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ABREVIATIONS

AcOEt : acétate d’éthyle
Ala : alanine
APTS : acide paratoluenesulfonique
BOC : Tertbutyloxycarbonyle
BOP : hexafluorophosphate de benzotriazolyl-oxy-tris-(diméthylamino)-phosphonium
CMC : concentration micellaire critique
EO : oxyéthylene
eq : équivalent
ESI : ionisation électrospray
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I : force ionique
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Lys : lysine
Pd : point de décomposition
Pf: point de fusion
Ph : phényle
RMN : résonance magnétique nucléaire
- AB : spectre de type AB
- d : doublet
- m : multiplet
- ma : massif
- md : multiplet dédoublé
- s : singulet
-t : triplet
- q : quadruplet
RPE : résonance paramagnétique €lectronique
THF : tétrahydrofuranne
TMS : tétraméthylsilane
UV : ultra violet
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I. INTRODUCTION






Les travaux présentés dans cette thése sont céamsacrla conception et a I'étude

physicochimique de nouveaux systemes amphiphibesplexants des métaux de transition.

Bien que présents en quantités infinitésimales, netaux de transition jouent un role
physiologique fondamental dans I'organisme. Cestala ces éléments ont une importance
vitale chez les animaux supérieurs.

Le fer par exemple, joue un réle capital dans t@ueellement des globules rouges et dans la
respiration cellulaire. Le cuivre également, esligpensable a la vie; il participe a de
nombreux processus tels que la pigmentation, laxd®ttion des radicaux libres ou le
transfert d'électrons’; mais comme tout élément, il devient toxique dedélsvée.

La teneur maximale en ion cuivre dans les boissstgixée par 'OMS & 1 mgt Cette
valeur élevée s’explique par une bonne aptitudergies a éliminer I'excés de cuivre, ce qui
évite son accumulation dans I'organisme. Cependiamis le cas d’'une défaillance rénale, des
affections liées au métabolisme du cuivre peuvervesir.

La maladie dite de Wilson est une pathologie héaédifaisant suite a un exces de cuivre
dans l'organismé, elle se caractérise par des troubles neurologigtieépatiques.

A l'inverse, la maladie de Menkes résulte d’'un dé®n cuivre qui provoque le déréglement
des fonctions vitales mentionnées précédemmentiraéements actuels pour soigner cette
maladie consistent a administrer des solutionsodgptexes de cuivre avec des ligands a base
d'histidine pour favoriser I'absorption cellulaite I'élément métalliqué.

L’histidine est un acide aminé bien connu pour ferrdes complexes trés stables avec les

ions métalligues§chéma I-J).

HO NH,
\c cﬁ 1
o NH
// \ i</\
0 CH,
)
N~ 2
3
Les atomes du cycle imidazole sont numérotés &elustation IUPAC

Schéma I-1 : Structure moléculaire de I'histidine

Les complexes de métaux de transition avec desidpsptontenant Il'histidine ont été
longuement étudiés en raison de leur grande dtaldlie a la présence du groupement
imidazole. En effet, ce cycle est un groupe donrdékectrons particuliérement fort par

I'intermédiaire de ses deux atomes d'azote. De, plysue un rdle fondamental en chimie
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biologique car il est le seul fragment, issu detgine, capable de changer son état de
protonation dans la zone de pH physiologique.

De nombreux travaux sur la complexation du cuitrd’@utres métaux de transition avec de
petits peptides, ont été réalisés car ils permiettien modéliser certains mécanismes de
coordination, intervenant avec des macromolécuiemdiques difficiles a isoler telles que
les protéines.

Par exemple, il existe un grand nombre d’articlas la complexation par des peptides,
comportant un motif histidine du c6té N-terminali qnodélisent le site de coordination
principal du cuivre de la sérum albumine. Cettetggne fondamentale est présente chez de
nombreux mammiféres et notamment chez I'homme. &ans albumine humaine est
synthétisée par le foie, elle représente de 50% &€s protéines sériques et sa concentration
est de 63 mmol.L®. Elle est impliquée dans le transport d’hormodesyitamines, d'acides
gras, de drogues et d'ions métalliques aussi Higrigogiques C&, zn**, C&*, CU* que
toxiques C@" et N¥* & * ® Cette variété de fonction est rendue possibldaarésence de
plusieurs sites de coordination a la surface gedtéine.

La séquence N-terminale de la sérum albumine hueveshAsp-Ala-His. Il s’agit d’un site de
coordination qui permet le transport du cuivre @) de I'échanger avec les tissus. Il a
également été établi que le complexe du nickel gligc ce site constitue le fragment
antigénique dans l'allergie au nickdl

Des tripeptides contenant I'histidine en troisignosition et leur interaction avec le Cu(ll) et
le Ni(Il) ont été utilisés pour modéliser ce sieabordinatior’: 8 ° 10 11. 1213, 14,15, 16, 17, 18, 19,
20. 2D Ces peptides possédent sur le résidu histidylgranpement carboxylate qui est en
réalité sous la forme d'un amide dans la séqueade protéine. La substitution de I'histidine
par I'histamine permet d’obtenir un meilleur mime d& confirmer le réle mineur du
carboxylate dans la complexation.

C’est pourquoi le laboratoire travaille depuis puss années sur les complexes de métaux de
transition avec des pseudo-tripeptides a base tathise de séquence X-Y-Ha (Ha :
histamine). Le représentant élémentaire de ces cuek appelées peptidoamines est la

glycyl-glycyl-histamine (Gly-Gly-HaSchéma I-3.



4{\NH
H,N—CH, CH,
\ A

C—NH NH—CH, N

4

O CH,—C
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0

Schéma I-2 : Structure moléculaire de la glycyl-glgyl-histamine

Par ailleurs d'autres peptidoamines contenanttdimisie ont été étudiées dans notre
laboratoire, notamment celles correspondant a desdo-dipeptides de séquence X-Ha. Ces
molécules ont été identifiees dans plusieurs tibsalsgiques, chez le crabe, le rat, le cochon
d'inde, la souris et également chez I'honifn& 23 2% Elles se concentrent principalement
dans le cceur et le systéme nerveux oll elles sppbsées étre des neurotransmett&tirs>

26, 27).

La B-alanyl-histamine [§-Ala-Ha, Schéma I-3 ou carcinine a été particulierement étudiée et
est supposée avoir un réle trés important dansyaiplogie cardiaque des mammiféfeg?
23.28) Tout comme la carnosin@-@lanyl-histidine), dont elle dérive par décarbatign, on

lui reconnait des propriétés antioxydantes lordtguferme des complexes avec le cuivre (l1).
Il a ainsi été montré que la carnosine et ses égnprotégent les membranes cellulaires de
I'oxydation. Par ailleurs, ces composés sont conpoug complexer les métaux lourds dans

I'organisme et pour moduler certaines réactiony®rmriques?”.

ol ) S

\CH c/ \CH c/ \CH ﬁ
2- 2= 2
A\ A\ \\_NH
o) o)
carcinine carnosine

Schéma I-3 : Structures moléculaires de la carcinmet de la carnosine

La carcinine est liée métaboliquement a la carmgs@lle permet d’augmenter le rythme
cardiaque et de ce fait, intervient dans la répphysiologique contre le stre$8.
Pour bien comprendre le réle que ces molécules greutenir dans I'organisme, il est

nécessaire de caractériser les complexes qu’eltexeht en solution.



Les résultats obtenus au laboratoire sur certaiieeses peptidoamines ont fait 'objet de
plusieurs publication&® 30 3t 32 33 39 Ces résultats montrent que les pseudo-dipeptides
forment avec le cuivre (1) et le nickel (I), ovadtres métaux de transition, une variété de
complexes parfois trés différents par leur natdrie@r stabilité alors que des systemes plus
simples sont observés pour les pseudo-tripeptidesause de la présence de 4 atomes
donneurs dans le ligand.

Le Schéma |-4et le Schéma I-5donnent des exemples de structures proposées psur d

complexes de cuivre (II) avec les deux types deig@gpmines.

I
_CH CH C
CHz 2 CH, X ./ T>cH
\NHZ | 2 N 2
0=—cC | cH=C CH,
\ 2+ / \ 2+ /
Cu™ N N Cu~NH,
/ N
H,C CH
2
PN N—cH
CH,C \CH / I
\\ / HC\ C—
CH-N NG
: \
/CH\ / e
2+ R
HN-—cuZ N ONcu
/ \ \
Hzci ?/CH /c:o
N, HoN
CH CH
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Schéma I-4 : Structure proposée pour un complexe tid@mérique rencontré dans le

systeme Cu(ll)-carcinine (complexe CilL 4H-g)
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Schéma I-5 : Structure déterminée par cristallograpie pour le complexe CuLH, du

systeme Cu(ll)-glycyl-glycyl-histamine

Le laboratoire posséde une forte expérience daesrgplexation des métaux de transition
mais maitrise également la synthése organique derimax tensioactifs a propriétés
spécifiques.

Pour mettre a profit les résultats précédents oistesar la complexation des peptidoamines,
nous avons envisagé de synthétiser des moléculpkipimies originales, par greffage d'une
chaine hydrophobe sur les peptidoamines tout erseceant les sites de complexation
disponibles. En effet depuis plusieurs annéesedaarche sur les matériaux tensioactifs se
tourne vers la synthése de molécules amphiphileéseptant des fonctionnalités
additionnelles, chimiques ou biochimiques. Des pemoents aux propriétés antibiotiques,
antifongiques, antioxydantes... ont ainsi été integdans la structure de molécules
tensioactive§® 3¢ 37)

L'intérét réside dans le fait que les systéemes risgs engendrés par les tensioactifs,
possédent de nombreuses applications potentielissi ien en chimie (ex: catalyse,
réactivité en milieu micellaire) qu’en biologie @8 permettent la solubilisation de substances
organigues en milieu aqueux (ex: extractions detépres membranaires, transport de
principes actifs en milieu biologique)

Les molécules auxquelles nous nous sommes intéessimt donc, comme fonction
spécifique la propriété de complexer les métautkratesition.

L'introduction d’'une fonction chélatante dans unsieactif a déja été réalisée par ailletifs
%) par exemple, des éthers couronnes amphiphilgssalkstitués ont été reporté® **) Des
tensioactifs a base d’'acides aminés ont égalenténsyithétisés dans le but de faire de
I'extraction sélective de cations en phase orgamiguar ultrafiltration ou bien par point de

trouble®?,



Enfin, l'introduction de peptides dans la partiedfophile de tensioactifs a également été
examinée. Les structures supramoléculaires forntées I'eau par ce nouveau type de
tensioactif permettent de mimer certaines fonctidasmatériaux naturels (ex : substances
organigues qui permettent I'élaboration des ogbitéurs de protéines engageés dans certaines
infections virales\*®. Toutefois, les propriétés complexantes de ce tgenolécule n'ont
pas été considérées.

Les schémas suivants donnent plusieurs exemplEndimactifs complexants trouvés dans la

littérature.

OCqgH33
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E CH N
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Schéma I-6 : Alkoxypyridine substituée (mime d’un ge de complexation d’'un

=
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Schéma I-7 : Acetyl lysine greffée sur un alkyl-pgoxyéthyléne)*?

0 0
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HO OH
n
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Schéma I-8 : tensioactif bolaforme a base d’alanisé*®



Dans une premiére partie, nous décrirons les aspéticturaux et thermodynamiques de la
complexation de peptidoamines a base d’histamine. rduvelles molécules ont été
synthétisées et ont permis de compléter une ét@ergle réalisée sur une série de
peptidoamines.

La seconde partie porte sur la préparation et ysipbchimie de peptidoamines amphiphiles
originales avec une étude parallele des proprtétégoactives et complexantes.

La formation des complexes et leur structure oététtidiées a l'aide de diverses méthodes
parmi lesquelles la potentiométrie, la spectrosdpV-visible et la résonance magnétique
nucléaire. Les aspects tensioactifs ont été examiper tensiométrie, microscopie et
diffraction de rayons X.

La partie suivante est consacrée a I'étude panets® magnétique nucléaire, des échanges
protoniques dans des solutions aqueuses de peapiikea

Enfin, une partie expérimentale rassemble les pakés de toutes les syntheses ainsi que la

caractérisation des produits synthétisés. Ells@ste d’'une conclusion générale.
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I1. PEPTIDOAMINES, SYNTHESE
ET COMPLEXATION
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11.1. INTRODUCTION

L’histamine provient de la décarboxylation de ltid;e (Schéma II-1). Elle existe en
quantité variable dans tous les tissus des manmsifédes effets sont nombreux et se
manifestent dans différentes parties de I'organjsmieelle intervient en tant que messager
chimique. La libération de [Ihistamine survient rmipalement lors de réactions
inflammatoires et allergiques (irritation de la peaontraction des bronches, sécrétions
gastriques...}*?. Sa fonction dans le cerveau est moins bien cqrellespourrait intervenir
dans la régulation de I'alternance veille sommieilgontréle de la pression artérielle et de la
température corporelle.

Depuis une trentaine d’année, de nombreux travaéw® réalisés sur des pseudopeptides

dérivés de [I'histamine, le laboratoire s’est conSa@ I'étude de leurs propriétés

/CHZQH

HzN_CHZ N

complexantes.

Schéma lI-1 : Structure moléculaire de I'histamine

Les cations Cu(ll) et Ni(ll) ont la particularit€irteragir fortement avec les molécules
contenant le cycle imidazole, et particulieremenécales dérivés pseudo-peptidiques de
I'histamine.

L’étude de la glycyl-glycyl-histamine (Gly-Gly-Hag mis en évidence la formation d'un
complexe plan carré ou le cation est coordiné morhes d’azotE?.

Nous avons synthétisé un nouveau ligand, I'alahydyd-histamine (Ala-Gly-Ha), sur lequel
le résidu Ala, par l'intermédiaire de son carborsynaétrique, permet une étude par
dichroisme circulaire. Les propriétés de protomagbde coordination de ce ligand vis-a-vis
des ions métalliques Cu(ll) et Ni(ll), ont été esagées dans ce travail qui a permis également
d’examiner l'effet de I'insertion d’'un groupementéthyle dans la chaine peptidique. Une
autre peptidoamine,d-méthyl-alanyl-histamine a été synthétisée a ciet et a permis de

compléter I'étude des pseudo-dipeptides.
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Dans un premier temps, nous allons d’abord effeatmebref rappel sur les complexes de
métaux de transition. Puis, nous présenterons iérahtes techniques d’analyse qui
permettent de les étudier. Ensuite, nous décrieoagnthése de ces molécules originales, puis
leurs propriétés acido-basiques seront etudiédm Encomplexation des pseudo-tripeptides

sera traitée séparément de celle des pseudo-dipspti

I.2. RAPPELS SUR LES COMPLEXES DE METAUX DE TRANSITION

Les métaux de transition désignent généralemerélé&sents de la classification périodique
dont la sous-couche d est partiellement rempliar s&ructure électronique s’écrit :

(n-1)dng avec = 4 et 0 < x < 10.

Cette caractéristique leur confére plusieurs pébgs, dont I'existence de plusieurs degrés
d’oxydation stables et la complexation de leursiamec des ligands comportant des doublets
électroniques libres. Les ligands s’unissent auxsionétalliques par un type de liaison
particuliere, dite liaison de coordination qui @spond a I'apport d’'une ou plusieurs paires
d’électrons de la couche de valence du ligand cabitales vides du métal.

Trois géométries de complexes sont courantes, drig@e, tétraédrique et plan carré.

Les complexes de métaux de transition sont gémdeale colorés en raison de transitions
énergétiques dans le domaine du visible. Ce phénem£explique par la théorie
électrostatique du champ cristallin ou plus enganela théorie des orbitales moléculaires.
Prenons I'exemple d’'un complexe de nickel (II) @é®métrie octaédrique :

L’ion nickel (II) compte 8 électrons sur le nivedd. Avant la complexation, les orbitales d
sont dégénérées, c’est a dire qu’elles sont au nméreau énergétique.

La complexation va avoir pour effet de lever la@@grescence. En simplifiant le modéle du
champ cristallin, 'approche des ligands modifiénérgie du cation au centre de I'octaédre,
les orbitales vis a vis des ligands sont déstaaitis par répulsion électrostatique et
inversement, les autres sont stabilisées. Le nivkae trouve alors divisé en deux sous-
niveaux $g et eg avec une séparation énergétique entreeles gue I'on noted (Schéma
[I-2). La régle du barycentre impose que I'énergie thbilssation du niveau,f est

compensée par 'augmentation du niveau eg.
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La faible valeur de\ a pour conséquence de permettre I'excitation dlentéon du niveau
inférieur vers le niveau supérieur par absorptieriummiere visible, la couleur du complexe

provient alors de la lumiere transmise.

TN T "
“ [HITTTT] o

dxy dyz dzx

Schéma 11-2 : lllustration de la levée de dégénéresence du niveau d

pour un champ cristallin octaédrique (ex : complexale Ni(ll))

Pour cette raison, la spectrophotométrie UV-visddé une technique qui peut permettre de
caracteériser les complexes de métaux de transition.

Par exemple, dans le cas de complexes de cuivjeayc des ligands peptidiques,
'augmentation du nombre d’atomes d’azote coordimé@voque un changement de couleur
du bleu au rouge. Ce déplacement de la bande d#lsg qui dépend de la nature des
atomes coordinés dans les positions équatoriaktsd@ a la substitution de donneurs
oxygénés (carboxylate, B, OH) par des donneurs azotés (amine, amide, imidazOhe)
peut donc obtenir des informations sur la structliten complexe a partir de son spectre
d’absorption.

Par ailleurs, la coloration des complexes est umeprigté que I'on emploie en
complexiométrie pour doser les métaux de transitith Cette méthode repose sur
l'utilisation d’'une molécule chélatante: I'EDTA dide eéthylenediaminetétraacétique,
Schéma II-3. Le changement de couleur, faisant suite a ladioation de I'ion métallique

dosé par 'EDTA, permet de repérer le point d’éalence.
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Schéma II-3 : Structure moléculaire de 'EDTA

11.3. TECHNIQUES ANALYTIQUES

Pour étudier les propriétés de molécules complesarit est nécessaire de faire appel a
différentes techniques d’investigation et d’'opénerdeux étapes.

La premiere consiste a déterminer la formule bdet® complexes ainsi que leur constante de
formation, par potentiométrie. Ces premiers rétilp@rmettent de connaitre la composition

d’'un systeme en fonction du pH, et des concentratielatives en ligand et en ion métallique.

A partir de ces résultats et dans le but de le§irooer, la seconde étape consiste a étudier la
structure des complexes du systéme par l'utiligatible méthodes spectroscopiques

(spectrophotométrie UV-visible, RMN, RPE...) et de ridiocristallographie lorsqu’une

recristallisation du complexe est possible.
11.3.1. Potentiometrie

11.3.1.1. Principe

Dans le cas de ligands peptidiques, I'iched I'ion métallique sont en compétition afin de se
lier aux groupements donneurs des ligands (-COQHH,,- -SH ...). Quelle que soit la
réaction qui se met en place dans la solution,ssdlecompagne généralement de la libération
de protons en raison du remplacement des hydrogemdsles du ligand par un ion

métallique. Il est donc possible de tirer des assiohs sur la formule brute et la stabilité des
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complexes présents en solution, en mesurant le mombyen de protons libérés en fonction
du pH.
Techniquement, il s’agit d'un dosage acide-basenal’solution acide de ligand par de la
soude Figure 1I-1). La mesure du potentielB'/H.O de la solution est effectuée en fonction
du volume de soude ajouté, pour obtenir une codebdosage potentiométrique.
L’ajustement mathématique de cette courbe expétatepar une courbe théorique, permet
de déterminer les constantes de formation deseliffés especes.
U (mV)
300 -
200 |
100 |

0

'V (mL)

-200 -

-300 -

-400 -

Figure II-1 : Exemple de courbe de dosage potentio@trique :

Différence de potentiel mesurée en fonction du valoe de soude ajouté
[1.3.1.2. Conditions expérimentales

Les solutions sont préparées dans de l'eau osmesésont dosées par de la soude
TITRINORM, préte a I'emploi, de normalité précisémeconnue (0,100 0,2%). Les
titrages sont effectués a 25 °C, sous atmosphamgati pour éviter la carbonatation de la

soude et la force ionique est fixée a 0,1 mblpar un sel de fond (NaCD“®. Les

concentrations des solutions de ligand et d’ioraiti¢tie sont de I'ordre de 0,01 mof‘L

Les dosages sont réalisés a l'aide d’'un titreurrdeh titrino 721 NET, connecté a un
ordinateur par I'intermédiaire d’'une interface R®¢€, ayant une amplitude de déplacement
de 10 000 pas. Il fonctionne avec une seringue mé& permettant des ajouts de soude de 0,5
pL minimum.

