHz) §9.12 (s, 1H), 7.45 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.36 (m, 5H),

6.66 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 5.84 (s, 1H), 5.25 (s, 1H), 5.05 (s, 2H), 3.26 (t, 1H, J = 7.0
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Hz), 2.89 (s, 2H), 2.88 (s, 6H), 1.38 (t, 2H, J = 7.3 Hz), 1.16 (td, 2H, J = 7.2 Hz, J =

7. l Hz).

RMN13C (CDC13, 100 MHz) ô 170.51, 156.56, 147.49, 136.04, 128.42, 128.32,

128.24, 128.11, 127.84, 127.66, 121.60, 112.73, 66.62, 53.92, 49.79, 45.73, 35.36,

29.05.

SM (FAB+) 457 (MH+).

u
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0 7.2. Purification de la TGase provenant du foie du cochon d'Inde

7.2.1 Matériels

Les foies de cochon d'Inde utilisés ont été obtenus de Merck Frosst (Pointe-

Claire, Dorval, Canada), par l'intermédiaire de S. Rowland. La Z-L-Gln-Gly,

l'EDTA, le sucrose et le chlorure de fer ont été obtenus de Aldrich. Le chlorure

d'hydroxylamine, l'acide trifluoroacétique, le chlorure de potassium et le chlorure de

calcium proviennent de Anachemia. Le tampon Tris, la trousse de dosage de

protéines Bio-Rad DC Protein Assay et les supports Macro-Prep DEAE et Bio-Gel A-

0.5m ont été achetés chez Bio-Rad. Le sulfate de protamine de saumon (grade X), le

sulfate d'ammonium (grade SigmaUltra), et la protéine BSA ont été obtenus de

Sigma. Toutes les solutions aqueuses ont été préparées en utilisant de l'eau

préalablement purifiée et déionisée par un système Millipore BioCell. Toutes les

étapes de purification de l'enzyme ont été effectuées à 4 C ou sur de la glace. Les

chromato graphies ont été faites avec l'appareil Bio-Rad Econo Chromatography

System. Un homogénisateur Polytron PT 3000 de Brinkmann Instruments a été utilise

pour les étapes impliquant des homogénisations. Les différentes centrifugeuses

utilisées sont décrites dans le texte. La lyophilisation a été effectuée avec un

lyophilisateiu- de modèle Labconco Freeze Dry System / Freezone 4.5.

7.2.2 Méthodes de dosage

7.2.2.1. Concentration de protéines

La concentration totale de protéines présentes en solution a été déterminée à

partir de la méthode de Lowry (70) en utilisant la trousse Bio-Rad DC Protein Assay

et la protéine B SA comme étalon. Ce test calorimétrique a lieu sur une période de 15

minutes et les absorbances de chaque échantillon sont mesurées avec un
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spectrophotomètre Milton-Roy Spectronic 1201 à À, = 740nm. La méthode de Lowry

a été utilisée pour toutes les étapes de la purification, jusqu'à la chromatographie

d'exclusion de taille exclusivement. Après la dernière colonne, l'enzyme étant pure,

le dosage en protéine se fait par une mesure directe de l'absorbance de l'enzyme à

280 nm en utilisant le coefficient d'extinction molaire de la TGase (s=l,58 M cm ).

7.2.2.2. Activité de la TGase

L'activité de la TGase est mesurée par le dosage colorimétrique de formation

d'un complexe fer-hydroxamate observable à À- = 525nm (47). Le test consiste en la

reaction de la Z-L-Gln-Gly 30 mM et l'hydroxylamine 0,1 M en présence de EDTA l

mM, CaClî 5 mM et du tampon Tris-acétate (pH = 6,0) 0,2 M dans un volume total

de 400 p,L. La réaction est déclenchée par l'ajout de 100 [iL d'une solution aqueuse

d'enzyme (l'enzyme est diluée de manière à ce que les absorbances lues à 525 nm

sont dans un intervalle entre 0,2 et 0,8 unité d'absorbance). L'enzyme catalyse cette

reaction qui se termine au bout de 10 minutes d'incubation à 37 °C, après l'ajout de

500 f^L d'une solution de 1,7% FeCl3/5% TCA/0,83 M HC1 (voir figure 30).