La différence de potentiel est mesurée entre wetrédde de verre et une référence interne de
type ORION Ag / AgCl Modele 91-03.
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Le logiciel TINET détecte la stabilité du potentipermet de délivrer progressivement la

solution de soude et enregistre les données dgeitlans un fichier.
[1.3.1.3. Exploitation des données

Pour convertir le potentiel mesuré en pH, noussotis I'équation de Nernst modifiée, qui

relie la différence de potentiel & la concentragarproton libreEquation 11-1).
E=Ey+Klog[H]+Jy[H]+Jon [H]  Ke  Equation II-1

E : Force électromotrice mesurée
Eo : Force électromotrice standard
K=RT/F
AvecR : constante des gaz parfaits

F : nombre de Faraday

T : la température en Kelvin
Ke : Constante d’autoprotolyse de I'eau (Kg= -13,75 & 1= 0,1 molt et &
T = 25°C) 49
Ju et Jon sont des parametres d’ajustement dans la zone aticlcaline,
respectivement pour la correction des erreurs @rpétales dues au potentiel
de jonction et aux erreurs acides et surtout aealide I'électrode. Nous

pouvons ainsi étendre les mesures en milieu bagigge’a pH = 11,5.

Pour obtenir les valeurs inconnuds,, Jy et Jon, I'électrode est étalonnée avant chaque
dosage par le titrage de 5 mL d’'une solution amp@lRIS. Il s’agit du mélange d’'un acide
fort (HCIO,) et d’'un acide faible, le TRIS (tris-(hydroxymékbyraminométhane, pi< 8,06)

47 Le résultat de ce dosage est introduit dans ogramme, écrit en VISUAL BASIC.
Connaissant la concentration de la soude et lesiksabe potentiel en fonction du volume de
soude ajouté, ce programme calcule par la méthas$e ndoindres carrés les volumes
d’équivalence, puis les paramétigs Jy etJon de 'Equation 11-1.

Le programme effectue une régression sur I'équatienNernst modifiée, connaissant la
concentration en proton [H avant et aprés le premier point d’équivalencecgurespond au

dosage de I'acide forEquation 11-2 et Equation 11-3) %,
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Avant la premiere équivalence,

Equation 11-2
[H*] = L [acide] - [TRIS] + Kras [TRIS) |, [NaOH].V,
Vi + Vyaon ' Kiris + [HY] ! NaOH
Aprés la premiére équivalence,
Equation 11-3
Ke 1 Krris-[TRIS]

[OH] = [NaOH].V,.on - | [acide] +

[H7] V; + Vyaon Kers+ [HT |7

Avec V;=volume initial = 5mL
Vnaon = Volume de soude ajouté : donnée du titrage
[acide] = concentration initiale en acidr _ _ _
S Déterminées par les points d’équivalences
[TRIS]; = concentration initiale en TRIL
[NaOH] = concentration de la soude : 0,1000 miol.L

Kris : constante de dissociation du TRIS 248

Une fois les 3 parameétrds, Jy et Joy obtenus, le programme calcule les valeurs de pH

correspondants aux potentiels mesurés lors du dakatigand igure 11-2)

pH
12 -

10 -

0 05 1.5 2

1 V (mL)

Figure 1I-2 : Transformation de la courbe de dosageotentiométrique :

Conversion du potentiel en pH

19



[1.3.1.4. Calcul des constantes de protonation et dgabilité :

Les données pH-métriques obtenues sont ensuiiséasl pour calculer les constantes de
formation des espéces a l'aide du programme infogua PSEQUAD “9 écrit en
FORTRAN. Ces constantes de stabilité sont définges les équations ci-dessous.
L’ Equation 1I-4 décrit de fagon générale I'équilibre de formatites différentes espéces et
I’Equation 11-5 est la définition de la constante de formafg (les crochets indiquent des

activités).

PM + gL + rH o ML qH; Equation 11-4

Bogr = [MpLqH ] Equation 11-5

M1 [L]% [H]'

avec M : cation métallique

L : ligand

H : proton
Par conventior, est négatif lorsque le nombre de déprotonationtestomplexe est
supérieur au nombre de déprotonations sur le ligaatl Par exemple, un ligand qui
posséde 2 protons labiles est noité,. S’il forme un complexe avec un catibhen

perdant 4 protons, on nommera le complee _,.

L’activité d’une espéce ionique est égale au pitodei la concentration par le coefficient
d’activité y. Celui-ci est reli¢ a la force ionique pour un fmar 'Equation 11-6.

0,522V | . ,
logy= Z—v + ALl Equation 11-6

1+V1
avec y: coefficient d’activité
| : force ionique
z : charge de l'ion

A : terme correctif variable selon le systeme etature de I'ion
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La constante de formation peut alors s'écrire sElBquation I1-7.

|MquHr| . YM L H, Equation 1I-7
IMe| Lo |H] YmP YL W

qur =

Les barres verticales indiquent des concentrations.

En travaillant a force ionique constante, les doieffits d’activité sont constants, et on mesure
alors une constante de formation apparente quindége la force ionique et de la nature de
I'électrolyte.

L'utilisation du logiciel PESQUAD nécessite la ciéa d'un fichier ou sont rassemblés, les
concentrations et les volumes des solutions, les@&es pH-métriques des différents dosages
et les espéces qui sont supposées étre présentekedgsteme. Pour chacune de ces espéces,
une constante de formatifnest donnée. Le programme permet de détermineleguedpéces
existent et ajuste leur constante de formation.

Le programme calcule le bilan de matiére de chal@scomposés du systeni, (L, H) a

I'aide de 'Equation 1I-8 :

n n k
o,
C, :Zajt [s]=2 o B []lc]” Equation 11-8
J=1 J=1 i=1

avect=1,2,..k
C. : concentration totale d{i"® composé
n : nombre d’espéces contenanti8tcomposé (ML, MLH,...)
aj : coefficient stoechiométrique dt"f composé dans 1&T° espéce
k : nombre de composés dans le systeme (en priBcipd L, H)
[Sy] : concentration de Iéf\”]‘e espece dans le systeme
[Ci] : concentration libre & I'équilibre di"® composé dans le systéme

B; : constante de formation de &' espece
Le calcul se déroule en 2 étapes, dans un premsi@pg, le programme calcule les

concentrations libres inconnues par la méthode eletdh-Raphson en résolvanE¢uation

[1-9, puis les valeurs de départ proposées pour lesamates de formatiop sont affinées.
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[Ci]calculée — [Cilexpérimentale =0  Equation 1I-9

Il est important de noter que le programme ne pepas de traiter des systemes a plusieurs
phases donc toute précipitation rendra impossibledétermination des constantes de

formation.

11.3.2. Spectrophotométrie d’absorption UV-visible

[1.3.2.1. Principe et allure des spectres

La spectroscopie UV-visible repose sur les tramsdti électroniques qui ont lieu lors de
I'absorption d’'ondes dont les fréquences se sitwamts le spectre visible et ultraviolet.
Comme nous l'avons vu précédemment, dans le casedaoordination de géométrie
octaédrique, la complexation d’'un ion métallique tdansition conduit a I'éclatement du
niveau d’énergie d.

Les ions Cu(ll) et Ni(ll) n'étant pas toujours $esben géomeétrie rigoureusement octaédrique,
les complexes présentent souvent une structure qalené. Cet arrangement provient d’'un
étirement de l'octaédre, selon I'axe vertical (effahn-Teller). Lorsque cette déformation
atteint son maximum, les ligands dans les positaxigles sont rejetés a l'infini et le cation se
trouve donc dans un environnement plan carré. Igssds se situent dans le plan xy et
déstabilisent fortement I'orbitale 8y ainsi que l'orbitale dxy. Il en résulte une noleel
modification des niveaux d’énergi&¢héma II-4) car les orbitales ayant une composante
verticale sont stabilisées.

Dans cette configuration, il existe 4 niveaux digme différents et 3 états excités possibles.
Les spectres d’'absorption des complexes de cuiNrpar exemple, devraient donc présenter
3 bandes correspondantes a 3 transitions électresid-a proximité de ces transitions fait
que les spectres ne présentent en fait qu’'une lagsl&arge qui correspond a la somme des 3

bandes.
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Complexe Complexe plan-carré
octaédrique

~ - T dxz-y2

Cu2*: 3 /TH eg
RN AT,

d \\\ ,// ) /’\i/ dz2

T
N

Schéma II-4 : Eclatement du niveau d’énergie d pouun complexe plan carré de cuivre

(I

La position du maximum de la bande d’absorptiont peaseigner sur la structure d’un
complexe.
L’évolution des spectres en fonction du pH ou capcat métal/ligand permet de confirmer la

composition d’un systéme déterminé par potentiametr

[1.3.2.2. Conditions expérimentales

Les spectres ont été enregistrés sur un VARIAN CAFEYa double faisceau en utilisant des
cellules en quartz avec un chemin optique de 1 cm.

Les concentrations des solutions sont du méme ouecelles utilisées en potentiométrie et
le pH a été ajusté avec de la soude ou de l'adderhydrique, a l'aide d’'une burette

automatique Metrohm 665 Dosimat. La précision d#smies ajoutés est dgul..
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11.3.3. Résonance magnétique nucléaire

[1.3.3.1. Intérét

La spectroscopie RMN permet d’obtenir des infororadisur la structure des complexes et de
vérifier le systeme établi par potentiométrie. CGefant, les complexes de métaux de
transition sont généralement paramagnétiques, dlssqment un ou plusieurs électrons
célibataires qui peuvent interagir avec les noydes ligands. La conséquence est une
perturbation des temps de relaxation qui provoquélargissement des raies de résonance et
une impossibilité d’obtenir des informations a patés spectres.

Le cuivre (ll) possede toujours un électron céhbrat quelque soit la configuration
énergétiqgue des orbitales car il possede un nonmpair d’électrons sur la couche 3d.
L’étude par RMN des complexes de cuivre (ll) s’aéonc difficile. Par contre, il est
possible d’étudier des complexes de nickel (Il)snaiiquement lorsque le cation est coordiné
avec une symétrie plan carré car tous les élecyramt appariés, on dit que le complexe est

diamagnétiqgue§chéma 11-5.

Complexe Complexe plan-carré
octaédrique

de_yZ

/z' eg \‘\\ - Ti/ d

NININIT T T Y
d T T T s

. -

WU o, o
9 )
Schéma I1-5: Eclatement du niveau d’énergie d pouun complexe plan carré de nickel

(In)
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La spectroscopie RMN peut aussi étre utilisée pitudier les équilibres de protonation
intervenant avec des molécules organiques telles dps peptides. Il est possible de
déterminer des constantes d'acidité (pKa) paritteges RMN et également des constantes

de vitesse d'échange protonique (chapitre V).
[1.3.3.2. Conditions expérimentales

Les spectres RMN ont été enregistrés sur un speetre Bruker DRX 400 avec une
fréquence de travail de 400 MHz.

Les déplacements chimiques des spectresont mesurés par rapport au dioxanne (3,70
ppm). Les spectres ont été réalisés en milieu agaeec 10 % de fD.

Les concentrations des solutions sont du méme ardreupérieures a celles utilisées en

potentiométrie et le pH a été ajusté avec de ldesou de I'acide chlorhydrique.
11.3.4. Radiocristallographie

La détermination de la structure exacte d’'un comgleeut se faire par diffraction des rayons
X, a condition de réussir a obtenir le complex@&tat solide sous forme de cristal.

Les intensités diffractées ont été enregistréesisuiffractometre NONIUS CCD, au service
commun de diffractométrie de [l'université de Nanty en utilisant le rayonnement
monochromatisé & du molybdéne. Les structures ont été résoluesipamméthode directe
de détermination des phases & l'aide du programHELR. 97 ®¥ Les positions et les
facteurs d’agitation thermique anisotrope des asomeéres que I'’hydrogéne ont été affinés
par une méthode de moindres carrés. Pour les atdimgfrogéne, seules les positions ont été

affinés, les facteurs d’agitation thermique isoer@mt été gardés constants a% A
11.3.5. Résonance paramagnétique électronique

11.3.5.1. Principe

La spectroscopie RPE permet de préciser la steictun complexe en étudiant le champ du
ligand autour du cation, a condition que celui-@sgede au moins un électron célibataire, ce

qui est le cas pour les complexes de cuivre (II).
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L'interaction entre le moment magnétique d'un ébectlibre et un champ magnétique
appligué provoque la levée de dégénérescence e espi'apparition de deux niveaux
distincts. Une transition entre ces niveaux énégés peut étre induite par un rayonnement
électromagnétiqgue du domaine des micro-ondes.

Il'y a résonance lorsquev = g..8.B

avec h : constante de Planck
v : fréquence du spectrométre
Oe : facteur de Landé de I'électron libre
B : magnéton de Bohr électronique = 9,27440T*

B : champ magnétique appliqué

Dans les complexes de cuivre (Il), I'électron dacg dans l'environnement de l'ion. Une
interaction électron-noyau dite hyperfine intertisnle spin nucléaire | du cation est non nul,
on observe alors 2I+1 transitions. Ainsi dans le da cuivre (Il), la structure hyperfine
présente 4 composantes car | = 3/2.

De méme, une interaction est possible entre Ilé&eat les noyaux des atomes chélatants, on
la nomme superhyperfine.

Si le ligand posséde n atomes équivalents, chagige de structure hyperfine est alors
décomposée en 2nl+1 composantes. Le spin des nayamote étant égal a 1, on peut en
déduire le nombre d'atomes d'azote liés au caBam.exemple, on doit observer 9 raies
lorsque 4 atomes d'azote sont liés au cuivre.

La description d'un spectre de RPE en solutiorageér I'intermédiaire de 3 parametres, qui
apportent des renseignements sur la coordinatior'i@® métallique : la constante de

couplage hyperfin 4 la constante de couplage superhyperiietde parametreyg

[1.3.5.2. Conditions expérimentales

Les spectres ont été enregistrés sur un spect@maiker ER-200 D a température ambiante
et a 9,45 GHz.

Les concentrations des solutions sont du méme opdecelles utilisées en potentiométrie et

le pH a été ajusté avec de la soude ou de I'adiltehydrique.
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[1.3.6. Dichroisme circulaire

[1.3.6.1. Principe

Tout comme la spectrophotométrie, le dichroismeutiire est basé sur lI'absorption de
lumiére dans les domaines du visible et de I'ultizt.

La lumiere est une onde électromagnétique donhdenp électrique est perpendiculaire a la
direction de propagation. Lorsque la lumiére edaneee, le champ électrique E ne se
propage plus que dans un plan et on peut alororeidérer comme la somme de deux
composantes : gauchg & droite B.

Une substance chirale est dite optiqguement actile, possede des propriétés physiques
différentes pour les champg & E;, ce qui se traduit par une rotation du plan densxtion.

Le dichroisme circulaire s'appuie sur la capacdie molécules optiquement active a absorber
différemment la lumiére polarisée a droite et laikre polarisée a gauche. En pratique, on
considere qu’il existe une difféerence de coeffitied’extinction entre les deux
lumieres Ae = &g - &.

Pour gu’'une molécule soit active en dichroismeutdice, il faut qu’elle soit chirale et qu’elle
absorbe la lumiére. Pour certaines molécules, dprité d’absorption de la lumiére n’est

possible que lors de la formation de complexes.

[1.3.6.2. Conditions expérimentales

Les spectres ont été enregistrés sur un spectmedahin-Yvon CD6 en utilisant des cellules
en quartz avec un chemin optique de 1 cm.

Les concentrations des solutions sont du méme opnzecelles utilisées en potentiométrie et

le pH a été ajusté avec de la soude ou de I'adiltehydrique.
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11.3.7. Spectrométrie de masse avec ionisation élegspray

[1.3.7.1. Principe

La spectrométrie de masse est une technique dsanglyi consiste a séparer des molécules,
préalablement ionisées et mises dans leur étaugaee fonction de leur masse et de leur
charge.

Parmi plusieurs méthodes, I'électrospray permetnisier les molécules d’une solution et de
les transférer en phase gazeuse.

Cette technigue consiste a soumettre a un charopiéle intense, une solution d'échantillon
introduite dans un capillaire. On obtient ainsi @oeumulation de charges a la surface du
liquide, ce qui provoque la pulvérisation de I'éctildon en gouttelettes chargées. L'exces de
charges électrigues dans chaque gouttelette vaguev une cascade d'explosions, au cours
de laquelle les gouttelettes vont devenir de ptuplas petites jusqu’a obtenir des ions libres

qui sont ensuite poussés dans un analyseur.
[1.3.7.2. Conditions expérimentales

Les spectres ont été enregistrés sur un appareiPUGTFORM I, la température de la
source était de 80 °C et un flux d’azote a étésatibour aider a I'évaporation du solvant. Les
conditions étaient les suivantes : voltage du cé@®V et débit de 5 pL.mih

Les concentrations des solutions sont du méme opnzecelles utilisées en potentiométrie et

le pH a été ajusté avec de la soude ou de I'adiltehydrique.

I.4. SYNTHESE DE PEPTIDOAMINES

A I'exception de la carcinine, les peptidoamindmsde d’histamine ne sont pas commerciales,
Une méthode de synthese simple, rapide et origmal# mise en place au laboratoire pour
les synthétise?. La procédure adoptée consiste & coupler avestdimine un peptide ou un
acide aminé dont I'amine terminale est protégéel@aroupement protecteur BOC (tertio-
butyloxycarbonyle). L'agent de couplage utilisé dst BOP (hexafluorophosphate de

benzotriazolyl-oxy-tris-(diméthylamino)-phosphonium
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Nous avons appliqué cette procédure a la synth@s®sl nouveaux ligands : I'alanyl-glycyl-
histamine (Ala-Gly-Ha) et ti-methyl-alanyl-histamineo-Me-Ala-Ha).

La synthese se déroule en deux étapes représenutedsSchéma II-6& Dans un premier
temps est effectué le couplage peptidique entredlEsx molécules de départ, puis la
déprotection de I'amine terminale est réalisée dieunacide.

Cette méthode présente l'avantage de n'utiliserumuseul réacteur pour le couplage
peptidique et pour le déblocage du groupement giee BOC. Le protocole expérimental
est décrit au chapitre V. Au final, les rendememgssont pas excellents 60%) mais les
produits obtenus sont trés propres grace a unistadlisation terminale qui est indispensable

pour pouvoir réaliser une étude potentiométriqueeteligands.

CH3
| o, / NH
(CH3)3COCNHCHCNHCH,COOH +  CI H,N CH,CH
I T SWHEEN o
O (@] N
. HCI
BOC-alanyl-glycine Dihydrochlorure

d’histamine

CH,CN | BOP, Et,N

CH3

I / NH

(CH3)3COCNHCH CNHCHZCN HCH>CH»
Il Il 1 =
(@] (@] O N

HCI
Et,0
CHg
] 4 // NH
Cl H3NCH|C|:NHCH2|C|ZNHCH2CH2 J
+—
o) o) N~ .
HCI
Ala-Gly-Ha

Schéma 11-6: Synthese d’'une peptidoamine (ex : symése de I'alanyl-glycyl-histamine)

Les structures moléculaires des ligands traitéss dan chapitre sont représentées sur le
Schéma II-7. Les molécule$-Ala-Ha, Gly-Ha, Gly-Gly-Hd*" et Ala-Ha®? ont été étudiées
précédemment au laboratoire, elles sont donc ciggesant que référence. Les travaux
exposeés dans cette partie concernent les nouvaléécules synthétisées Ala-Gly-Ha et
Me-Ala-Ha.
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- + / NH - + / NH
Cl HgN CH2|C|:NHCH2CH2 J Cl H3N CHZCH2|C|:NHCHZCH2 J
+— +—
o) N

N~ o) -
HCI HCI

glycyl-histamine : Gly-Ha B-alanyl-histamine : B -Ala-Ha

CHs3
R // NH S s / NH
Cl H3NCHCNHCH,CH, J Cl' H3NC(CH 3), CNHCH, CH, J
I - i .

HCl HCI

alanyl-histamine : Ala-Ha a-methyl-alanyl-histamine : a-Me-Ala-Ha

) . / NH
cl H3NCH2ﬁNHCH2ﬁNHCH2CH2 J
+—
o} o}

N~ .
HCI

glycyl-glycyl-histamine : Gly-Gly-Ha

CHy
i N // NH
of H3NCHﬁNHCH2ﬁNHCH2CH2 J
+—

o} o}

N~
HCI

alanyl-glycyl-histamine : Ala-Gly-Ha

Schéma II-7: Structures moléculaires des peptidoames traitées dans ce chapitre

I1.5. ETUDE DE LA PROTONATION DES PEPTIDOAMINES

Pour étudier précisément les propriétés complegades ligands, il est nécessaire de
connaitre leurs constantes d’acidité. Elles oatdé&terminées par potentiométrie a partir des

courbes de dosage des ligands seuls, & 25°C et fanwe ionique de 0,1 mol’L
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Les valeurs trouvées pour les différents produjtgtetisés sont reportées dansl&bleau

l-1.

Conformément a l'usage, pk pKy, la premiére protonation (pKa lieu sur I'azote amino et

la seconde (pH, sur le noyau imidazole

Gly-Gly-Ha | Ala-Gly-Ha | B-Ala-Ha Gly-Ha Ala-Ha | a-Me-Ala-Ha
pK1 7,85 7,87 9,23 8,04 8,06 8,10
pK> 6,81 6,77 6,84 6,78 6,67 6,71

Tableau II-1 : Constantes d’acidités des produitstédiés (T = 298 K, | = 0,1 mol.L*})

La valeur de pKne varie quasiment pas alors que celle deghtange en fonction du type de
ligand considéré.

Le pKa de I'amine terminale dépend fortement dpdsition de la liaison peptidique la plus
proche. En effet, celle-ci a tendance a modifierbksicité de I'amine par un effet
électroattracteur du groupement carbonyle. Ceclicpxp la valeur élevée du pkde laf3-
alanyl-histamine par rapport aux autres pseudoptighes, a cause des deux Llgui
affaiblissent I'effet électroattracteur.

Pour les pseudo-tripeptides, le groupement aminonesns basique a cause de l'effet
coopératif des deux groupes peptidiques.

Par ailleurs, I'addition de groupements méthyledeaernier acide aminé du c6té N-terminal
semble exercer un tres faible effet inductif dompei augmente la basicité du groupe
amino.

A 'exception de Ig3-alanyl-histamine, il y a un faible écart entre deix pK des ligands, ce
qui implique une compétition entre les deux proesste déprotonation. Le cycle imidazole
n’est donc pas forcément le site déprotoné en @repaiur toutes les molécules.

La détermination des constantes d’acidités pernd@, dle connaitre les propriétés acido-
basiques des molécules synthétisées mais ellegaedtnéent indispensable pour pouvoir

étudier les propriétés complexantes.
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11.6. COMPLEXATION METALLIQUE

11.6.1. Complexes de pseudo-tripeptides

Les pseudo-tripeptides avec I'histamine en troigigmosition sont considérés comme des
mimes du site de coordination du cuivre (llI), ddas sérum albumine de plusieurs

mammiferes. Le seul ion métallique qui peut corenceer le cuivre (ll) pour ce site est le

nickel (I1).

Comme nous l'avons déja mentionné précédemmenpeajgles ayant un résidu histidyle en

troisieme position et des acides aminés variédtii -terminal ont souvent été utilisés pour
simuler ce site. Les résultats montrent la forrmatdtun complexe majoritaire dans la zone de
pH physiologique avec 4 atomes d'azote coordinéss Pomplexes plus minoritaires en

milieu acide avec un, deux et trois atomes d’azot@dinés sont détectés par potentiométrie
mais leur existence est controversée car il estzashfficile de les détecter avec des

techniques spectroscopiques du fait de leur fadblecentration. Certains auteurs pensent
méme que ces espéces mineures ne sont qu’un adeflcméthode potentiométrigiie

La glycyl-glycyl-histidine tres souvent étudiée,épente I'inconvénient de posséder un
groupement carboxylate qui n'existe pas dans lecttre de la sérum albumine. La glycyl-

glycyl-histamine a été préférée au laboratoiredlquelques années, car elle offre un meilleur

modele et a permis de confirmer le réle mineur @ahbaxylate, sur la stabilité des complexes
11.6.1.1. Etude des complexes de cuivre (1) et deiakel (I1) du ligand Ala-Gly-Ha

Il est intéressant de commencer par la présentdgsrcourbes de titrages potentiométriques
des systémes Gu- Ala-Gly-Ha et Nf* - Ala-Gly-Ha, pour différents rapports métal/ligan

(Figure 11-3). Les courbes pH = f(Mor) ont été transformées en courbes "équivalents de

soude par ligand" = f(pH) pour mieux visualiserdéprotonations.
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équivalent de
soude / ligand

8 -

—L
——Cu(Il)/L=1
—Ni(I)/L=1

4 —— Cu(II)/L=3/5

2 4 6 pH 8 10 12

Figure 1I-3 : Courbes des titrages potentiométriqus d’Ala-Gly-Ha

Dans une solution équimolaire de Cu(ll) et d’Alagla, nous observons a partir de pH =5
la consommation de quatre équivalents de base. lRosysteme Ni(ll) - Ala-Gly-Ha les
processus de déprotonation se produisent a un yéigéveé (6,5), mais la courbe de titrage
est ensuite pratiquement identique a celle du eu{). L'analyse de ces courbes par le
logiciel PSEQUAD permet d’identifier la formatiore 4 espéces : MLH, ML MLH.,,
MLH 3, le ligand totalement protoné étantlH

Les constantes de formation de ces complexes ass¢mblées dans Tableau II-2 et sont
comparées a celles obtenues pour Gly-Gly-Ha. Leéffreh entre parenthéses indiquent
I'incertitude sur les constantes de formation desngar le programme (par exemple, 11,59
(06) signifie 11,5% 0,06).
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Ala-Gly-Ha Gly-Gly-Ha
cu(ll) Ni(I1) cu(ll) Ni(I1)

MLH 11,59 (06) 10,21 (08) 12,02 (03) 10,48 (02)
ML o o 6,61 (04) 4,15 (04)
MLH 4 2,36 (02) -1,68 (02) 1,65 (09) -2,87 (12)
MLH., -2,86 (01) -7,89 (01) -2,48 (04) -7,99 (01)
MLH 3 -15,12 (02) -19,87 (02) -14,34 (02) -19,56 (02
MLH., 5,22 6,21 413 5,12

MLH
MLH
T 12,26 11,08 11,86 11,57

Tableau II-2 : Constantes de formation des complexede Cu(ll) et de Ni(ll) avec Ala-
Gly-Ha et Gly-Gly-Ha (T =298 K et | = 0,1 mol.L'%)

Les deux systemes sont similaires a I'exceptiosalaplexe ML qui n’a pas été détecté pour
Ala-Gly-Ha. Les valeurs obtenues pour les compleo@amuns aux deux systéemes sont du
méme ordre.

D’'une fagcon générale, les complexes de Cu(ll) sus stables que ceux de Ni(ll). Les
complexes CuLH et CulLbl formés avec Ala-Gly-Ha, sont un peu moins stabies ceux
formés avec Gly-Gly-Ha tandis que c’est I'inversmipCulLH;. Ces différences peuvent étre
dues a un phénomeéne de solvatation car le comgiexXda-Gly-Ha est plus hydrophobe que
celui de Gly-Gly-Ha. La présence du groupement giétkhle I'alanine a donc une légere
influence sur la stabilité des complexes.

Les constantes de formation permettent de déterniése diagrammes de répartition des
complexes en fonction du pH, représentés shidare |I-4 pour les deux ions métalliques.
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Systéme [Ala-Gly-Ha] = [Clf'] = 0,01 mol.L*

% de Ni** Ni2*

100 -
80 -
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40 -

20 NiLH ,

2 4 6 pH 8 10 12

Systéme [Ala-Gly-Ha] = [N#*] = 0,01 mol.L™*
Figure 1I-4 : Diagramme de répartition des espécesn fonction du pH

On peut voir sur ces diagrammes que les especes BtLMLH.; sont minoritaires. Le
complexe MLH; est largement majoritaire sur un grand domainpHieontenant la zone de
pH physiologique. A partir de pH = 10, un complé#kH ; apparait et devient prédominant
lorsque le pH atteint des valeurs élevées.

La formation de ces différentes espéces a étéifidenpar spectrophotométrie UV-visible.
Les spectres du systéme fQu [Ala-Gly-Ha] = 1/5 sont représentés surFiure 11-5. Ce
rapport a été préféré au rapport 1/1 afin de faeoria complexation et de mettre plus

facilement en évidence les especes minoritaires.p@irt y voir clairement la formation
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successive de 3 complexes (les spectres ont étgesaen fonction des dilutions causées par

les ajouts de soude nécessaires pour augmentdj.le p

A —— Cu(l) — pH=224
14 -

pH=3.94 pH=4.31
12 -

0.8

0.6

04

0.2 -

0

400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
A (nm)

Figure II-5 : Spectres visible du systéme [Ct] = 0,01 mol.L* ; [Ala-Gly-Ha] = 0,05

mol.L™*

Aux faibles valeurs de pH, une bande large estctigeaux alentours de 750 nm. Lorsque le
pH augmente, une nouvelle bande apparait aux ersvite 645 nm et enfin a partir de pH =
5, les spectres montrent la formation graduellendeomplexe ayant un maximum
d’absorption a 520 nm.

En comparant ces résultats a ceux obtenus en potgttie, on peut attribuer ces 3 bandes
respectivement aux complexes CuLH, CulLét CuLH..

Le complexe CulLH détecté par potentiométrie peut étre mis en écelepar une
augmentation de I'absorbance en milieu tres baqjoide: 13).

Il est possible de calculer les spectres indivislaiels 4 complexes et du cuivre (Il) seul, selon
une procédure utilisée au laboratoire. Ceci peumptire de déterminer la structure des
différents complexes, a partir de données trouddes la littérature concernant l'influence

des groupes chélatants sur la valeukgs.
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La loi de Beer-LambertHguation 11-10) relie la concentration d’une espéce a I'absorbanc
de la solution qui la contient. Elle permet de aldc le coefficient d’extinction molaire a

chaque longueur d’onde.
AN)=¢gA).I.C Equation 11-10

avec A : longueur d’onde
A(A) : absorbance du spectre
€(A) : coefficient d’extinction molaire de I'espece
| : chemin optique
C: concentration de I'espece

La courbee = f(A) est donc équivalente au spectre enreghstréf(A) a un facteur prés.C).

Etant donné que la loi de Beer-Lambert est additieesqu’il y a plusieurs espeéces,
I'absorbance & une longueur d’'onde est égale artare des absorbances de chaque espece
(Equation 11-11).

AN = DeMN).1.G Equation 11-11

A partir des constantes de formation déterminéepogéentiométrie, on peut connaitre les
concentrations des 5 espéces, Cu(ll), CuLH, CulEuLH, et CuLH3, en fonction du pH.
Donc avec 5 spectres expérimentaux mesurées a dd#fpkents, on obtient un systeme de 5
équations dont la résolution a l'aide d'un ordinatelonneg(A\) pour chaque espece. On
obtient ainsi les 5 spectres individueBigure 11-6), ce qui permet de détermin@max
(longueur d’onde au maximum d’absorption) &t(coefficient d’extinction molaire au
maximum d’absorption) pour les 4 complexes. Lesltats sont rassemblés dansTkbleau
l-3.

A l'aide de systémes d’incréments trouvés dansttérature®® 54 55 56

il est possible de
calculer une valeur approchée By d’'un complexe en fonction des groupes chélatatris.
comparant ces valeurs alx¥ax experimentaux, on peut déterminer la structurecdesplexes

du systeme.

37



€ (L.mol’l.cm'l)

140 -

CulLH

120 -

100 -

80 -

60

40

20 -

400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

A (nm)

Figure 11-6 : Spectres visible individuelse = f(A) du systeme [CG'] = 0,01 mol.L!; [Ala-
Gly-Ha] = 0,05 mol.L*

CulLH CulLH, CulLH. CulLHzs
Amax (NM) 740 644 520 516
e (L.molt.cm?) 35 69 110 119

Tableau 11-3 : Valeurs deAmax et€ pour les complexes du systéme [&{] = 0,01 mol.L*;
[Ala-Gly-Ha] = 0,05 mol.L™

Les valeurs obtenues pour CuLH sont compatiblesc auwge coordination de I'amine
terminale ou du cycle imidazole.
Celles obtenues pour Culjtoncordent avec une coordination de I'amine, mheidazole et

d’'un amide déprotoné.
Pour CulLH,, on peut confirmer une coordination par 4 atom&male avec lI'amine

terminale, le cycle imidazole et les deux amidguat®nés.
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Il est intéressant de remarquer que les déprotmmaties amides peptidiques présentent des
valeurs de pKa tres faibles en présence d’ionslhegtas (5,22 et 6,21, respectivement pour
le Cu(ll) et le Ni(ll) (Tableau I1-2)), alors qu’elles sont impossibles dans I'eau (pKlat).

Les valeurs d@anax et d’e obtenues pour CuLkisont trés proches de celles de Cul.Ee qui
indique que la formation du complexe MHest due a une déprotonation du NH restant de
I'imidazole et non a la substitution d’'un des atsrd&azote par un ion hydroxyde.

Avec les complexes de nickel (ll), la spectroscopl¥-visible n’apporte pas autant
d’'informations qu’avec les complexes de cuivre. (@n observe un déplacement continue de
la bande d’absorption pour le systéme Ni(ll) - Mj+~Ha, de 394 nmapH=2,2a417nma
pH = 6,3. Ce qui est caractéristique d’'une cootéinaplan carré a quatre atomes d’azote
(MLH_,).

Avec le systeme Ni(ll) - Ala-Gly-Ha, la spectrospRMN apporte une information
intéressante en confirmant la déprotonation du ¢exepMLH, en MLH3;. Rappelons que
lorsque le nickel (Il) est impliqgué dans un comglgXan carré, contrairement au cuivre (ll), il
devient diamagnétique, ce qui rend possible undegbar RMN.

Les déplacements chimiques des protons portégepaalbones C2 et C5 de I'imidazole sont
sensibles a I'état de protonation du cycle et oseole un déplacement des résonances en

milieu basique lorsque le pH augmentalfleau 11-4).

pH 6,50 7,89 9,02 9,98 11,0 12,0 >13,5
C5-H 7,25 7,25 7,25 7,24 7,20 6,92 6,64
C2-H 6,81 6,81 6,81 6,81 6,79 6,66 6,51

Tableau I1-4 : déplacements chimiques des protonsed’imidazole pour le complexe Ni*
- Ala-Gly-Ha en fonction du pH dans HO/D,0 90/10 v/v

Il est possible de calculer le pKa du couple NiLH NiLH_3, a partir des déplacements
chimiques des espéces totalement protonées efrtwat déprotonées.

En admettant que les déplacements aux pH interingslissont les moyennes des
déplacements limites, pondérées par les proportaes deux espéces, on obtient par
ajustement des points expérimentaux, pKa = 11E9¢ufe II-7), ce qui coincide avec la

valeur déduite des titrages potentiométriques, pHa,98 Tableau II-2).
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Figure II-7: Déplacements chimiques des protons démidazole en fonction du pH pour

le systéeme Ni(ll) - Ala-Gly-Ha

La formation des complexes est confirmée par spewitrie de masse avec ionisation
électrospray (ESI-MS). Les complexes Cul,HCuLH, et CuLHz peuvent étre identifiés
sachant que les isotopes du cuffi@u et®®Cu donnent des pics doubles d'intensités relatives
69/31 Figure 11-8).

L’attribution des principaux pics s’est faite emaat compte de la réduction du Cu(ll) en
Cu(l) déja observée en ESI-M®”, ainsi que de la fragmentation du ligand dans les
complexes, également déja obser{’k Les correspondances entre les pics et les rapport
m/z sont rassemblés dansTableau II-5, les espéeces ont été détectées en mode positif a
I'exception du complexe MLH détecté en mode négatif.

Les pics pour les rapports m/z = 112 et 169 apgseat €également dans le spectre ESI-MS du

ligand seul.
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Figure 11-8: Spectre ESI-MS en mode positif du systme [CLF'] = [Ala-Gly-Ha] = 0,01

mol.L*apH=5

m/z Attribution des pics
112 (HeN-CH,-CH,-Imidazole)H = LH* moins les 2 résidus Ala et Gly
169 (HN-CH,-CO-NH-CH,-CHy-Imidazole)H = LH" moins le résidu Ala
240 LH*

257-259 CuLH"
262 L, Na'

301-303 cu(hr*

302-304 CuLH, Na

323-325 CuLH,, NaNQs, Na'

299-301 CulLHs

Tableau II-5 : Attribution des principaux pics de I'analyse ESI-MS
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La structure des complexes peut étre précisée graoe étude de dichroisme circulaire. Les
spectres de plusieurs solutions de Cu(ll) - Ala-Bfya différents pH sont représentés sur la
Figure 11-9, les spectres individuels ont également été aadcaklon la procédure décrite
pour les spectre UV-visible, ils sont représentédasFigure 11-10.

En dessous de pH = 4,31, aucune bande n’est olesgro@rtant a ce pH le complexe CulLH
est bien présent en solution. Ceci permet de l&xeertitude sur la structure de ce complexe,
en effet, le groupe se coordinant au cuivre dahbl Me peut étre que le cycle imidazole car
dans le cas ou la coordination aurait commencd’gaine terminale, on aurait observé un
effet de dichroisme circulaire du fait de la proiérdu carbone asymétrique de I'alanine.

A partir de pH = 4,31, deux bandes différentes stiservées, la plus intense a 524 nm est
attribuée sans ambiguité a CukHL'autre bande a 620 nm correspond probablement au
complexe CulLH, on sait que les groupes coordinants sont I'antéreninale, le cycle
imidazole et un des deux amides déprotoné. Etaminéogue I'effet de dichroisme
correspondant a CulLHest trés faible comparé a celui de Cul,ldn peut supposer que c’est

le groupe amide du résidu Gly qui se lie au cation.

400 750
AA
0 -
-0.0005 -
— pH=2 —— pH=4,31
-0.001 -
pH=490 —— pH=5,19
——pH=5,51 —— pH=6,29
-0.0015 -
—pH=799 —— pH=12,10
-0.002 -

Figure 11-9 : Spectres de dichroisme circulaire dwsystéme [CG'] = 0,01 mol.L* ; [Ala-
Gly-Ha] = 0,05 mol.L™*
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Figure 11-10 : Spectres de dichroisme circulaire idividuels Ae = f(\) du systéme [CG"] =
0,01 mol.L'* ; [Ala-Gly-Ha] = 0,05 mol.L™

Enfin, laFigure II-11 représente les spectres RPE obtenus pour unéosoégfuimolaire de
Cu(ll) et d’'Ala-Gly-Ha. Le spectre a pH = 7,9 canfie une coordination plan carré avec 4
atomes d’azote pour le complexe CukEhlr on observe bien 9 raies de résonance.

Les parametres spectraux {92,096 ; A= 86,1 G et @= 12,5 G) sont en accord avec ceux
reportés pour Cu(ll) - Gly-Gly-Ha et les complexazalogues®* %% €9 Ces valeurs sont
conformes a une géomeétrie plan carré

A pH = 11,6, le spectre est un peu moins intensesgparameétres légérement modifiés£g
2,095 ; A =85,3G etp=12,4G), ce qui confirme la déprotonation de Miéh MLH..
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Figure 11-11 : Spectres RPE du systéme [CAl] = [Ala-Gly-Ha] = 0,01 mol.L™

Sur la base des argumentations précédentes, lesuses des complexes formés avec Ala-

Gly-Ha sont représentées suSehéma I1-8

MLH MLH
N CH3
HaN NH
’ NHW \/Y\N o ’%Hz //—NH
HayC o) %|§/ Hy : N
M
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CH3 CH3
NH2 NH2
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© ©
O (@]

Schéma II-8 : Structures schématiques proposées poles complexes formés dans les
systemes Cu(ll) - Ala-Gly-Ha et Ni(ll) - Ala-Gly-Ha

11.6.1.2. Etude cristallographique du complexe CuLH, de 'alanyl-glycyl-histamine

La cristallisation du complexe a été obtenue arpaiine solution équimolaire d’Ala-Gly-Ha
et de C@" de concentration 0,02 mol*l_dont le pH & été ajusté a 9. Le volume de latismiu

a été réduit par lente évaporation a températureicante, et des petits cristaux rouges en
forme d’épingle sont apparus au bout de quelguesises.

La structure du complexe représentée siridare 11-12 confirme la structure tétracoordinée
envisagée. Le cuivre est bien coordiné par I'aztEno, les deux atomes d'azote des
fonctions amides et I'azote N3 du cycle imidazd¥3 (sur la figure, N3 également selon la
notation IUPAC) formant un complexe plan carré téggent distordu.

Les paramétres cristallographiques, les différedistances interatomiques et les principaux
angles de liaisons sont rassemblés respectivenzars l@ésTableau II-6, Tableau 11-7 et
Tableau II-8.

La structure de ce complexe est peu difféerenteatle déterminée pour le cristal Cu(ll) - Gly-
Gly-Ha, 3H0 ®?. Les distances Cu(ll)-N dans la sphére de cootidimavarient de 1,890 &
2,036A et sont proches de celles rencontrées fedleituent dans les complexes de Cu(ll)
avec des peptidé®.