L absorbance est ensuite mesurée à 525 mn avec un spectrophotomètre Milton-Roy

1201. Un blanc, c'est-à-dire un test sans TGase, est effectué dans les mêmes

conditions. L'activité est calculée à partir du coefficient d'extinction molaire du

complexe fomié, soit la Z-L-glutamyl(y-hydroxamate)glycine avec l'ion Fe3+, à 525
nm:e=340M'lcm"1.

u
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n

Z-N:

Figure 30: Test d'activité colorimétrique de la TGase

0

NH' "COOH TGase
-»•

NHzOH
(pH=6,0)

0^ "NHz

0

z-

0

NH COOH

NHOH

FeCl^/TCA/HCl

#

Complexe fer-hydroxamate
obser/able à 525nm

7.2.2.3. Definition d'une unité d'activité pour l'enzyme

Une unité d'activité (U) d'enzyme correspond à la quantité d'enzyme

nécessaire pour catalyser la formation de l ^imol de Z-L-glutamyl(y-

hydroxamate)glycine sur une période de l minute. D'autre part, l'activité spécifique

(U/mg) de l'enzyme correspond à l'activité par mg de protéine totale.

u

7.2.3 Procédures pour la purification

Etape l : Homogénéisation des foies

Dès leur réception, les foies de cochon d'Inde, en portion de 50 g, sont

homogenises avec une solution de sucrose 0,25 M (2,5 mL/g de foie) à 15 000 rpm

pendant 90 secondes. L'homogénat est ensuite centrifugé à 3000 rpm (1962 x g)

pendant une heure avec une centrifugeuse Beckman GS-6R, rotor GH-3,8 et le

surnageant est filtré à travers 8 couches de «cheese cloth» de Veratec. Le surnageant
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filtré est séparé en portions de 50-75 mL et peut être congelé si la prochaine étape de

purification n'est pas prévue pour le moment.

Note: Afin d'avoir une activité en TGase optimale, l'homogénéisation des foies doit

se faire dans les trois jours suivant la mort du cobaye.

Etape 2: Chromatographie échangeuse d'ions.

Des firactions de 50 mL de surnageant représentant environ 35 g de foie sont

déposées l'une après l'autre sur une colonne de 50 mL contenant du gel Macro-Prep

DEAE en présence de deux tampons comme éluants en mode gradient:

Tampon A (pH = 7,5): Tris-Cl 5 mM, EDTA 2 mM;

Tampon B (pH = 7,5): Tris-Cl 5 mM, EDTA 2 mM, NaCl l M.

A un débit de 5 mL/min, le système de chromatographie a été programmé de la façon

suivante:

l) élution pendant 15 minutes de tampon A;

2) dépôt de 50 mL de surnageant;

3) élution de la colonne en mode gradient (de 0 à 100% de tampon B dans A) pendant

110 minutes;

4) regeneration de la colonne pendant 20 minutes avec 100% de tampon A.

0

Etape 3: Précipitation et extraction de la TGase

Après que la chromatographie échangeuse d'ions ait été terminée, il faut

combiner les fractions ayant des activités spécifiques égales ou supérieures à 1,8

U/mg. La TGase est précipitée avec l'ajout goutte à goutte d'une solution de

protamine 1% (m/v) sur une période de 15 minutes tout en agitant la solution

d'enzyme. Il a été déterminé que le volume de sulfate de protamine à ajouter

correspond à 12-15% du volume totale de la solution d'enzyme. L'étape de

précipitation est suivie d'une centrifugation (centrifugeuse Beckman L-70, rotor 45

Ti) à 11 200 rpm (14557 x g) pendant 15 minutes. Après la centrifugation, l'enzyme

est dans le culot. Aucune activité ne doit être trouvée dans le surnageant. Les culots

de chaque fraction sont combinés et lavés par homogénéisation pendant l minute à
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0 2000 rpm avec 7,5 mL de tampon Tris-acétate 0,2M (pH=6,0). Les suspensions sont

centrifugées (centrifugeuse Beckman GS-6R, rotor GH-3,8) à 4000 rpm (3488 x g)

pendant 5 minutes.