La structure montre que le cristal ne comportedmmsnolécules d’eau contrairement a celle
déterminée pour Cu(ll) - Gly-Gly-Ha, 38 ©2. Par conséquent, le nombre de liaisons
hydrogene est considérablement réduit. Chaque atdmdrogéne du groupe amino terminal
(H5 et H8 sur la figure) est lié a 'atome d’oxygétu résidu Gly des molécules voisines (d =
2,015 et 2,066 A). De la méme facon, I'atome d’log@me porté par 'azote N5 (N1 selon la
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notation IUPAC) forme une liaison hydrogéne fode=(1,966 A) avec I'atome d’oxygéne du
résidu Ala.

Le plan du cycle imidazole n’est pas tout a faiplanaire au plan des atomes coordinés,
I'angle entre les normales est de 24 °.

Contrairement au systeme Cu(ll) - Gly-Gly-Ha olclgvre se place exactement dans le plan
formé par les quatre atomes d’azote, nous obsermvoaslégére déviation de 0,075 A par
rapport a ce plan moyen dans le cristal Cu(ll) a-@ly-Ha. Cet écart est trés probablement

causé par la présence du groupement méthyle.

Figure 11-12 : Structure du complexe cristallin CuLH., de Ala-Gly-Ha
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Formule

CuGoH15N50,

Masse molaire

300,81 g.mbl

Systeme cristallin

Monoclinique

a 8,242 A
b 7,886 A
c 9,835 A
B 111,137 °
Volume de la maille 596,58%A
Nombre de molécules dans la maille 2
Masse volumique 1,675 g.6n
Groupe spatial P2

Tableau I1-6 : Parametres cristallographiques du coplexe CuLH., de Ala-Gly-Ha
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Atome 1 Atome 2 Distance (A Atome 1 Atome 2 Distance
Cu N1 1,899 C5 N2 1,466
Cu N2 1,944 C6 N2 1,309
Cu N3 1,949 C6 C12 1,534
Cu N4 2,036 C6 02 1,262
C1 N5 1,339 C8 N1 1,306
C1 N3 1,334 C8 o1 1,249
C2 N5 1,367 C8 C9 1,537
C2 C3 1,352 C9 Cl1 1,527
C3 N3 1,384 C9 N4 1,494
C3 C4 1,496 C12 N1 1,444
C4 C5 1,505

Tableau II-7 : Principales distances interatomiqueslans le complexe CuLhk de Ala-

Gly-Ha
Atome 1| Atome 2| Atome 3 Angle(9 Atome[l Atomel2 Atome Angle (°)

N1 Cu N2 83,07 Cu N2 C5 123,88
N2 Cu N3 94,80 Cu N2 C6 117,03
N3 Cu N4 99,36 Cu N1 C12 116,77
N4 Cu N1 82,57 Cu N1 C8 121,03
Cu N3 C1l 130,24 Cu N4 C9 109,33
Cu N3 C3 123,02

Tableau II-8 : Principaux angles de liaisons danslcomplexe CuLH, de Ala-Gly-Ha
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11.6.1.3. Conclusion

Les systemes de complexes formés par les pseymbptides, que ce soit Gly-Gly-Ha ou Ala-

Gly-Ha sont sensiblement identiques. L’étude dedeenier ligand a permis de préciser
certains points sur la coordination dans les difiés complexes, notamment grace a
I'utilisation du dichroisme circulaire.

L’atome ancreur de la complexation serait I'atonezdte N3 du cycle imidazole plutét que

le groupement amino et le premier groupe peptidijétre déprotoné est celui situé entre le
résidu glycyle et I'histamine, c’est a dire le gpeupeptidique le plus proche du cycle
imidazole.

Les différentes techniques d’analyse utilisées petmis de confirmer le systeme de

complexes établi par potentiométrie et de prédaerstructure. Notamment, la diffraction de

rayons X a confirmé la structure plan carré, comséé de 4 atomes d'azote, du complexe

majoritaire de ce systeme.

11.6.2. Complexes de pseudo-dipeptides

Gly-Ha est le plus simple représentant des pseuyzkptides. Les études précédentes ont
montré que les systemes de complexes avec cesldigataient plus compliqués que ceux
rencontrés avec les pseudo-tripeptiiésLes espéces sont nombreuses et les diagrammes de
répartition des especes en fonction du pH déperiddaetent des concentrations relatives en
ligand et en ion métallique.

L’étude de la complexation deaFmethyl-alanyl-histamineo-Me-Ala-Ha) a été réalisée dans

le but de faire une comparaison avec les pseudeptiges déja étudiés et de préciser la

structure des complexes que ce type de ligand farrae les cations Gliet NF™.

1.6.2.1. Etude des complexes de cuivre (I1) et deakel (I1) du ligand a-Me-Ala-Ha

Comme pour Ala-Gly-Ha, commencons par examinecéesbes de dosagdsigure 11-13).

Dans une solution équimolaire de Cu(ll) etadVle-Ala-Ha, on observe un point
d’équivalence tres marqué apres la consommatidhétpiivalents de base. Cette constatation
va dans le sens de la formation d’'un complexe CupBr coordination de I'amine terminale,

du cycle imidazole et de 'amide déprotoné.
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équivalent de

soude / ligand
6 -
—L
54
——Cu(I)/L=1
4 |
—Cu(In)/L=1/5
3 .
Ni(II)/L=1
2 4
1
04
2 4 6 pH 8 10 12

Figure 11-13 : Courbes des titrages potentiométriges da-Me-Ala-Ha

Apres pH =9, il y a un deuxieme point d’équivakemgi correspond a la consommation d’'un
équivalent de base supplémentaire. On peut expligegigohénomeéne, soit par coordination
avec un ion hydroxyde, soit par la déprotonatiofiaimte N1 de I'imidazole.

Pour le systeme Ni(ll) e-Me-Ala-Ha, les déprotonations surviennent a ungis éleve,
mais un précipité jaune est observé a partir de=f#la formation des complexes n’a donc
été étudiée que dans la zone de pH inférieuret@ lomite.

L’analyse des courbes de dosage a permis d’identéiformation des espéces CuL, CulH
CulLH.;, CulLHgs, CulyH.; et Cul4H.g d’'une part et NiL, NiLH;, NiLoH.;, NisL4H.g d’autre
part.

Les constantes de formation des complexeshMi-Ala-Ha et de ses analogues Ala-Ha et

Gly-Ha, sont rassemblées danJ &bleau II1-9.
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o-Me-Ala-Ha Ala-Ha Gly-Ha
Cu(ll) Ni(ll) Cu(ll) Ni(ll) Cu(ll Ni(11)
MLH . . . 10,61 (05) 11,84 (08) 10,46 (02
ML 7,91 (03) 4,06 (1) 7,84 (03) 4,02 (04 7,19 (10) 4(00)
ML, . _ 14,41 (04)] 7,76 (06) 14,50 (01) 7,73 (02
MLH ., 4,10 (01) @ -3,67 (05)] 3,73 (01 -3,07 (03) 3,99 (01) 92@1)
MLH., | -5,39 (04) . -5,60 (02) -12,15(06) -5,46 (01) -12,@3)(
MLH.; | -17,43 (04) . -16,70 (05) _ -16,76 (02) _
ML.H.; | 6,66 (08) 0,81 (03) 6,60 (04 0,12 (04) 6,90 (01p,16+ 0,01
MyLsHg | -13,75 (07)| -36,13 (02) -14,46 (07) -37,76 (08) -146) -37,68
ML
pK MLH 3,81 7,73 4,11 7,09 3,20 6,89
MLH
PK wLH, 9,49 - 9,33 9,08 9,45 9,53
MLH_,
PK mLH, 12,04 . 11,10 . 11,24 .

Tableau II-9 : Constantes de formation des complexede Cu(ll) et de Ni(ll) avec des
pseudo-dipeptides (T = 298 K et | = 0,1 mol:t)

On rencontre des systémes semblables pour learddbgavec des valeurs de [pglu méme

ordre et des complexes de Cu(ll) plus stables qu& de Ni(ll).

Les diagrammes de répartition des especes endandti pH sont représentés suiFigure

[I-14 et pour les deux ions métalliques. Contrairement systémes rencontrés avec les
pseudo-tripeptides, la distribution des complex@sedd fortement du rapport métal/ligand.
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On remarque également que la présence de groupemétiyles sur le premier résidu du
c6té N-terminal influe sur la formation de certagmnplexes. En effet, le nombre d’espéces

dans le systeme diminue lorsque I'on passe de @lgdiMe-Ala-Ha.

% de Cu®* " CuLH_,

Systéme fi-Me-Ala-Ha] = [Cu®*] = 0,01 mol.L*

% de Cu®* e
Cu CuLH_l

100 -
80 -
60 -

40 -

pH

Systéme fi-Me-Ala-Ha] = 0,01 mol.L* ; [Cu®] = 0,0025 mol.L*
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% de Ni** .
Ni?* NiyL,H
100

80 -

60

40 -

20 -

pH

Systéme @i-Me-Ala-Ha] = [Ni*"] = 0,01 mol.L*

Figure 1l-14 : Diagrammes de répartition des espemeen fonction du pH

L’espece CuLH n’est pas détectée, I'espece Culj@asiment négligeable et sa formation ne
peut pas étre confirmée par des méthodes speghigses.

Dans la zone de pH 4 a 8, pour une solution équaimelde Cu(ll) et di-Me-Ala-Ha,
I'espéce prédominante dans la zone de pH physiplegest CuLH.

Le complexe CufH.; apparait uniquement en présences d'excés de ligandla base des
résultats précédents, ce complexe peut étre déno@uméli(L) avec coordination d’'un
second ligand sur le complexe CulHar l'intermédiaire de I'azote N3 du cycle imidéz
(47).

En augmentant le pH, les complexes Cuylkt CulLH; apparaissent suite a deux
déprotonations successives de pKa respectifs,e,49,04. Ce dernier pKa peut étre attribué
a la déprotonation de lI'azote N1 car sa valeurtrést proche de celle déterminée pour le
systeme Cu(ll) - Ala-Gly-Ha (pKa = 12,26).

Par conséquent, le complexe Cukldrovient de I'hydrolyse du complexe CuliHc'est a
dire de la déprotonation de la molécule d’eau siteré quatrieme position équatoriale. L'écart
entre les deux pKa supérieur a 2 unités de pH d#mogue le recouvrement des
déprotonations est négligeable. Cependant la foomatl'un complexe CulLH ou la
déprotonation se fait sur I'azote N1 au lieu denlalécule d’eau est possible dans une tres
faible proportion. C’est cette espece qui condui dormation du tétramere QliyHg que

I'on peut écrire (CuLk)a.
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La formation de ce complexe a été clairement misévédence par spectrophotométrie UV-
visible. Les spectres du systéme {Qu [Ala-Gly-Ha] = 1/1 sont représentés surAmure
[1-15.

——Cu (I)) —— pH=3,99
1_
pH=4,11 pH=4,18
0.9
—— pH=4,34 —— pH=4,61
0.8 1 P P

\ — pH=5,13 — pH=781

0.7 - \
0.6 —— pH=9,57 —— pH=10,31

0.5 - —— pH=11,55
04 |
0.3 1
0.2

01 - EsSs — —
0 ‘ : ‘ : ‘ ‘ ‘ ‘
400 450 500 550 600 650 700 750 800
A (nm)

Figure 11-15 : spectres visibles du systéme [Ci{] = [a-Me-Ala-Ha] = 0,01 mol.L*

Entre pH 4 et 8, on observe une bande a 600 nnttéasdique d’'une coordination de
I'amine, de I'imidazole et d’'un amide déprotonés'thgit du complexe CulLki A partir de

pH = 9, apparait une nouvelle bande dont le maxirdiabsorption se situe a 540 nm. Pour
avoir une telle valeur, il faut que le cation®Csoit coordiné par 4 atomes d’azote dans un
environnement plan carré. Il y a déja 3 atomesaléadans la sphere de coordination du
cuivre, le quatrieme ne peut venir que du cycledanole d’'un autre ligand pour former le
tétramere Cil4H.s.

La formation de ce complexe a été confirmée par RBEpectre a pH = 11,0 représenté sur
la Figure 11-16, montre effectivement la présence de 9 raies byperfines caractéristiques
d’'une coordination a 4 atomes d’'azote. Les paraséfpectraux sont les suivantg =@,06 ;
Ap=84,0Getp=13,2G.
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Figure 11-16 : spectres RPE du systéme [Cil] = [a-Me-Ala-Ha] = 0,01 mol.L*

Sur la base des argumentations précédentes, lesuses des complexes formés avec Ala-

Gly-Ha sont représentées suSehéma 11-9

CulLH1 CulLH-
G
H20 OH
/T e,
/ H2N\NVWWWVWW\CUMNVWMNV‘N /
HSCH,.., H3CI::., §
N N
H3C ©) H3C ©)
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Schéma I1-9 : Structures schématiques proposées poles complexes formés dans les

systéemes Cu(ll) -a-Me-Ala-Ha et Ni(ll) - a-Me-Ala-Ha

11.6.2.2. Etude cristallographique du complexe NiL 4H_g de a-Me-Ala-Ha

Aucune spectroscopie n'a été utilisée avec les tmxap de nickel (II) a cause de I'apparition
d’un précipité jaune a partir de pH = 9. Ce prééigie forme lorsque le complexe;INiH.g
est prédominant. En dissolvant le précipité dansméthanol, on obtient des petits cristaux
jaunes apres une lente évaporation a températutgaar®. La structure du complexe
représenté sur laigure 11-17 confirme la formation de I'espéce tétramériqugl i g avec 4

atomes d’azote dans la sphére de coordinatioriatedentral.
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Figure 11-17 : Structure du complexe cristallin NisL sH.g de a-Me-Ala-Ha

Les 4 atomes de nickel ne se disposent pas dagdannmais au sommet d’'un tétraedre
déformé. Cette géométrie a déja été rapportée powomplexe d'or () avec un dérivé du
cycle imidazold®®, mais jamais avec des peptides ou des pseudapspti

Pour chaque monomere, les 4 atomes d’'azote dehkresgle coordination d’un ion nickel
s’inscrivent dans un plan et chaque plan est péipelaire a celui d’'un autre monomere.
Cependant, la structure est en cours de raffingnmlest parametres cristallographiques
(Tableau 11-10) peuvent étre encore améliorés pour certains.

Les différentes distances interatomiques et lascjpaux angles de liaisons sont rassemblés
respectivement dans Tableau II-11 et leTableau 11-12.
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Systéme cristallin

Monoclinique

a 11,229 A
b 23,468 A
c 21,245 A
B 101,534 °
Volume de la maille 5485,47°A
Nombre de molécules dans la maille 4
Groupe spatial R

Tableau I1-10 : Parametres cristallographiques du omplexe NiL 4H.g de a-Me-Ala-Ha

Atome 1 Atome 2 Distance (A Atome 1 Atome 2 Distancg
NiOl N13 1,885 N31 C41 1,382
NiOl N31 1,9 N41 CIa1 1,499
NiOl N21 1,882 C41 C61 1,475
NiO1 N41 1,904 C41 C51 1,345
N11 C21 1,331 C61 C71 1,492
N11 C51 1,366 C81 Ccal 1,478
N21 C71 1,494 Ca1 Ci101 1,564
N21 C81 1,299 Co1 Cl11 1,554
N31 C21 1,343 011 C81 1,254

Tableau II-11 : Principales distances interatomique dans le complexe ML 4H_g dea-
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Atome 1| Atome 2| Atome 3 Angle(9 Atome[l Atomel2 Atome Angle (°)
N13 NiOl N31 90,76 NiOl N21 C71 125,32
N21 NiOl N41 83,64 NiOl N21 C81 117,15
N31 NiOl N21 94,36 NiOl N31 C21 129,45
N41 NiO1 N13 91,26 NiOl N31 C41 124,91
NiOl N13 C23 128,35 NiOl N41 Co1 111,72
NiOl N13 C53 126,04

Tableau I1-12 : Principaux angles de liaisons danke complexe NiL 4H.g de a-Me-Ala-Ha
[1.6.2.3. Conclusion

La formation d'un complexe MLH de type plan carré survient a pH relativement(péas=

4-5 pour le cuivre (Il)), ce qui montre un abaiseaiconsidérable du pKa de l'azote
peptidique (p@:tH_l = 3,81). La quatrieme positatu plan équatorial peut étre occupée par
une molécule d’eau ou par une autre molécule dandigqui conduit a la formation de
complexes multiligandés de type MIAux pH plus éleveés, la quatriéeme position equal®

est occupée par I'azote N1 du cycle imidazole dautre ligand qui forme un complexe
tétramérique original, ML.4H.g. La formation de ce dernier a été confirmée pacspscopie
UV-visible, par RPE et par diffraction de rayons X.

Les complexes de cuivre (II) sont généralement ptables que ceux formés avec le nickel

(I). Par ailleurs ceux-ci ont une tendance notablermer des précipités en milieu basique.

II.7. CONCLUSION DU CHAPITRE

Ce travail a permis de mieux comprendre la compiexades ions Cu(ll) et Ni(ll) par les
peptidoamines a base d’histamine.
Nous avons synthétisé un nouveau dérivé du sitecipal du cuivre (II) de la sérum-

albumine. L'étude de la protonation de ce liganch@ntré I'existence d’'une déprotonation
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alternative qui entraine I'apparition de micro-esg® Nous allons étudier ce point au chapitre
V.

La complexation de ce ligand a été étudiée a l'aideplusieurs techniques. La principale

espece détectée, présente dans un large domajié @st un complexe plan carré trés stable
qui présente la méme coordination que celle repgutur la sérum-albumine et les dérivés
tripeptidiques de I'histidine. Ceci montre que lature des résidus du cbété N-terminal ne
semble pas avoir d’effet sur la coordination mita#.

Ce travail a permis également de compléter uneeéttféctuée sur des pseudo-dipeptides qui
a pu mettre en évidence l'effet négligeable, sdotmation des complexes, de l'insertion de

groupements meéthyles dans la séquence peptidique.
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I11. PEPTIDOAMINES
AMPHIPHILES, SYNTHESE ET
ETUDE PHYSICOCHIMIQUE
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[11.1. INTRODUCTION

Fort des résultats concernant la complexation éetignamines, et du fait de son expérience
en synthése de tensioactifs a propriétés spéctiglee laboratoire s’est intéressé il y a
qguelques années a la préparation de composés drilghi@ base de carcinine et de
carnosine.

Ces deux molécules, sont présentes en concensaigtativement élevées dans les muscles et
le cerveau des vertébrés.

La carnosine possede de nombreuses fonctions jakesytelles que la régulation du pH et
de la concentration en ion €adans les cellules, la contraction du cd8tr*? et la défense
contre I'oxydation intracellulaird®® °®. En effet, cette molécule est capable de piéger
'oxygéne singulet, responsable de I'oxydation dgsdes, principaux constituants des
membranes cellulairé®”.

Les propriétés complexantes de la carnosine vis @w cuivre et du fer contribuent a son
activité antioxydante en empéchant la formationrde&aux hydroxyle$?.

Dans des systemes in vitro, il a été montré quardaosine permet de prévenir des dommages
de I'oxydation plusieurs molécules biologiqueseglfjue les protéiné¥: ¢ les lipides® ™

et 'ADN 9,

La carnosine a été testée avec succes, en tamajéeule antioxydante et chélatante dans le
traitement de troubles ophtalmiqué8 et comme anti-ulceré?.

Pour augmenter le champ de leurs applicationgderatoire a souhaité greffer sur ce type de
molécule une chaine hydrophobe afin de synthélisetensioactifs originad%.

Le but initial était de préparer des dérivés amipites, par greffage d'une chaine hydrophobe
sur les pseudopeptides décrits dans le chapitrout, en gardant disponibles les sites de
complexation. Deux approches ont été considéréegrémiere consistait a synthétiser des
acylcarcinines par greffage d’'un acide gras swal&inine, avec I'amine terminale comme
fonction de jonction§chéma llI-1). Mais du fait de la forte implication de I'amiterminale
dans la complexation, les composés synthétisés rasemaient qu’'une faible capacité
chélatante, vis a vis du cuivre (ll) par exempleciCs'explique par la diminution de la
disponibilité du doublet d’électron de I'atome & par mésomérie avec le groupement

carbonyle.
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carcinine

/ NH
H,NCH ,CH, CNHCH ,CH.,
|| —

(o) N

acyl-carcinine

/ NH
R—C NHCH,CH, CNHCH,CH,
|| Il —
o) o}

N

Schéma IlI-1 : Premiére approche

Il est donc nécessaire de maintenir 'amine liboerrpconserver aux molécules tensioactives
leurs propriétés complexantes. La seconde stratégidonc consisté a préparer des
alkylamidocarnosines a partir de la carnosine, thofdnction carboxyle offre une possibilité
de greffer une chaine grasse par un lien de typdeara partir d’'une amine grassechéma
[1I-2 ). Cette approche permet d’obtenir un motif comatexdentique a celui de la carcinine
(Schéma Il1-3).

carnosine

g/\N
ki
H2NCH2CH2ﬁNHCHCOOH

NH

alkylamido-carnosine

g/\N
¢
H,NCH ZCH2|C|:NHCH-|CNH—R

NH

Schéma 1lI-2 : Deuxiéme approche
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NH, CH, /NH2 CH,
H,C NH—CH, H,C NH—CH
N/ N/ N\
CHZ_C CHZ_C C_NH\/\/\
A N
0 O O
carcinine alkylamido-carnosine

Schéma 111-3 : Motifs complexants de la carcinine ede I'alkylamido-carnosine

Nous avons poursuivi ces travaux en étudiant leprgtés physicochimiques de ces derniers
composeés. Nous avons également envisagé de sgethéds molécules analogues, dérivées
des pseudo-tripeptides vus précédemment commexpanpde la glycyl-glycyl-histidine.

Les matériaux synthétisés sont a base de molécataeelles, ils devraient donc posséder une
bonne biodégradabilité. Puisqu’ils présentent depmEtés tensioactives, complexantes et
antioxydantes, ils pourraient trouver diverses i@ppibns, aussi bien dans le domaine de

I'extraction de cations que dans le domaine médinatosmétique.

Dans un premier temps, nous ferons un bref rapjeles tensioactifs en général. Ensuite
nous décrirons la synthese de ces tensioactifs lesans, puis leurs propriétés
physicochimiques seront étudiées. Nous verrondeapént que ces molécules n'ont pas
parfaitement répondu a nos attentes, notammerdisonr de leur faible solubilité dans I'eau

et que d’autres structures ont di étre envisagiela guite.

I11.2. RAPPELS SUR LES TENSIOACTIFS

[11.2.1. Définition

Les composés dits "tensioactifs” font partie ddstances organiques les plus répandues dans
le monde puisqu’on les trouve aussi bien dans ledeau vivant, dans l'industrie chimique

que dans la vie quotidienne.
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Les premiers tensioactifs de synthése datent dutdibvingtieme siecle mais on utilise des
agents de surface naturels depuis I'antiquité. fiat k2 plus ancien des tensioactifs, le savon,
existe depuis au moins deux mille ans, on le falaitga I'époque a partir de cendres et de
graisses végétales ou animales.

Actuellement, le savon existe toujours en tant gerd lavant mais est concurrencé par de
nouveaux agents de surface synthétiques, prépaséntillement grace a la pétrochimie,
mais également a partir de composés d’origine aéméu animale (huile, sucres,...).

Les tensioactifs trouvent désormais leurs appboatidans de nombreux secteurs tels que la
détergence, les cosmétiques, l'industrie textiiatentaire. Leur marché actuel approche les
10 millions de tonnes dans le monde avec un tawralssance annuel de 3,6%%.

Dans la nature, les tensioactifs présents dansoleden du vivant sont principalement les
phospholipides qui entrent dans la constitutionrdembranes cellulaires. Certaines protéines

posseédent également des propriétés de surfaces.

[11.2.2. Structure chimique

De facon générale, les tensioactifs, qu'ils somattirels ou synthétiques sont constitués par
deux groupements atomiques liés par une liaisomleate, I'un hydrophile (qui aime l'eau)
que l'on appellera téte polaire et l'autre hydrdgghqui est plus compatible avec les corps
gras. De la méme facon, on appellera cette pagiieue hydrophobe" ou méme "chaine
grasse”, si elle est lipophile. Cette formule agplus simple et bien évidemment il existe des
structures plus complexes pouvant combiner plusiies et plusieurs queues.

On dit que les molécules sont amphiphiles (du Gietant les deux) et c'est cette dualité
structurale qui est responsable de plusieurs phénesnobservés en milieu aqueux, a savoir
I'abaissement de la tension superficielle de I'émigine de la terminologie tensioactif), la
formation de mousse, la détergence et l'agrégasigpramoléculaire, en particulier la
formation de micelles au dela d’une certaine cotraéon.

Ces propriétés dépendent et sont modulées pailil¥guexistant entre les deux parties de la
molécule. On peut définir cet équilibre par la H{tBdrophilic-lipophilic balance en anglais).
On peut déterminer expérimentalement cette HLB rha&igiste, selon le type de tensioactif,
plusieurs lois empiriques permettant de la calcuber valeur donne une information sur la

solubilité dans I'eau, mais également sur le domadtapplication du tensioactif considéf&
76)
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Plus simplement, on peut considérer que l'augmiematle la longueur de la queue
hydrophobe diminue I'hydrosolubilité des tensioacét augmente leur tendance a s’adsorber
a l'interface et a s’autoassembler.

Etant donné que I'eau est le principal milieu detgiel les composés tensioactifs trouvent
leurs applications, il est important de les classdon la nature de leur téte hydrophile.

On distingue ainsi quatre familles d’agents deasief:

- Les tensioactifs anioniques, qui sont les pluiésés dans le mond&”, notamment
les carboxylates (savons) et les sulfonates darpdatie le SDS (dodécylsulfonate

de sodium) présent dans la plupart des shampodaeisdouche et détergents.

- Les tensioactifs cationiques, principalement desinas grasses et des sels
d’ammoniums quaternaires, le plus souvent des wtder lIs possedent peu
d’applications du fait de leur faible pouvoir moasset de leur mauvaise activité
détergente. De facon générale, ils vont se compodmme des précipitants ou
des floculants. lls peuvent tout de méme étrésésil en tant qu’adoucissant ou

agent antistatiqug®.

- Les tensioactifs non-ioniques, qui, a la difféemes précédents, ne se dissocient
pas en ions hydratés. Leurs propriétés hydroplsieg dues a I'hydratation de
groupements polaires tels que des chaines polyoxgés ou des fonctions

hydroxyles

- Les tensioactifs amphoteres, qui possédent au snalaux groupements
fonctionnels pouvant donner soit un cation, soitanion selon les conditions du
milieu. On peut les appeler zwiterrioniques lordgu'sont préparés a partir

d’acides aminés.
111.2.3. Propriétés physicochimiques

La premiére propriété des tensioactifs est leuddane a migrer vers les interfaces et
notamment l'interface liquide-air. Ceci a pour cémsence d’abaisser la tension superficielle

de l'eau. Celle-ci est directement liée a I'anispte des interactions qui existent entre les
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molécules qui constituent le liquide. Elle est dgat plus importante que la force d’attraction
entre les molécules est intense.

En effet, les molécules d’'un liquide se déplacdmement mais sont soumises a des forces de
cohésion de type Wan der Waals ou électrostatiques.molécules situées a l'intérieur du
volume subissent des forces d’attraction égales dantes les directions. Dans ce cas, la
force résultante est nulle. Par contre, les moéicudituées a l'interface liquide-air, sont
soumises uniquement a des forces d’attractionébdgvers l'intérieur dont la résultante est
perpendiculaire a la surface du liquid€&igure IlI-1). Celle-ci se contracte donc
spontanément et est réduite au maximum. Pour harail faut réaliser un travail puisqu’on
amene a la surface des molécules qui ont tendalackiia.

Par définition, la tension superficiellg) (est égale au travail nécessaire pour augmenter la
surface d’'une unité d'aire. Elle s'exprime logiquerh en mJ.M, l'autre unité utilisée

obtenue par simplification est le mNm

\ Surface

> Liquide

Figure IlI-1 : Origine de la tension superficielle

La tension superficielle est responsable par exengd la forme sphérique des gouttes d’eau
car cette forme est celle qui posséde la plusepstitface pour un volume donné. D’autres
phénomenes s’expliquent par la tension de surfasmame la faculté qu’ont certains insectes
a marcher sur I'eau. Dans ce cas, il se crée uililrguentre la tension superficielle et le
poids de l'insecte, qui I'empéche de s’enfoncersdaau.

Il existe plusieurs méthodes mécaniques, mettaneendes équilibres entre forces, pour
mesurer la tension superficielle. On peut citesd&nsion de I'eau dans un tube capillaire ou

la stalagmomeétrie.
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Lorsque I'on introduit un composé tensioactif déeau, la partie hydrophobe des molécules
va fuir la solution et s’adsorber aux interfacesadsorption progressive des molécules
amphiphiles a la surface va provoquer une modiéinatles forces d’interaction entre les
molécules d’eau et ainsi diminuer la tension sugietfe. Tant que la concentration reste
faible, les molécules de tensioactifs forment dm fnais tres vite, la surface se sature et les
molécules vont plutdt avoir tendance a former dgégats appelés micelles. La concentration
correspondant a ce phénomeéne est appelée cmc @i micellaire critique).

La valeur de la cmc dépend de nombreux facteuls,giee la température, la nature de la
partie hydrophile et la longueur de la chaine hytabe.

Par exemple, pour une téte polaire donnée, la obrat®n micellaire critique diminue
lorsque le nombre de GHlans la chaine augmente.

Concernant la température, la solubilité d’'un teasiif ionigue augmente fortement au-dela
d’'une certaine température grace a la formatiomaelles. Ce phénoméne a été observé la
premiére fois pas Krafff®. En dessous de cette température, les tensiosotifssous forme
de monomeres et sous l'effet de leur chaine grasseont pas solubles dans I'eau. Cette
température est appelée point de Krafft.

La température influe également sur la stabilité sdtutions micellaires dans le cas de
tensioactifs non-ioniques. On parle de point delile pour indiquer la température a partir de
laguelle une phase liquide homogéne démixe pounetonne phase micellaire riche en
tensioactifs et une autre phase micellaire pauvitesioactifs.

Lorsque la concentration en tensioactif augmemegssiste a la formation d’autres systémes
moléculaires organisés. Ce sont des états de lgrmantermédiaires entre I'état solide et
I'état liquide appelés cristaux liquides. Il en st®i plusieurs types ou les molécules peuvent

s’organiser avec une structure hexagonale, lamekai cubique par exemple.

111.3. SYNTHESE

111.3.1. Tensioactifs bimodulaires, synthese d’alkydmido-peptides

Nous pouvons qualifier les premiers tensioactifsyglexants que nous avons synthétisés de
"bimodulaires. lls sont en effet constitués d’'une téte polair@tigkque et d’'une chaine

hydrophobe $chéma IlI-4). Ces deux parties peuvent donc "moduler” les ngtgs de la
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molécule puisque I'on peut aussi bien faire valéenature du peptide complexant, que la

longueur de la chaine grasse.

[11.3.1.1. Stratégie de synthése

La stratégie utilisée consiste a "enchainer" |§férdintes parties de la molécule les unes a la
suite des autres par un jeu de protection - dégtiote Il s'agit en quelque sorte d'une

synthese peptidique classique dont la premiéreeétaprespond au couplage d'une chaine
grasse sur la fonction acide de I'histidine. Poella,cdeux types de liens peuvent étre

envisages : soit ester, soit amide.

NH

&/NH cr X=0, NH
T
Cl' R=NHCH—C—X~(CH,) H +
I R = H3NCH,CH,C B-alanyle

o Il
@)

Téte polaire jonction queue .

hydrophobe H3N CHzﬁNHCHzﬁ glycyl-glycyle

Schéma |l1-4 : Structure d’un tensioactif bimodulaire

Nous avons opté pour un lien de type amide moinsilsie a I'hydrolyse qu’un ester, ce qui
devrait augmenter le champ des applications du osenginal. Les différentes étapes
d’amidation nécessitent un réactif de couplage pativer la fonction acide. Ce réactif doit
permettre de favoriser l'attaque de I'amine suCO de I'acide en activant ce dernier.
L'agent de couplage choisi est le BOP (hexafluassphate de benzotriazolyl-oxy-tris-
(diméthylamino)-phosphoniumfchéma I11-5) pour sa facilité d’'utilisation mais aussi car il
permet d'obtenir en général des produits avec de tendements, les temps de réactions sont
relativement courts, il y a peu de racémisation,lest sous-produits sont facilement

éliminables®?.
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O—P(NMe,); PFg

Schéma IlI-5 : Structure moléculaire du BOP

Il'y a 4 étapes pour obtenir un alkylamido-peptideschéma rétrosynthétiqueohéma Il1-6)

représente les différentes étapes de la synthegepduit final au produit de départ.

NH NH NH

QNW cr = QNW cr = QN
T gz T
cr R—NHCHﬁ-NH(CHz)nH cr H3NCH|C|NH(CH2)nH (CH3)3COﬁNHCHCOOH
o} o}
alkylamido-peptide alkylamido-histidine BOC-histidine

R = HyN CHZCHZﬁ
o)

HoN CH2|C|NHCH2ﬁ

Schéma IlI-6 : Schéma rétrosynthétique de la prépaation d’un alkylamido-peptide

[11.3.1.2. Synthése d’alkylamidohistidine

Dans cette étape, la protection de la fonction andi@ I'histidine qui ne doit pas réagir est
indispensable. La synthese a donc été realiséetia ga I'histidine protégée par un motif
tertbutyloxycarbonyle (BOC).

Le greffage de la chaine grasse s’effectue alare@aplage entre I'amine grasse et la BOC-
histidine, par activation par le BOP, dans I'acétde. Le pH est maintenu aux alentours de
7-8 par ajout de triethylamine. Au niveau mécaqisti la triéthylamine déprotone I'acide
carboxylique qui, par réaction avec le BOP, conduiin ester actifSchéma 111-7). Celui-ci
réagit alors avec l'amine grasse. Les acides fors@® neutralisés par un exces de
triéthylamine. Aucune réaction parasite liée ar@spnce du noyau imidazole, non protége,

n'est observée. Différentes longueurs de chairmgwaau amine grasse ont été utilisées. Dans
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la plupart des cas, le produit final précipitesliffit alors de le filtrer. Un lavage puis une

recristallisation de la poudre obtenue, permetté'ioio un produit tres pur.

Les rendements sont satisfaisants et sont un psuétgvés pour les chaines longues, car les

produits de couplages correspondants sont totakenmsolubles dans I'acétonitrile et

précipitent davantage que les produits a chainesqaurtes.

Pour récupérer une partie du produit qui n'a paeipité, le filtrat est traité par des lavages

basiques et acides et extrait en phase organiquequc permet d’augmenter un peu le

rendement.{ableau I11-1).

Composé n Rendement (¢
la 4 71
1b 7 80
1c 8 83
1d 10 88
le 12 95
1f 14 95

Tableau IlI-1 : Couplage de la BOC-histidine avec ne amine grasse
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(CH3)3COCNHCHCNH(CH,) H  + /N
[l |l N
© \
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la-f O  Et,NH

g/N

& S

_P(NMe 2)3 PF6

lk/

A\ ~
CHZ(‘O

(CH3)3COC NHCH c (CH3)3coﬁNHCHC&) ® o

A@— P(NMe 2)3 PFG

_/

Schéma 1lI-7 : Couplage de la BOC-histidine avec umamine grasse par activation au

BOP
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[11.3.1.3. Déblocage du motif protecteur

Avant de procéder au couplage suivant, c'est-aedireespondant au greffage delalanine

ou de la glycyl-glycine, il est nécessaire de eetie motif protecteur de I'amine de I'histidine.
Il suffit de soumettre le compogé en solution dans I'éther, a un courant d’'HCI gazeu
(Schéma 111-8). Les sous-produits étant gazeux ¢&Disobuténe), aucune purification n’est

nécessaire, le milieu réactionnel est simplemeap@éré et les rendements son quantitatifs.

@N HCI T_\\NH+ cr

—
(|3H2 Et,O JSFHZ HsC

(CH 3)3COﬁNHCHﬁNH(CH2)nH CI' HaNCH |C|:NH(CH2)nH + >:CH2
O HaC
1 2: (His-Cn) + CO,

Schéma IlI-8 : Déprotection de I'amine terminale dd’histidine

[11.3.1.4. Synthese d’alkylamidopeptides

L’étape suivante de la synthese correspond auageftle I'acide amin@-alanine ou du
dipeptide glycyl-glycine sur le compogé

Nous avons la encore mis a profit les techniquessajues de couplage peptidique et utilisé le
BOP pour coupler le dérivé amidique de I'histidipegparé précédemment, avec la B®C-
alanine ou la BOC-glycyl-glycineéSgchéma I11-9). Les rendements sont du méme ordre que

ceux obtenus pour le couplage précéd€&ableau IlI-2).

74



NH

QNW cr

72
h
ClI' HyNCH ﬁNH(CHZ)nH
o)
2
(CHs)scoﬁNHCHzﬁNHCHZCOOH (CH3)3COﬁ-NHCHZCH2COOH
BOP, Et,N
CH,CN
v v
NH—\\ NH \
%/N S/N
CH2 CH,
(CH3)3COﬁNHCH2ﬁNHCH2ﬁ:NHCHﬁNH(CHZ)nH (CH3)3COﬁNHCH2CH2ﬁNHCHﬁNH(CHZ)nH
3a-f 4a-f

Schéma 111-9 : Couplage de I'alkylamido-histidine arec la BOC{f3-alanine ou la BOC-

glycyl-glycine
Série n 3 (rendement %) 4 (rendement %)
a 4 70 71
b 7 77 79
c 8 77 80
d 10 80 81
e 12 88 90
f 14 90 92

Tableau IlI-2 : Couplage de I'alkylamido-histidine avec la BOCf-alanine ou la BOC-
glycyl-glycine
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[11.3.1.5. Déblocages des motifs protecteurs

Le déblocage des motifs BOC est aisément réaliséighgazeux pour conduire aux produits
finaux avec des rendements quantitatifs. Les ptedabont conservés sous forme de
chlorhydrate d’ammonium pour éviter toute degrammat{Schéma I111-10). Les produits
obtenuss et6 sont dénommés respectivement Gly-Gly-His-Cn, 2et@-Ala-His-Cn, 2HCI.

Pour simplifier I'écriture, les 2 HCI seront omiarg la suite du texte.

@N @N HCI

CH, CH
I HCI [ 2
(CH3)3COﬁ NH(CHZ)Xﬁ NHCHﬁNH 4>Et 5 HCI H NH(CHZ)Xﬁ NHCHﬁNH(CHZ)nH
2
OJy 0] O/y @)
3:x=1,y=2 5 x=1,y=2:(Gly-Gly-His-Cn)
4:x=2,y=1 6:x=2,y=1:@-Ala-His-Cn)

Schéma IlI-10 : Déprotection de I'amine terminale

La stratégie de synthese adoptée s’est révelémedfipour les deux types de structure, les
produits ont été obtenus avec de bons rendemanits &0 et 90% au final sur les 4 étapes) et
avec une pureté nécessaire pour pouvoir étre étedi@hysicochimie.

Pour chacun des deux peptides complexants, shuéarg de chaine différentes de quatre a
quatorze atomes de carbone ont été considéréeepaiudier I'effet sur plusieurs grandeurs
physicochimiques a savoir, la solubilité dans l'elutension superficielle et le pouvoir
complexant vis a vis des métaux de transition.

Les résultats, exposés dans la deuxieme partie d@bapitre, montrent que les produits sont
tensioactifs, ce qui se traduit par une baisse aetehsion superficielle, lorsque la
concentration en produit augmente (page 110). Legyrammes de phase binaires
(tensioactif/eau) ont été également déterminés ptugieurs chaines. Ces mesures ont été
effectuées principalement en milieu acide en raderla tres faible solubilité dans l'eau a
partir de pH = 5.

Pour la méme raison, le pouvoir complexant de cedéecnles n'a pas pu étre étudié
rigoureusement. En effet, la complexation du cuoorduit le plus souvent a la précipitation

des complexes. Voila pourquoi des molécules mod&lebaine tres courte (4 atomes de
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carbone) ont été synthétisées, elles ont permdgterminer le diagramme de répartition des
especes en fonction du pH qui doit s’approcheredigi des molécules a plus longues chaines
(page 134).

Du fait de cette trop grande hydrophobie, nous amavpas pu obtenir de résultats

satisfaisants, nous avons donc envisagé d'ins@aes ¢a molécule un module polaire

apportant une hydrophilie plus grande sans mod#i@ouvoir complexant.

[11.3.2. Tensioactifs trimodulaires

Plusieurs structures sont possibles pour inséremdelule hydrophile dans la molécule
(Schéma 1lI-11). Les 3 parties peuvent étre associées de fapéaite ou ramifiée. Par
ailleurs, nous avons souhaité remplacer les angreesses par les acides gras correspondants
en raison de leur prix moins élevé. Pour augmeltgdrophilie de nos molécules, nous
avons choisi des motifs constitués d’'unités oxyéthigues, qui sont susceptibles de ne pas

interférer au niveau du site de complexation.