La TGase est extraite du culot en faisant 3 extractions (triturations du solide)

avec 11, 9 et 7 mL respectivement de NN4804 0,05M dans du tampon A. Chacune

des extractions implique 3 homogénéisations de 30 secondes à 2000 rpm. Un

intervalle d'iine minute entre chaque homogénéisation est nécessaire afin de refroidir

l'homogénat sur de la glace. L'homogénat est ensuite centrifugé (centrifugeuse

Beckman GS-6R, rotor GH-3,8) à 4000 rpm (3488 x g) pendant 10 minutes pour

récupérer le culot. A ce stade, le surnageant est riche en TGase et on poursuit les

extractions sur le culot résiduel, afin d'en extraire le maximum de TGase. Les

surnageants sont combinés et le volume final est réduit par centrifugation avec les

tubes Amicon Centri-Prep 30 ayant un filtre pour masse moléculaire de 30 kDa. Cette

étape de concentration est faite avec la centrifugeuse Beckman GS-6R, rotor GH-3,8

à 4000 rpm (3488 x g). Pour la colonne d'exclusion de taille, il faut un échantillon de

volume entre l et 4 mL. Quelques heures sont nécessaires pour atteindre le volume

désiré.

Etape 4: Chromatographie d'exclusion de taille et lyophilisation

La solution d'enzyme concentrée est déposée sur une colonne à exclusion de

taille de 250 mL ayant un support de type Bio-Gel A-0,5m à fine mèche. L'élution se

fait à un débit de 0,50 mL/min en mode isocratique avec un tampon Tris-acétate 10

mM (pH = 6,0) contenant l mM de EDTA et 0,16 M de KC1. Le système de

chromatographie a été opéré de la façon suivante:

l) Injection manuelle de la solution d'enzyme concentrée;

2) Elution avec le tampon pendant 400 minutes.

A partir du chromatogramme, il est possible de cribler les fractions ayant le

plus de TGase en faisant des tests d'activité. Des tests de concentration sont faits sur

les fractions ayant le plus d'activité. A cette étape, le test de concentration consiste à
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mesurer directement l'absorbance de la fraction à 280 nm, sachant que le coefficient

d'extinction de la TGase à cette longueur d'onde est égal à 1,58 M cm . Les

fractions possédant une haute activité spécifique (ex: 15,0-25,0 U/mg) sont

combinées en un volume final. La solution finale est ensuite divisée en aliquots de l

mL dans des tubes Eppendorf qui sont congelés sur de la glace sèche. Ces

échantillons sont lyophilisés sous vide à une température de -40 C jusqu'à ce qu'il

ne reste plus aucune trace d'eau. Finalement, les tubes Eppendorf sont entreposés

dans im congélateur à -20 C.

7.3. Développement d'une méthode continue de suivi cinétique par

spectrophotométrie

7.3.1 Matériels

La TGase utilisée pour ces expériences a été obtenue tel que décrit au chapitre

3. Le substrat accepteur DMPDA a été acheté de Sigma-Aldrich sous la forme d'un

sel d'acide chlorhydrique. L'eau utilisée pour toutes les manipulations fut

préalablement purifiée par un système Millipore BioCell. Les études cinétiques ont

été faites à partir d'un spectrophotomètre Varian Cary 100. Les réactions

enzymatiques ont eu lieu dans des cuvettes en quartz de l cm de largeur et à 37 C.

Les différentes solutions ont été préparées dans l'eau.

7.3.2 Procédures pour le test d'activité de la TGase selon la méthode développée

Une solution tampon a été préparée en combinant 12 mL d'une solution Tris-

acétate l M (pH = 7,0), 3 mL de CaCb 0,1 M, 3 mL d'EDTA 0,02 M et 48 mL d'eau.