Type | Type ll Type

O VYW O

O Module complexant

[ ] Module hydrophile

AN/ Queue hydrophobe
Schéma llI-11 : Différentes possibilités d’'insertio du module hydrophile
[11.3.2.1. Tensioactifs trimodulaires de type_|
Les tensioactifs trimodulaires de typbeeomportent un module hydrophile intercalé entre la
chaine grasse et le peptide complexant. Pour dysghé&e type de molécule, nous avons mis

a profit la technique de synthése modulaire, quisiste a préparer indépendamment chaque

module, puis a les associer. Il faut dans un preteiaps, coupler un acide gras avec un
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module hydrophile possédant une fonction amineloooha chacune de ses extrémités, on
obtient ainsi un bimodule amphiphile fonctionnaltadéi va jouer le méme rdle que I'amine
grasse dans la synthése précédente (page 73).chaiea ensuite les différents acides aminés
a partir de ce bimodule, toujours par une succesigocouplages et de déprotections.

Comme précédemment avec les tensioactifs bimoeéslaiteux types de liens sont possibles
pour greffer les trois modules : ester ou amiBeh€ma 111-12). Les modules hydrophiles
peuvent donc étre des diols, des diamines ou de®aloools. Nous avons opté pour les deux

dernieres possibilités, les diols n‘ont pas ét&ntet pour limiter le nombre de liens ester a 1.

NH—\
g/\NW cr
T
cl R—NHCH—|C|:——X—(CH2CH20)n.CHZCHZ—X——lcll—(CHZ)n_lH
@]
Partie jonction Module jonction Queue
complexante hydrophile hydrophobe
X=0, NH
R = H3NCH, CH2|C|‘, B-alanyle

H3N+CH2lClNHCH2ﬁ glycyl-glycyle

Schéma Il1-12 : Structure d’un tensioactif trimodulaire

Dans un premier temps, nous avons choisi de tiavailec des aminoalcools, ce qui sous-
entend que la molécule finale comporte un lienrestedonc que le tensioactif présente
I'inconvénient d'étre plus fragile car plus faci@rh hydrolysable. Cependant, les études
actuelles sur les tensioactifs portent de plusles gur la recherche d'agents non toxiques et
totalement biodégradables. Donc, le fait d'étre rblydable pour un tensioactif peut
également étre un avantage.

Par la suite, nous avons utilisé des diamines paogparer d'autres tensioactifs trimodulaires,

cependant leur synthése s'est avérée plus diftiailél a été nécessaire de faire réagir chacune
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des amines sélectivement. Par contre les moléallenues au final sont beaucoup moins

sensibles a I'hydrolyse.

111.3.2.1.1. Tensioactifs trimodulaires a lien amieeester

La synthése se déroule en deux parties, on pré&aoerd le bimodule amphiphile puis on
greffe la partie peptidique.

Le module hydrophile utilisé dans ce cas est dam@mino-alcool comportant des motifs
oxyéthyléniques. Le tensioactif final possede ainsi lien de chaque c6té du module
hydrophile : un amide et un ester. Deux structsoeg possibles puisque I'on peut intervertir
les deux liens dans la molécuchéma 111-13).

NH NH

%)NH* cr %)NH* cr
1 ki
cr R—NHCHﬁNH(CHZCHZO)n.ﬁ(CHZ)n_lH cr R=NHCHG(OCH,CHy)y NHG(CHy), 1
0 0 0
Type .1 Typel.2

Schéma IlI-13 : Structures possibles pour un tensaxtif trimodulaire a lien amide et

ester
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1) Synthese des composés de kybe

NH NH
QNW cr N QNW cr
Nk g
cl R—NHCHﬁNH(CHZCHZO)n.ﬁ(CHZ)n_lH Cl HaN CHﬁNH(CHZCHZO)n.ﬁ(CHZ)n_lH
o) o) o) o)

J

cr H3N+(CH2CH20)n'ﬁ(CHz)n-lH
O

R = HoN CHZCHZﬁ
0

H3N+CH2ﬁNHCH2|C|: \U/
0

HOOC(CH,),,4H

Schéma llI-14 : Schéma rétrosynthétique de la prépation d’un tensioactif

trimodulaire de type I.1

a) Greffage du module hydrophile sur I'acide gras

La chaine grasse est introduite grace a une siegikrification selon Fischer a partir de
I'acide correspondansghéma ll1-15).

L’amine est protégée par protonation, par ajoundnces d’acide paratoluénesulfonique qui
permet par ailleurs, d’obtenir un sel d’amino-alcsoluble dans le toluene. Le produit est
récupéré apres 18 heures de reflux dans le tolugast un tosylate d’ammonium qui
précipite apres refroidissement et concentratioexdés d’APTS est éliminé par une simple
filtration et une recristallisation permet de pigrifle produit.

Pour améliorer le couplage de ce composé aveditlims, nous avons été amenés a effectuer
un échange d’anion au niveau de 'ammonium. Le feogment du tosylate (TSOpar un
chlorure est effectué en soumettant I'ester, emtienl dans I'éther, a un courant d’'HCI
gazeux. Deux oligomeres oxyéthyléniques ont étéédesafin de pouvoir moduler
I'hydrophilie du composé final. Les rendements doé$ satisfaisants et identiques pour les

deux composésTableau IlI-3).
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APTS
HoN(CH,CH,0)yH + HOOC(CHp),,H —— P TSO'H3N+(CH2CH20)n.|C|(CH2)n_1H
Toluéne 0O

A 18h
HCl
Et,0

- +
Cl HgN (CH2CH20)n.|CT(CH2)n_1H
7a,b

Schéma IlI-15 : Estérification de I'acide gras pamun amino-alcool

composé n Rendement (%)
7a 10 81
7b 10 80

Tableau 111-3 : Estérification de I'acide gras parun amino-alcool

b) Greffage de la partie peptidique

La suite de la synthése consiste a greffer, de @menmaniére que pour les tensioactifs
bimodulaires, les parties complexantBsalanyl-histidyle et glycyl-glycyl-histidyle. Le
bimodule amphiphil& correspond au partenaire aminé et I'agent de aegeplitilisé est une
nouvelle fois le BOPSchéma llI-16). Dans ce cas, les produits de couplage avec @-BO
histidine ne précipitent pas, il est donc nécessdiéliminer les sels de triethylamine ainsi
gue les différents sous-produits du BOP par desgles acido-basiques.

Les rendements sont |égerement inférieurs a cetenob pour le greffage de la BOC-
histidine avec des amines grasses. En effet, lralgsde précipitation déplace I'équilibre de

fagcon moins importante en faveur de la formatiorprhduit de couplager@bleau I11-4).

81



N
T
(CH3)3CO|C|ZNHCHCOOH + Cr H3N+(CHZCH20)n.lcl,(CHz)n_lH
¢
z
CH,CN | BOP, Et;N
NH—\
g/\'\‘
CH, N
| N\
(CH3)3CO|C|ZNHCHﬁNH(CHZCHZO)n.ﬁ(CHz)n_lH + /N
O N
\e o
8ab O  Et,NH

+ (MezN):gP:O

Schéma Il1-16 : Couplage de la BOC-histidine ave@lbimodule 7

Composé n n' Rendement (%)
8a 10 1 82
8b 10 2 80

Tableau IlI-4 : Couplage de la BOC-histidine avecd bimodule 7
Le déblocage du motif protecteur tertbutyloxycagderest réalisé une nouvelle fois par HCI

gazeux avec des rendements quantitaBthéma IlI-17). Le produit9 récupéré est désigné

par His-aEQe-Cn, "a" indiquant un lien amide, "e", un lienezstt "OE", un oxyéthylene.
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NH_\\ HCl ®NH+ cr

N _H9 LN
(l:Hz Et,O +C|:H2
(CH3)3COﬁNHCHﬁNH(CHZCHZO)n.ﬁ(CHZ)n_lH Cl H3N CHﬁNH(CH2CH20)n'ﬁ(CHz)n-1H
0
8 9: His-aEO,.e-Cn

Schéma IlI-17 : Déprotection de I'amine terminale @ I'histidine

Le greffage de If3-alanine ou de la glycyl-glycine est réalisé sansblig@me particulier.
(Schéma 111-18). Les rendements du couplag€ableau 11I-5) sont supérieurs a 80 %

quelque soit la taille du motif oxyéthylénique etype d’amino-acide. Le déblocage du motif

protecteur est dans tous les cas, quantitatif.

série n n' 10 Rendement (%) 11 Rendement|(%)
a 10 1 81 82
b 10 2 82 84

Tableau IlI-5 : Couplage des différents acides amiés avec le composé 9
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NH

(e
X NH C

(CHg)aCOCTNH(CHy), CAOH  + cr HgN CHENH(CH,CH,0)y G (CHoJy.1

(@] O/y

1©©

x=1,y=2

x=2,y=1 CH3CN BOP, Eth

NH

g/\'\‘
%
(CH3)3COﬁ NH(CHZ)chlt NHCHﬁNH(CHZCHZO)n.ﬁ(CHz)n_lH
o/y o] o]

Oab:x=1y=2

lab:x=2,y=1

HCl
Et,0

NH

QN HCI

CH,
I
HCI H NH(CHZ)xﬁ NHCHﬁNH(CHZCHZO)n.lCll(CHz)n_lH
O/y 0]

12:x=1,y=2:Gly-Gly-His-aEQ,e-Cn

3:x=2,y=1:B-Ala-His-aEO, e-Cn

Schéma I11-18 : Couplage des différents acides amiéis avec le composé 9 et déprotection

de I'amine terminale
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2) Synthése des composés de hyde

Pour examiner I'effet de la position de I'ester fustabilité des tensioactifs, une deuxieme
structure pour préparer le bimodule a été essayde, une inversion des liens ester et amide
(Schéma 111-19).

NK\H;\\NH+ cr N NK\H;\\NH+ cr

CH, CH,
; | . 4+
Of R=NHCHC(OCH,CHy) NHC(CHy)y oH Of HN CHE(OCH,CHy) NHC(CH, )
O o 0] 0]
R= H3N+CH2CH2|CI‘
o H(OCH,CHy)y NHE (CHy), 1
H3N+CH2ﬁNHCH2|C|: \U/ ©

HOOC(CH,),, {H

Schéma IlI-19 : Schéma rétrosynthétique de la prépation d’un tensioactif

trimodulaire de type 1.2

a) Greffage du module hydrophile sur I'acide gras

Il s’agit dans ce cas de coupler I'acide gras anhlho-alcool en formant un amide. Celui-ci
est obtenu par activation du mélange des deuxitwasts sous micro-ondes.

L’amide est obtenu en quelques minutes, par chgelffians un four micro-ondes domestique
avec un rendement de 90 &cbéma Il11-20).

Le produit brut ne contient pas d'impuretés, ce njast pas le cas lors d’'un couplage au
BOP. Quelques lavages acides et basiques suffjgamt éliminer les restes d'acide et
d’amino-alcool qui n’ont pas réagit.

L’irradiation avec des micro-ondes a pour effetgiter les molécules par absorption
d’énergie. De plus I'absence de solvant entraire eoncentration élevée des réactifs. Ces
deux faits suggerent que la réactivité est conaldément augmentée et expliquent le faible

temps de réaction.
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pondes
H(OCH,CH,),NH, + HOOC(CH,), 1H —»  H(OCH,CH,) NHC(CH,), ,H + H,O
350 W I
. (@]
3 min
14

Schéma I1I-20 : Couplage de I'acide gras avec un ano-alcool
b) Greffage de la partie peptidique

La synthese se poursuit avec le greffage de Ithisti par estérification. Un premier essai
dans les conditions classiques de Fischer n'a masél de résultat satisfaisant (40%)
(Schéma 111-21). Ce faible rendement s’explique par I'insoluléilgartielle de I'histidine dans
le solvant malgré la présence d’'un équivalent d’8PT

Par contre une activation par le biais du BOP aneid’obtenir I'ester attendu avec un
rendement avoisinant les 83%, apres lavages aeisiopies pour éliminer les sous-produits
(Schéma 111-22).

@N @NW cr

(|:H2 APTS e
H,NCHCOOH + H(OCHZCHZ)n.NHﬁ(CHZ)n_lH — > H3N CHﬁ(OCHZCHz)n-NHﬁ(CHz)n_lH
o) Toluene Tso™ O 0O
14 A 18h

Schéma 111-21 : Premier essai d’estérification de'histidine par le bimodule 14
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NH—\\

§N

CH,
|
(CH3)3COﬁNHCHCOOH + H(OCHZCHz)n.NHﬁ(CHZ)n_lH
(@] (@]
14
CH,CN | BOP, Et,N
NH—\\
g/N

CH,
|
(CH3)3CO|C|:NHCHﬁ(OCHZCHZ)n.NHlCll(CHZ)n_lH

15
HCl
Et,0
NH
A\

g/NW cr
ik
Cl H3N CH|C|:(OCHZCHz)n.NHﬁ(CHZ)n_lH
O
16: His-eEQ,.a-Cn
Schéma I11-22 : Estérification avec le BOP de la BG-histidine par le bimodule 14 et

déprotection de 'amine terminale

Apres déprotection de I'amine terminale, la synthgachéve par le greffage deffalanine
ou de la glycyl-glycine selon les procédures désriprécédemment pour conduire aux

produits 17 et 18 (Schéma 111-23) puis 19 et 20 aprés déprotection des groupements
tertbutyloxycarbonyles.
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NH

QW y

CH,
A
(CH3)3COﬁ NH(CHz)xﬁ OH + cCI H3N CHﬁ(OCHZCHz)n'NHﬁ(CHz)n-lH
(@] O/y (@]
16
x=1,y=2

X =2, y = 1 CchN BOP, EtSN

NH—\

g/\N
ik
(CH3)3CO|C|I NH(CHZ)Xﬁ NHCHﬁ(OCHZCHZ)n.NH|C|3(CH2)n_1H
y O
l7ab:x=1,y=2;R=81%
18,b:x=2,y=1;R=82%
HCI
Et,0
NH—\
g/\N HCI
The
HCI H+NH(CH,), ﬁ NHCHﬁ(OCHchz)n'NHﬁ(CHz)n-lH
O/y O

19:x=1,y=2: Gly-Gly-His-eEQ,a-Cn

0:x=2,y=1:B-Ala-His-eEQ, a-Cn

Schéma IlI-23 : Couplage des différents acides amiéis avec le composé 16 et

déprotection de 'amine terminale

La stabilité dans I'eau de ce type de tensioactifté évaluée en milieu acide et en milieu
basique (page 141).
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Des mesures de solubilité ont montré que I'inserdun module oxyéthyléniques augmente
considérablement I'hydrophilie de ce type de temdib par rapport aux analogues
bimodulaires (page 142).

Les propriétés tensioactives et complexantes alestent été examinées (page 144).

La fragilitt de ces molécules dans I'eau nous adeibra envisager d’autres tensioactifs

trimodulaires possédant deux liens amides, donasrggnsibles a I'hydrolyse.
[11.3.2.1.2. Tensioactifs trimodulaires a deux lieammides

Pour obtenir deux liens amides, le module hydrephtilisé ici est une diamine symétrique
dérivée de polyoxyéthyléne. Comme précédemmebimedule amphiphile est préparé dans
un premier temps par greffage de la diamine aveaaide gras; la partie peptidique est

couplée dans un second tem@sh{éma 111-24).

NH

QNW cr

CH,
] |
cl R—NHCHﬁNH(CHZCHZO)n.CHZCHZNHﬁ(CHz)n-lH
o}

R = HgN CHZCHZﬁ
! J
y NH
HaN (:H2(|:|NH(:H2|(:I \ o
0 X NH CI

CH,
oA
cl H3NCH|C|INH(CHZCHZO)n.CHZCHZNHﬁ(CHZ)n_lH
o)

J

cr H3N+(CH2CH20)n.CH2CH2NHﬁ(CHZ)n_lH
o)

H,N(CH,CH,0),,CH,CH,NH,,

Schéma llI-24 : Schéma rétrosynthétique de la prépation d’un tensioactif

trimodulaire a deux liens amides
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Il n’est pas possible d’obtenir un produit monoditbé & 100 % en faisant réagir une diamine
avec un équivalent d’acide gras. Une premiere éapdonc nécessaire pour protéger une des

deux amines pour pouvoir les faire réagir sélentiset.
1) Monoprotection de la diamine

Nous avons choisi de protéger par un motif de tyipge (triphénylméthyle)®V. C'est une
réaction de substitution nucléophile. Elle estiséa& dans le chloroforme a basse température
avec la diamine en large exc&cliéma IlI-25), le chlorure de trityle est ajouté par portions

et le mélange est vigoureusement agité pour coaduiquement au produit monosubstitué.

CHCl,
PhsCCl + H,N(CH,CH,0),CH,CHNH, — 3 PhaCNH(CH,CH,0),CH,CH,NH,

5<T<10C 21

Schéma I11-25 : Monoprotection de la diamine par ungroupement triphenylméthyle

Notre choix s’est porté sur I'(ethyléenedioxy)bisi@amine) (n' = 2) qui est commerciale et
qui devrait apporter suffisamment d’hydrophilie.

Le choix des réactifs rend la purification du privdtes simple car la diamine en exces est
tres hydrophile et peut étre facilement éliminée pa lavage par I'eau. Le composé
monoprotégé est insoluble dans I'eau a cause g@eékence des 3 cycles aromatiques. Le
coefficient de partage est donc favorable a uneaetdon dans le chloroforme. Une
chromatographie rapide est tout de méme nécegsaineobtenir une pureté suffisante. Le
rendement apres purification est de 70%.

L’'une des deux fonctions amine étant protégéeetarsde étape consiste a greffer un acide

gras sur I'amine libre.

2) Couplage de I'amine libre avec l'acide gras
L’amidation avec I'acide gras est réalisée par taygau BOP dans les conditions habituelles
(Schéma 111-26). Les produits précipitent dans tous les cas sdlst donc aisément isolés

avec une pureté suffisante. Trois longueurs denelatlifférentes ont été utilisées, les

rendements sont indiqués dan3 &bleau I11-6.
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Ph3CNH(CH,CH,0),CH,CH,NH, + HOOC(CH,), H
21
CH,CN | BOP, Et,N

Ph3CNH(CH2CH20)2CH2CH2NHﬁ(CHz)n_lH

22a,b,c

Schéma 111-26 : Couplage de I'amine libre avec l'ade gras

Composé n n' Rendement (%)
22a 10 2 90
22b 12 2 91
22c 14 2 92

Tableau I1I-6 : Couplage de I'amine libre avec I'aede gras

Le groupement protecteur triphenylméthyle est dfidoensuite avec de I'HCI 12 N dans le
dichlorométhane avec du THF comme co-solva@théma III-27). Aprés 18 heures
d’agitation a température ambiante, I'évaporationntilieu réactionnel permet d’obtenir un

résidu solide que I'on peut recristalliser dansétnitrile. Plus la chaine grasse est longue et

meilleur est le rendementdbleau I11-7).

HCl, THF
g CH,Cl, g
22 2&bc

Schéma 111-27 : Déprotection de I'amine
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Composé n n' Rendement (%)
23a 10 2 77
23b 12 2 84
23c 14 2 92

Tableau IlI-7 : Déprotection de I'amine
3) greffage de la partie peptidique

De méme que précédemment, pour obtenir les mokdinales, il suffit de greffer les
peptides complexants sur le bimod@R(Schéma I11-28 et Schéma 111-29). Les rendements
sont tres satisfaisants, ils sont meilleurs posirdiérivés a chaine C14 car la précipitation est

plus importante ableau 111-8).

Série n n' 24 (rendement %) 26 (rendement %) 27 (rendiethp
a 10 2 81 86 87
b 12 2 88 85 87
c 14 2 90 90 92

Tableau I1I-8 : Couplage de la BOC-histidine et deslifférents acides aminés

L’augmentation de la solubilité grace au modulerbptiile a été démontrée et les propriétés
complexantes et tensioactives ont été mises ereiued Cependant les produits aux chaines
les plus longues (C12 et C14) ont la particulatiéeformer des gels en milieu basique et

neutre, ce qui a géné leur étude compléte (page 149
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N
T
(CH3)3COﬁNHCHCOOH + cl H3N+(CH2CH20)ZCH2CH2NH|C|:(CH2)n_1H
0 o
23

CH,CN | BOP, Et;,N

NH—\

g/\'\‘
T

(CH 3)3COﬁNHCH|C|I NH(CH,CH,0),CH,CHy NHE(CHy)y

HCl
Et,0

“—R

NH

QNW cr

CH,
oA
cl HgNCHENH (CH,CH,0),CH,CHNHE (CHy)y 1H
o) o)

25: His-aEQza-Cn

Schéma 111-28 : Greffage de I'histidine sur le bimalule 23
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NH

g/\NHJr cr
ik
(CH);008 NH(CHy), GHOH - + cr HNCHENH (CH,CH,0),CH,CHyNHE (CHy)y 1 H

(@] O/y (@]
25

x=1,y=2

X:Z,y: 1 CH3CN BOP, EtsN

NH
g
o
(CH3)3COﬁ NH(CHz)xﬁ NHCHﬁNH(CHZCHZO)ZCHZCHZNH|C|:(CH2)n_1H
O/y O @]
266,b:x=1,y=2

27ab:x=2,y=1

HCl
Et,0

NH

QN HCI

CH,
|
HCl H NH(CHZ)xﬁ NHCHﬁNH(CHZCHZO)ZCHZCHZNHﬁ(CHZ)n_lH
O/y o 0

28:x=1,y=2:Gly-Gly-His-aEQa-Cn

29:x=2,y=1:B-Ala-His-aEOa-Cn

Schéma I11-29 : Couplage des différents acides amiéis avec le composé 25 et

déprotection de 'amine terminale



[11.3.2.2. Tensioactifs trimodulaires de type_ll

Pour finir, nous nous sommes intéressés a la symttié tensioactifs trimodulaires de type Il
pour lesquels la partie complexante se trouve eletrenodule hydrophobe et la partie
hydrophile S&chéma 111-30). L'intérét de ce type de molécule est que, dansas de la

formation de micelles directes, la partie complégadevrait se trouver dans un site
hydrophobe, ou du moins a l'interface, avec unethégé tres différente de celle existant en

milieu aqueux.