A 340 ^iL de la solution tampon est ajouté 4 \iL de DMPDA 100 mM, 75 |^L de Z-L-

Gln-Gly 100 mM et 61 [iL d'eau. Après une préincubation de 3 minutes à 37 C, la

reaction enzymatique est déclenchée par l'addition de 20 ^iL de TGase (0,2 unité)
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0 donnant ainsi un volume final de 500 |^L. Toutes les expériences ont été faites en

parallèle avec un blanc où les 20 |J,L de TGase ont été substitués par 20 |^L d'eau. Le

calcul de la vitesse initiale (ordre zéro) de la réaction se fait dans les premiers 10% de

la réaction en prenant la valeur de la pente du profil de la réaction enzymatique (cf.

figure 22) et en divisant par le coefficient d'extinction molaire e de l'anilide fonné

soit le Z-L-glutamyl(Y-4-diméthylaminoanilide)glycine. Pour déterminer la valeur de

e, il a fallu préalablement synthétiser par voie chimique la Z-L-glutamyl(y-4-

diméthylaminoanilide)glycine (cf.section 7.1.3, page 92). Ensuite, une droite de Beer-

Lambert (A = sic) a été tracée (cf. figure 31), afin d'établir la valeur de e comme

étant 8940 ± 55 M cm sur une intervalle de concentrations entre 25 et 150 ^iM à
278 nm.

Figure 31: Determination du coefficient d'extinction molaire s de l'aailide formé

soit la Z-L-glutamyl-(Y-4-diméthylaminoanilide)-gIycine
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7.3.3 Procédures pour la détermination des vitesses initiales pour différentes

concentrations en substrat (KM)

Dans le but de déterminer la valeur de la constante de Michaelis-Menten KM

pour le substrat dormeur soit la Z-L-Gln-Gly, le protocole suivant a été suivi en

utilisant 340 p-L de solution tampon (tel que décrit à la section 7.3.2), 4 [iL de

DMPDA 100 mM et où l'on ajoute de 0 à 90 |itL de Z-L-Gln-Gly 100 mM pour faire

varier sa concentration dans un volume final de 500 p,L par l'addition de 136 à 46 p,L

d'eau et 20 |J.L de TGase. Pour mesurer le KM du substrat accepteur soit le DMPDA,

la même procédure s'applique mais cette fois-ci en gardant la concentration en Z-L-

Gln-Gly fixe avec 75 j^L de solution 100 mM et où l'on fait varier la quantité de

DMPDA de 0 à 50 p.L de solution 10 mM. L'ajout d'eau de65 à 15 i^L et d'enzyme

permet d'atteindre le volume final de 500 p.L.

7.3.4 Protocole pour la détermination des constantes d'inhibition irréversible de

l'iodoacétamide

A 340 jj-L de solution tampon est ajouté 75 [iL de Z-L-Gln-Gly 100 mM et 4

I^L de DMPDA 100 mM. On fait varier la concentration d'iiihibiteur en ajoutant de 0

à 50 ^iL d'iodoacétamide 10 |-i,M et en complétant à 500 ^iL avec 61 à 11 p.L d'eau et

20 i^L de TGase

7.4. Protocole pour les études enzymologiques des inhibiteurs

potentiels

0

Les tests d'activité et les cinétiques d'inhibition ont été effectués tel que décrit

aux sections 7.3.1, 7.3.2 et 7.3.4. Les constantes d'inhibition des inhibiteurs ont été

déterminées dans les conditions réactiomielles suivantes: 75 [iL de Z-L-Gln-Gly 100
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0 mM, 4 ^iL de DMPDA 100 mM et 0-20 [iL d'inhibiteur en solution dans le DMSO (la

concentration utilisée de l'inhibiteur dépend de son efficacité). Le volume du

mélange réactionnel est complété à 480 f^L par l'ajout de 20-0 |J,L de DMSO. La

solution est préincubée pendant 3 minutes à 37 C, avant l'ajout de 20 p.L d'une

solution aqueuse de TGase 0,2 unité.

0
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