Q% %%

TN

Module hydrophile Module complexant Queue hydrophobe

Schéma 111-30 : Structure schématique d’un tensioad trimodulaire de type Il

Pour obtenir de telles molécules, une fonctionatetjon est nécessaire du coté N-terminal
du peptide pour greffer le module hydrophile. Nawons envisagé de greffer la partie

hydrophile du cété N-terminal du peptide et la ieantydrophobe du c6té C-terminal, c’est a
dire au niveau de la fonction acide de I'histidine.

Afin de laisser libre la fonction amine terminale tipeptide, nous avons choisi de remplacer
le dernier motif glycine par un amino-acide trifinonel, c’est a dire la lysine. Cet amino-

acide permet en effet de laisser la fonction amitiére pour la complexation et d’utiliser la

fonction aminee pour ajouter un motif hydrophil&¢héma 111-31).

NH—\\
greffage module hydrophile—— NH, g/'\'
|

sur I'amine €
((|3H2)4 (|3H2
H2NCH|CNHCH2CNHCH ﬁ—OH
[l
0] 0]
amineda libre greffage module hydrophobe

Schéma IlI-31 : Stratégie de synthese d’un tensiotictrimodulaire de type Il
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Le schéma rétrosynthétiqu8dghéma 111-32) représente les différentes étapes de la synthése,

de la molécule finale au composé initial.

NH

I _\\NH+ cl
HCO(CH,CH,0),,CH,C NH AN
(+CH2)4 CH,

; |
Cl HzN CHﬁNHCHZﬁ NHCHﬁNH(CHZ)nH

NH—\\
i &N
(CH3),4 (|3H2
(CH 3)3CO|C|:NHCH|C|:NHCH2 |C|: NHCH ﬁNH(CHZ)nH

J

NH—\\ NH—\\ NH—\\
g/NH cr = g/NH Cl = g/N
. C|:H2 CH, CH,
_ +i
cl H3NCH2ﬁNHCHﬁNH(CHZ)nH cr H3NCHﬁNH(CH2)nH (CH3)3COﬁNHCHCOOH
o} o} o}

Schéma 111-32 : Schéma rétrosynthétique de la prépation d’un tensioactif

trimodulaire de type IL
La synthese s’apparente beaucoup a celle des &etifscbimodulaires. En effet, la premiere
étape consiste a coupler I'histidine avec une amrasse. Ce produit intermédiaire a déja été
synthétisé, il s’agit du compogdpage 74). Il faut ensuite greffer les autres exi@minés par
couplage au BOP.

[11.3.2.2.1. Greffage de la glycine sur I'alkylamiuistidine

Le couplage de la BOC-glycine avec le comp@sge fait dans les conditions habituelles

(Schéma 111-33). Le produit30 précipite. Une seule chaine grasse a été consi@éré 12).
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Un excellent rendement de 90% est obtenu. La dégtioh de I'amine terminale est réalisée

la encore par HCI gazeux et permet d’obtenir le posa31.

NH

QNW cr

CH,
4]
(CH3)3COﬁNHCHZCOOH + CI H3NCHﬁNH(CH2)nH
O O
2

CH,CN | BOP, Et,N

CH,
(CH 3)3CO,C|ZNHCH2|C|:NHCH|C|ZNH(CH2)nH

30

HCl
Et,0

NH

g/\NW cr
T
+
cl H3NCH2ﬁNHCHﬁNH(CH2)nH
o)
31: Gly-His-Cn

Schéma 111-33 : Greffage de la glycine sur 'alkylanidohistidine
La synthése se poursuit par le greffage de ladysiapendant il est indispensable de protéger

les deux amines de fagon orthogonale pour les famgir sélectivement. Nous avons utilisé

une lysine avec I'amine ea protégée par un tertbutyloxycarbonyle (BOC) emiiae en

€ protégée par un benzyloxycarbonyle (Z).
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[11.3.2.2.2. Greffage de la lysine

La BOC-lysine est couplée a I'amido-glycyl-histidiravec le BOP, dans les conditions

habituelles. Le produB2 précipite et le rendement pour n = 12 est de 9%8éhéma 111-34).

NH
PhCHzol(,llrlH \_\\NH+ cr
((|3H2)4 . CHy
(CH3)3COCNHCHCOOH  +  CI' H3NCH, CNHCHCNH(CH,) H
(|)| Il I
31

CH,CN | BOP, Et,;N

NH
b
PhCHZOCITIH N

((|3H 2)a (|3H2
(CH 3)3COﬁNHCHﬁNHCH2 ,CII NHCH ﬁNH(CH2)nH
O
32

Schéma 111-34 : Réaction de couplage de la BOC-lys(Z) avec le composé 31

[11.3.2.2.3. Déprotection de I'amine exde la lysine

Le déblocage du groupement protecteur Z est effieattempérature ambiante sous une
pression d’hydrogéne de 30 bar, en présence dadpath sur charbonSchéma 111-35). Le
milieu réactionnel est évaporeé ; les sous-proddit3; et toluene) ne posent pas de problemes
puisqu’ils sont facilement éliminables et la réactest quantitative.

Dans ces conditions, la fonction amimeeste protégée et le module hydrophile pourra étre

greffé uniquement sur I'amine en

98



NH
(@)
I A\
PRCH,0CNH N
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(CH.)4 CH,
(CH3)3COﬁNHCH|C|:NHCH2ﬁNHCHﬁNH(CHz)nH + CO, + PhCHj

33

Schéma 111-35 : Déblocage du motif protecteur benagxycarbonyle
[11.3.2.3. Greffage du module hydrophile

Pour introduire une partie hydrophile sur la fooctiamine ere de la lysine, nous avons
choisi d'utiliser des dérivés oxyéthyléniques deide acétique, de facon a les greffer par un
lien de type amide par le biais d’'un couplage alPB&chéma 111-36).

Le produit 34 ne précipite pas, il est donc nécessaire d'efégctles lavages acides et
basiques du produit brut. Deux valeurs différemtesn’ont été considérées, les rendements
sont un peu plus faibles du fait de la non-préatfn des produitsT@ableau I11-9).

La déprotection du motif BOC pour obtenir le prdadinal 35, est réalisée avec un rendement
quantitatif. Le produit est désigné par Me@ecLys-Gly-His-Cn.

99



NH—\\
(CH2)4 (|3H2
(CH 3)3CO|C|:NHCH|C|: NHCH, ﬁNHCH ﬁNH(CHZ)nH
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CH,CN | BOP, Et,N
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I _\\N
H,CO(CH,CH,0),,CH,C ,TIH NN
(C|H2)4 CH,
(CH 3)3COﬁNHCHﬁNHCH2 ﬁNH CHﬁNH(CHZ)nH

o}
34
HCl
Et,0

NH
I _\\NH+ cl
HzCO(CH,CH,0),,CH,C NH X
(f?H 2)a CH,

ClI' HgN CHﬁNHCHZﬁNHCHﬁNH(CHZ)nH

35,b : MeEO, a-Lys-Gly-His-Cn

Schéma 111-36 : Couplage du module hydrophile avele composé 33

Composé n n' Rendement (%)
35a 12 1 81
35b 12 2 80

Tableau I11-9 : Couplage du module hydrophile avede composé 33

La stratégie de synthese adoptée s’est révéléeaedfi cependant une seule longueur de

chaine a été prise en compte pour le moment.
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[11.3.3. Conclusion sur la synthese de peptidoaminggnsioactives

Ces différentes synthéses ont permis d’aboutir & t@@sioactifs originaux, dérivés de
peptidoamines. Ces produits possédent donc degigtésp de surface et ont un pouvoir
complexant vis-a-vis des métaux de transition.

La mise en ceuvre des réactions est simple etregmngents obtenus sont satisfaisants.

Les premiers tensioactifs synthétisés se sontésvelativement hydrophobe, il a fallu insérer
un module polaire pour augmenter I'hydrophilie @s composés. Les stratégies de synthése
employées ont permis de greffer le module hydreprsns modifier les sites de
complexation.

Nous allons a présent détailler les différentesumassphysicochimiques effectuées.
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l1l.4. ETUDE PHYSICOCHIMIQUE

l11.4.1. Propriétés des tensioactifs bimodulaires

Avant d’entreprendre toute étude sur le comporteérr@rsioactif de ces nouvelles molécules
ou de déterminer la nature des complexes qu'alaseint avec les cations métalliques, il est
nécessaire de mesurer leur solubilité en solutiprease en fonction de plusieurs parametres :
la nature de la téte polaire, le pH et la longuderla chaine hydrophobe. En effet, les
structures de ces tensioactifs représentées sttHéma I11-37 peuvent déja nous indiquer

que leur solubilité va dépendre fortement du pHsgué deux fonctions azotées sont

NH

Ll

A NH CI
CH,

- + |
Cl H3N CHz-ﬁNHCHZﬁNHCHﬁNH(CHZ)nH n=7,8,10,12, 14
(@)

présentes.

lon

NH
—\\ .
X NH CI
e
- +
Cl H3NCH2CH2ﬁNHCHﬁNH(CH2)nH n=7,8,10,12, 14

6

Schéma 111-37 : Structure des tensioactifs bimodulmes
[11.4.1.1. Evaluation de la solubilité des tensioadfs bimodulaires dans I'eau

Nous avons mesuré, dans une cellule thermosta®e*@, les solubilités dans lI'eau des
alkylamido-glycyl-glycyl-histidines §) et des alkylamido-carnosine$).( La solubilité
maximale est déterminée par ajout de soude a UnBosode concentration connue jusqu’a
obtenir une turbidité. Le pH est mesuré a l'aidend’ électrode reliée a un pH-metre. La
solubilité est calculée a partir de la quantitéiate de produit, rapportée au volume de soude

ajouté au volume de départ. On obtient les courbpeesentées sur Eigure 1ll-2 et la
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Figure IlI-3 qui délimitent le domaine de solubilité de plusgegomposés. Il existe une
incertitude sur chaque mesure, donc les point€septés donnent plutdét une tendance que
des valeurs précises.

De facon générale, lorsque le pH augmente, la Biddubhute fortement pour atteindre un
palier et reste constante jusqu'en milieu tréesgjo@si

A un pH donné, on observe de facon logique quelizbdité est d'autant plus faible que la

gueue hydrophobe est longue.

S (mol.LY)
0.25 -

—a— Gly-Gly-His-C7

0.2 - .
solution + précipité —=— Gly-Gly-His-C8

0.15 —=— Gly-Gly-HisC10

0.1 -

0.05 - golution

0 T T T T i 1
3 5 7 pH 9 11 13

Figure 1lI-2 : Solubilité a 25°C en fonction du pHpour plusieurs chaines

des dérivés de la glycyl-glycyl-histidine

S (mol.L™)
0.25
- —8— g_Ala-His-C7
—m— B-Ala-His-C8
0.15 solution + précipité o B-Ala-His-C10
0.1

0.05 -4 solution

0 I I I = I .—\
3 5 7 pH 9 11 13

Figure IlI-3 : Solubilité a 25°C en fonction du pH pour plusieurs chaines

des dérivés de Ig-Alanyl-histidine

103



Il est impossible de déterminer les constantesiditdcde ces tensioactifs car les bases
conjuguées ne sont pas solubles dans I'eau. Narsalonc déterminé les pKa de molécules
modeles, c'est a dire des molécules analoguesiigecbaurte Gly-Gly-His-C4 (pKg@idazole =
6,23 et pKaymino= 7,79) eB3-Ala-His-C4 (pKaimidazole = 6,21 et pKamino= 9,18) (page 133).
Ces valeurs servent uniguement de références,anaapposant que ces constantes d’acidité
sont du méme ordre que celles des dérivés tenggamt peut expliquer par ce biais la chute
de la solubilité. L'augmentation du pH provoque deprotonations successives du cycle
imidazole et de I'amine terminale. La téte polaieptidique n'étant plus chargée, la molécule
devient hydrophobe et le produit précipite. Lorsdom continue a augmenter le pH, la
solubilité reste constante car il N’y a pas de digpration supplémentaire qui pourrait faire

apparaitre une charge négatigetiéma 111-38).

pH
NH

.
g/\NH
G
N
HgNCH,CHoGNHCHGNH(CH,) H
o) o)

at—

NH\
g/\'\'
Tt
+
HINCH,CH,CNHCHENH(CH,) H

e

NH—\

g/\’\'
T

HINCH,CH,CNHCHENH(CH) H

Schéma 111-38 : Diagramme de prédominance des espEcpourB-Ala-His-C4
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La solubilité des dérivés Gly-Gly-His-Cn est plenisible au pH que celle des analogfies
Ala-His-Cn. En effet, pour une méme variation de, it observe une diminution plus
importante de la solubilité des dérivés tripeptigig, La plus faible valeur de pKa pour
I'amine de Gly-Gly-His-C4 explique que ces compas@setrouvent neutres a pH plus bas.
Le Tableau IlI-10 et la courbe représentée suiFigure 1lI-4 montrent qu’une fraction des
molécules déprotonées est tout de méme solubleffen les solubilités de ces produits ne
sont pas nulles, méme a pH élevé.

En milieu basique, pour une méme chaine grassejéegés Gly-Gly-His-Cn sont un peu
plus solubles que les dérivgsAla-His-Cn car la liaison peptidique supplémergadu

tripeptide accroit son hydrophilie.

n 6 7 8 10 12
B-Ala-His-Cn 0,130 0,05 0,01 1.10 ~1.10*
Gly-Gly-His-Cn 0,160 0,07 0,02 2.10 ~1.10*

Tableau I11-10 : Solubilités (mol.L™) & 25°C et & pH > 10 des compospsAla-His-Cn et

Gly-Gly-His-Cn en fonction du nombre d'atomes de adone dans la chaine grasse

S (mol.L7)
A
0.15 -
|
m g-Ala-His-Cn
0.1 4
A Gly-Gly-His-Cn
A
0.05 |
A
|
0 : 1 x
4 6 8 10 12 14

nombre de C

Figure IlI-4 : Solubilités a 25°C et a pH > 10 desomposéf3-Ala-His-Cn et Gly-Gly-His-

Cn en fonction du nombre d'atomes de carbone dana thaine grasse
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Lorsque I'on augmente la température, on obsendidsolution des précipités entre 40 et
50°C pour les différents produits. Ceci laisse sggp la possibilité d’'un point de Krafft.

Les deux types de pseudo-peptides synthétisésmepas suffisamment solubles en milieu
basique ou neutre pour permettre une étude cordediurs propriétés tensioactives. Pour les
mémes raisons, les complexes que ces composésitoemesolution ont tendance a précipiter
(page 131). Par contre, la solubilité dans I'edurés élevée en milieu acide (jusqu’a 80% en
tensioactif a 25°C (page 127). Nous pouvons dondiét le comportement tensioactif de ces
composeés en fixant le pH des solutions a 2. Ce giHagilement ajustable avec de l'acide
chlorhydrique 18 mol.L}, et au vu des pKa, toutes les molécules seronblement
protonées quelque soit la dilution. Nous pourromsiaétablir des comparaisons entre les
différents produits.

[11.4.1.2. Comportement en solution des tensioactifeimodulaires

Pour décrire le caractére tensioactif d'une mok&alifaut dans un premier temps déterminer
sa concentration micellaire critique (cmc), c’'esli@ la concentration a partir de laquelle les
molécules s’agregent en micelles (page 67). Noossdéterminé les cmc des tensioactifs a
téte polaire Gly-Gly-His e3-Ala-His a l'aide de deux méthodes : la tensioneéti la
spectroscopie de fluorescence

L'utilisation de la spectrofluorimétrie nous a pésrde confirmer les valeurs de cmc obtenues

par tensiométrie mais aussi d’effectuer une conipamaentre les deux méthodes.
[11.4.1.2.1. Tensiométrie
1) Principe

Cette technique permet de déterminer la cmc pauraeate la tension superficielle Nous
avons utilisé la méthode de la lame de Wilhefffty

Le dispositif est constitué d'une lame de platinépalie suspendue a une balance
électromagnétique. Elle est plongée dans la solytigis remontée jusqu’'a ce que le bord
inférieur affleure la surface et provoque la forimat’'un ménisque.

A ce moment, la force mesurée par la balance pmapenser le poids du ménisque est :

F = 2.ly.co® (Figure 11I-5).
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surface

v

F

Figure IlI-5 : lllustration de la méthode de la lame de Wilhelmy

L’équation précédente pour la détermination detsibn superficielle ne peut étre utilisée en
réalité que sb est nul, car on ne peut pas le mesurer, le moeilthgla lame doit donc étre
total. On a alory = F/(2.1).

Gibbs a étudié les variations de tension supelficieausée par des faibles ajouts de
tensioactif<®®. Il a établi une relation a partir de I'expressienl'énergie libre de surface qui,

aprés simplification, conduit 88guation 12

Ady+D ndy=0 Equation 12

avec A : aire de la surface
n; : nombre de moles de I'espéce i a la surface
i = u° + 2,303.R.T.logC: potentiel chimique de I'espéce i

y : tension superficielle

L’équation de GibbsHquation 13) permet de relier la quantité de tensioactif aoéax la

surface et I'effet produit sur la tension supedila.

—dy -2,303.R.TF,  Equation 13
dlog C
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avecC : concentration totale en tensioactif
R: constante des gaz parfaits = 8.314 ko™
T: température en Kelvin
> = ny/A : concentration d’exces de surface du tensioactif

(2 désigne le soluté tensioactif)

Cette relation démontre que l'augmentation de feceatration en tensioactifs provoque une
saturation progressive de la surface. Ceci seitrpdu un abaissement linéaire de la tension
superficielle en fonction du logarithme de la cortcation.

Selon que le tensioactif soit ionique ou non, uitfajouter un facteur (z+1) dans le membre de
droite de I'équation de Gibbs, z étant égal a Ergh du tensioactif.

Lorsque le tensioactif est non-ionique, z = 0 etetrouve [Equation 13.

Lorsque le tensioactif porte une charge, z = 1faut ajouter un facteur 2 et ainsi de suite.
Ceci vient du fait que lorsqu’un tensioactif estigque, il est accompagné d’'un ou plusieurs
contre-ions dont il faut tenir compte dariSduation 12

L’inverse de la concentration d’exces de surfiacest égal a la surface occupée par une mole
de tensioactif. On en déduit ainsi la surface gte polaire ¢) en divisant par le nombre
d’Avogadro4v.

Les variations de la tension superficielle d’'unéuon aqueuse de tensioactif obéissent a
'équation de Gibbs jusqu'a la concentration meed critique. Au dela de cette

concentration, il y a une rupture de peritgqre 111-6 ).

y (mMN.m1)
807

607
407

207

log C

Figure IlI-6 : Représentation d’'une courbe de tensimétrie y = f(logC)
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2) Conditions expérimentales

Le systéme est thermostaté par un circuit d’eab’& 2t le tensiometre K1 OST est connecté
a un ordinateur via une interface numeérique qumgérde mesurer la tension superficielle en
fonction du temps. La valeur est prise en compeefais la stabilité de la mesure obtenue.
Les résultats sont corrects et reproductibles wmmant si la lame et la verrerie sont propres,
une solution d’acide sulfochromique est utilisé@ipoettoyer ces éléments. Malgré cela, il
n'est pas toujours facile d’obtenir des résultadsfgits surtout avec des tensioactifs non
commerciaux car le produit & étudier ne doit cont@acune impureté. De plus cette méthode
nécessite un grand nombre de mesures qui peuvestjdaqu’a une heure, I'obtention d’'une

courbe complete prend plusieurs jours.
3) Détermination des cmc par tensiométrie

Les dilutions ont été réalisées a l'aide d’'une Bofuaqueuse d’acide chlorhydrique a210
mol.L™ pour fixer le pH & 2.

L’évolution de la tension superficielle en fonctida la concentration a été déterminée pour
les deux types de pseudo-peptides (Gly-Gly-Hi-8ia-His) et avec différentes longueurs
de chaine : 8, 10, 12 et 14 atomes de carbone.

Les courbes sont représentées suFitpure IlI-7 et laFigure IlI-8 . Les surfaces par téte
polaire o ont été calculées a partir de la loi de Gibbs. @enles tensioactifs étudiés
posseédent deux charges positives et donc deuxeemmis chlorure, il a fallu introduire un

facteur 3 Equation 14). Les résultats sont rassemblés darfalgeau 111-11.

-2,303.R.T.3 i _
o= Equation 14

d
—ay
dlog C
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Y (mN.m™) y (mN.m™)

70 70 4

A C8 C10
60 - 4 60 -
|

50 - 4 50 -

40 40

30 T T T T 1 30 T T T T 1

6 5 4 - 2 1 - 4 - 2 1
log C N > log C

Y (mN.m™) Y (mN.m™7)

70 70

60 _ C12 60 Ci14

.
50 - 50 - R
(J
40 * 40
30 ‘ ‘ 30
% 5 4 3 2 1 % 5 4 3 2 1
log C log C

Figure IlI-7 : Courbes de tensiométriey = f(logC) pour les dérivés du type Gly-Gly-His-
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Y (mN.m™)

Y (mN.m'l)
70 | 70 |
60 B A C8 60 _ ClO
50 - A 50 J
40 - 40 "
30 30 ‘ ‘ ‘
- 4 - 2 1 - - - 2 1
-6 5 ogc 6 5 4 ogC
y (mN.m™) y (mN.m™)
70 70
60 C12 60 Cci14
®
50 - 50 -
°
40 40 | Q
30 ‘ 30 ‘ ‘
-6 -5 -4 -3 -2 -1 - B - - -1
log C 6 > N log C 3 2

Figure 111-8 : Courbes de tensiométriey = f(logC) pour les dérivés du type3-Ala-His-Cn

apH=2
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composé y (cmc) mN.mt | cmc (mol.Lh) A (A?
Gly-Gly-His-C8 42 8,1.18 280
Gly-Gly-His-C10 37 6,0.18 310
Gly-Gly-His-C12 34 3,0.18 316
Gly-Gly-His-C14 33 1,1.18 150
B-Ala-His-C8 40 3,4.10° 300
B-Ala-His-C10 36 2,5.10° 333
B-Ala-His-C12 34 1,1.10° 322
B-Ala-His-C14 33 4,410 158

Tableau IlI-11 : Concentrations micellaires critiques et valeurs de la tension
superficielle a ces concentrations a 25°C et a pH2=pour les dérivé{3-Ala-His-Cn et
Gly-Gly-His-Cn

Les composés étudiés ont un comportement de tetigsodnydrogénés classiques, les
mesures de tension superficielle a la cmc indigdest abaissements par rapport a I'eau (72
mN.niY). L'augmentation de la longueur de la chaine alkghtraine une diminution de la
tension superficielle & la cmc jusqu’a 33 mNpour les tensioactifs les plus hydrophobes.
Les surfaces par téte polaire sont du méme ordigratedeur pour les composés C8, C10 et
C12 mais sont plus faibles pour les composés CHffel hydrophobe se fait plus sentir a
partir de 14 atomes de carbone et la surface parp@aire dans ce cas est nettement
diminuée.

Par ailleurs, si 'on compare les surfaces par pétaire en fonction de la nature de la partie
peptidique, on s’apercoit qu'a longueur de chaiqev@lente, le tripeptide occupe la méme
place que le dipeptide. Ceci sous-entend un replitmiu tripeptide sur lui méme.

On peut remarquer que la cmc d’'un dérivg3eldanyl-histidine est en moyenne 2,5 fois plus
petite que celle d'un dérivé tripeptidique pour um&me longueur de chaine. Cette
diminution correspond au fait qu’'un mofifalanine est plus hydrophobe qu’'un motif glycyl-

glycine .
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Si nous analysons plus en détail I'effet de la leng de chaine sur la cmc, nous constatons
que l'addition de deux groupements méthylenes ®mraine diminution linéaire du
logarithme de la cmc a partir de 10 atomes de ca&b®our les dérivés a 8 atomes de
carbone, on est a la limite de la micellisation.

En portant log cmc en fonction du nombre d’atomeaidone dans la chaine grassg),(an
obtient une droite pour les deux types de peptllgufe 111-9). Les deux droites sont
paralléles entre elles et le sont également & gitedrobtenue avec les chlorures
d’alkylammonium (H(CH),.NHs" CI). Les cmc des dérivés C10, C12 et C14 de ces

tensioactifs cationiques sont respectivement dd3°21,3.10° et 4,1.1G mol.L* ¢4 8%

log cmc
0- R chlorure
d'alkylammonium
1 4 m Gly-Gly-His-Cn

2 - . \\ A p-Ala-His-Cn
A .\.\-

Figure I11-9 : Effet du nombre d’atomes de carbonedans la chaine grasse sur la valeur

de la concentration micellaire critique

La relation entre la cmc et le nombre d’atome dba@e dans la chaine grasse est du type :
logcmc =Ar + B
avec A =-0,22 et B = 0,75 pour les chlorures d/inmonium

A =-0,18 et B = -0,36 pour Gly-Gly-His-Cn

A =-0,19 et B =-0,71 pofirAla-His-Cn

Les coefficients directeurs des droites (A) sorasgment identiques, ce qui indique que les
alkylamidopeptides ont un comportement classiqudaedsioactifs cationiques de type sel
d’ammonium.

L’'ordonnée a lorigine (B) est caractéristigue da HLB de la molécule, les
alkylamidopeptides sont plus hydrophobes que l&s damines grasses. Le greffage d’'un

peptide apporte de I'hydrophobie.
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[11.4.1.2.2. Spectroscopie de fluorescence
1) Utilisation

Il existe d’autres méthodes pour mesurer la cmcpeut citer la conductimétri€® ou la
diffusion de lumieré®”. Parmi ces techniques, la spectroscopie de fluenes fait partie des
plus populaire depuis une dizaine d’années. Ceftihade implique I'utilisation d’une sonde
hydrophobe, dont les caractéristiques de fluoresceépendent du milieu dans lequel elle est
solubilisée. Par exemple, le pyrergglre 111-10) est une sonde fluorescente sensible a la
polarité de son environnement. Dans le cas d’'uhgisn micellaire, les molécules de pyrene
ont tendance a s’introduire dans le coeur des regejiii offrent un milieu hydrophobe. Les
caractéristiques de fluorescence de la sonde dexi¢ralors différentes de celles rencontrées

dans l'eau.

Figure 111-10 : Structure du pyrene
Le spectre de fluorescence du pyréne représegtee 111-11 posséde 5 pics. Il a été montré

gue le rapport des intensités du premier pi@a(B73 nm) et du troisiemes (& 384 nm) est

sensible & la polarité de I'environnement de ladsdi?.
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Figure IlI-11 : Spectre d’émission de fluorescencdu pyréne Qex = 332 nm)

Dans la littérature, on trouve de nombreuses caurbgrésentant I'évolution du rappoiti4

en fonction du logarithme de la concentration esiteactif. Habituellement, les courbes ont
une allure caractéristique représentée skidare 111-12 .

Lorsque la concentration augmente, le rappdii leste egal a celui mesuré en absence de
tensioactif (pyrene dans l'eau), puis on observee whute a partir d'une certaine
concentration, ce qui pourrait indiquer une solsatlon de la sonde dans un milieu plus
hydrophobe que I'eau, c'est & dire les miceff®s la diminution se termine par un nouveau

plateau aux concentrations les plus élevées.

11/13
18 -

1.6 -

14 -

1.2

-3 2 -1 0
log C

Figure IlI-12 : Variation du rapport | 1/lI3 du pyrene en fonction de la concentration en

tensioactif
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Il'y a donc deux points d'inflexion sur cette coeurlintuitivement, on peut penser que la cmc
correspond au premier de ces deux points, c’esteacdlui dont la concentration est la plus
faible. Différents exemples relevés dans la littéh@ montrent qu'’il y a une controverse a ce
sujet et en particulier pour la détermination derfec. Dans certains cas, elle correspond a la
concentration & la limite de diminution du rappett, c’est & dire au premier poifif: ©et
dans d'autres cas, au deuxieme p&tht®® En général, les auteurs justifient leur choix par
comparaison avec les valeurs obtenues par d'aigcbsiques, bien souvent la tensiométrie,
et ne proposent donc pas d’explication.

Le modele envisagé dans notre cas correspond aazela cmc est prise au premier point
d’inflexion :

Il faut considérer un équilibre chimique entrensslécules de pyréne et les micelles.

Si on fait I'hypothése que l'entrée d’'une sondepyeene dans une micelle se fasse par
I'association d’une sonde avec une molécule dedaasf, on obtient la réaction ci-dessous

qui se caractérise par une constante d’équilibye K
PyrEau + Mic —=—= PyrMic
Kmic = [PyrMic] / ([PyrEau].[Mic])
avec [PyrEau] : concentration en pyréne dans l'eau
[Mic] : concentration en tensioactif engagé dans uneli@ic
[PyrMic] : concentration en pyrene associé a un tensioactfgé dans une
micelle
La cmc est la concentration a partir de laquebaédmsioactifs s’agrégent en micelles, donc la
concentration totale C en tensioactifs est eégdéesomme des concentrations en tensioactifs
seuls et en tensioactifs engagés dans des micelles.
C = [Mic] + cmc

D’ou [Mic] = C-cmc

et [PyrMic] = K mic.[PyrEau].(C-cmc)
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On peut calculer x(PyrEau) et x(Pyrmic), respectigat les fractions molaires de pyréne

dans I'eau et dans les micelles et on obtient :

x(PyrEau) = [PyrEau]/([PyrEau]+[PyrMic]) = 1/(1 + K nic (C-cmc))

et comme la somme des fractions molaire est éghle a

X(PyrMic) = K mic (C-cmc)/(1 + Kyic (C-cmc))

A partir de ces 2 équations, on peut exprimer fgpoa k/l; en fonction de la concentration
totale en tensioactifs. En effet, on peut voir dgieapport est constant aux concentrations
extrémes.

Le rapport {/I3 a une valeur fixe avant la formation des micetlastoutes les molécules de
pyréne sont dans I'eau. Il a une autre valeur litem aprés la cmc, lorsque toutes les sondes
de pyrene sont dans les micelles.

Ainsi, a chaque concentration, le rappaftzlest égal a la moyenne de ces 2 valeurs limites,
pondérée par les fractions molaires de pyréne ltas et dans les micelles.

[1/13 = x(PyrEau). l1/13 gau + X(PyrMic). 11/l 3 mic

avec |/l3gay: valeur du rapportdizlorsque toutes les sondes sont dans I'eau

[1/13 mic : valeur du rapportdlizlorsque toutes les sondes sont dans les micelles

A l'aide de deux lignes de programme, on peut nsitére ce modeéle :

Avant la cmc, le rapport est égal dld gy €t a partir de la cmc, il est égal a la moyenne
pondérée écrite ci-dessus.

Avec un solveur, on peut ajuster parfaitement @atp expérimentaux en faisant variefik
cmc, /I3 gavet h/l3 vic.

Ce modéle a été testé avec succes avec des amasesg |l confirme que la cmc se trouve
bien au premier point d’inflexion et permet de &e¥miner précisément

Cette méthode présente I'avantage d’étre plus eagick la tensiométrie car I'enregistrement
d'un spectre ne dure que quelques minutes. Parecoméme si I'obtention d’'une courbe
compléte ne dure que quelques heures, elle apparites d’'informations qu’une courbe de
tensiométrie. L'autre inconvénient de cette méthesliequ’elle nécessite I'adjonction d’'une

sonde fluorescente dans les solutions de tendioacti
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2) Conditions expérimentales

Les spectres de fluorescence ont été enregisttémpérature ambiante sur un Fluorolog
Jobin Yvon en utilisant des cellules en polystyr@nasage unique (longueur d’excitation :
332 nm).

Les conditions de mesure sont les mémes que agllesges en tensiométrie. Les dilutions
sont réalisées avec une solution d'acide chlorlqydricontenant la sonde fluorescente, pour
fixer le pH a 2.

La solution mére de pyréne est préparée artol.L?, dans I'éthanol pur. Puis elle est diluée
au 1/1000 avec une quantité suffisante d’HCI potiver a des concentrations respectives en
acide chlorhydrique et en pyréne de?Ifiol.L* et 10° mol.L™%. La concentration en pyréne
est trés faible afin d’éviter une quelconque infice sur la valeur de la cmc. Ceci n’est pas

génant car la spectroscopie de fluorescence eshétiede trés sensible.
3) Détermination des cmc par spectrofluorimétrie

Les courbes sont représentées suFiture 111-13 et la Figure 11l-14. Les résultats sont
rassemblés dans [Eableau IlI-12 comparés a ceux obtenus par tensiométrie. Legspoin
bleus représentent les mesures expérimentales eblgbes continues noires indiquent les
variations du rapportfiz du pyrene par ajustement des points expérimensalon le modele

décrit préecédemment.
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Figure 11I-13 : Changement des caractéristiques déuorescence du pyrene en fonction

de la concentration en tensioactif pour les dérivédu type Gly-Gly-His-Cn a pH = 2
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Figure 1lI-14 : Changement des caractéristiques déuorescence du pyréne en fonction

de la concentration en tensioactif pour les dérivégu type B-Ala-His-Cn a pH = 2
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cmc (mol.LY)
composé fluorimétrie tensiométrie
Gly-Gly-His-C8 7,8.10 8,1.10°
Gly-Gly-His-C10 5,7.10 6,0.10°
Gly-Gly-His-C12 2,9.10 3,0.10°
Gly-Gly-His-C14 1,0.10 1,1.10°
B-Ala-His-C8 3,2.10° 3,4.10°
B-Ala-His-C10 2,4.10° 2,5.10°
B-Ala-His-C12 1,0.10° 1,1.10°
B-Ala-His-C14 4,210 4,4.10°

Tableau I1I-12 : Concentrations micellaires critiques déterminées par deux méthodes a
25°C et a pH = 2 pour les dérivég-Ala-His-Cn et Gly-Gly-His-Cn

La comparaison des deux méthodes montre que leargsalle cmc obtenues par fluorimétrie
sont tres proches de celles obtenues par tensiemgis généralement un peu plus faibles.
On retrouve cette légére différence pour des tansifs ioniques ou non ioniques relevés
dans la littératur€®. Ceci peut s’expliquer par une pré-agrégation eesivactifs intervenant

avant la formation de micelles.

[11.4.1.3. Diagrammes de phase binaires : tensioaési bimodulaires - eau

[11.4.1.3.1. Généralités

Nous avons étudié ci-dessus le comportement degsatifs bimodulaires en phase aqueuse
tres diluée, c’est a dire avec une teneur en epérieure a 99%. Les propriétés tensioactives

de ces produits en milieu acide ont été démon&a&ssC.
Nous allons considérer a présent des concentrgtioslevées en tensioactif jusqu’a 100%.
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De maniére générale, a partir de la cmc, les taoSfe forment des agrégats qui
correspondent le plus souvent a des micellégue I11-15). Au fur et a mesure que la
concentration augmente, d’autres organisationslégperistaux liquides peuvent apparaitre.
Les micelles sont des organisations a courte distafors que les cristaux liquides sont des
organisations dites a longue distance. Toutes testgres sont thermodynamiquement

stables.

Les phase micellaires

Ces phases sont notées L avec un indice de 1 Be8,sent fluides et isotropes. Selon la
polarité du solvant, on parle de micelles direttegdans un solvant polaire, tel que I'eau) ou
de micelles inverses,l(dans un solvant apolaire, tel que I'huile). Lasatfes peuvent étre
sphériques ou cylindriques lorsque la concentraton tensioactif augmente. On peut
également rencontrer des micelles inverse dans Pear des compositions tres riches en
tensioactifs. La phase;lest dit phase éponge, elle n’est pas constituegr éjats fermés mais
d’une structure bicontinue repliée dans I'espacanée par des bicouches, et séparant deux

domaines de solvant équivalenfEsgure 111-16)

micelle sphérique directe micelle cylindrique dieect micelle sphérique inverse

Figure I11-15 : Structures schématiques de différees micelles’®

Figure I1I-16 : Structure schématique de la phase b
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Les cristaux liquides

L'état de la matiere appelé cristal liquide ou étasomorphe posséde des propriétés
intermédiaires entre celles d'un cristal solideates d'un liquide. Les phases de cristaux
liquides possedent a la fois un caractere crigtailes propriétés d'un liquide a I'échelle

moléculaire. Il existe trois grandes catégoriesrigtaux liquidesKigure I11-17) :

- Les phases hexagonales

Elles sont caractérisées par une anisotropie aptjuine texture speécifique au
microscope avec polariseurs croisés. Les phasexgbeales sont constituées de
cylindres de longueur infinie disposés aux nceudsn diéseau hexagonal
bidimensionnel. Il en existe deux types, la phasgafonale directe Hou les
molécules de tensioactif sont orientés de facomspoder leur téte polaire vers
I'extérieur des cylindres et la phase inverseod les tétes polaires sont dirigées
vers l'intérieur des tubes. On peut la mettre edaenhce par diffraction de rayons
X aux petits angles. Les diagrammes de diffractierces phases contiennent une

série de raies dont les espacements de braggaontes rapports :

1:1N3; 1IN4 ; INT7

- La phase lamellaire

Cette phase est notée Lelle est composée d'un empilement de lamellesréép

par une épaisseur d’eau. Chaque lamelle est fomheédeux plans infinis de
tensioactifs appelés bicouches. Celles-ci définiss@ plan périodique régulier
qui permet une caractérisation par diffraction agons X aux petits angles. Le
diagramme de diffraction d'une phase lamellairetieon une série de raies dont

les espacements de bragg sont dans les rapports :

1:1/2:1/3;1/4
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La phase lamellaire peut conduire aprés sonicaiame phase constituée de
bicouches refermées sur elles-mémes (vésiculesiagemnt I'espace en deux

milieux de nature identique.

- Les phases cubiques.

Ces phases sont optiquement isotropes et se aigantépar une trés grande
viscosité. Elles peuvent étre identifiées par ddfion de rayons X aux petits
angles. De nombreux groupes d’espace ont été misvielence. Il existe deux

types de phases cubiques, des phases micellaiges githases bicontinues. Les
premieres sont formées de micelles organiséesudansaille cubique, alors que

les autres sont constituées de canaux de tengsoactihevétrés avec une symeétrie

cubique.

phase hexagonale phase lamellaire phase cubique

Figure IlI-17 : Structures schématiques de différetes organisations a longue distance

[11.4.1.3.2. Principe et conditions expérimentales

Le diagramme de phase binaire d'un tensioactifuest représentation graphique a deux
dimensions qui permet de connaitre l'organisati@s anolécules en fonction de deux

variables, la température et la teneur en tensfoact

La méthode pour établir ces diagrammes consistégaper des solutions de tensioactifs dans
'eau a différentes concentrations allant de 0 8%0en masse de tensioactif. On suit
I'évolution des préparations en fonction de la térapure en plagant les échantillons dans un
bain d’eau thermostatée. On laisse la températarstabiliser a I'intérieur des fioles en

attendant de 20 a 30 minutes avant de faire ureywéient. Plusieurs températures sont

étudiées pour chaque concentration. On observeeldsie chaque solution a I'ceil nu et a la
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lumiére polarisée. Un microscope polarisant perdeetdéterminer la présence de cristaux
liquides. Enfin, la diffraction de rayons X aux ifetangles permet de caractériser sans
ambiguité les différentes phases.

Les échantillons ont été préparés en dissolvantelesioactifs dans de tres faibles quantités
d’eau. Les concentrations ont été calculées arpdes masses d'eau et de tensioactifs
connues précisément.

Etant donné que les tensioactifs bimodulaires ne solubles qu'en milieu acide, les
échantillons ont été préparés avec une solutiorcidka chlorhydrique 18 mol.L™.
Initialement, les produits sont déja sous formerafteonium.

Les diagrammes de phase binaires ont été établis Ips deux types de pseudo-peptides
(Gly-Gly-His-Cn etp-Ala-His-Cn), avec différentes longueurs de chaiirigure 111-18 et
Figure 111-19) .

Les limites entre les phases ne sont pas définkes ane grande précision mais les
diagrammes obtenus donnent une bonne représentiiodifférentes organisations existant

avec ces composeés.
[11.4.1.3.3. Diagrammes de phase des tensioactifodulaires

Les systémes étudiés sont relativement simpletersent 3 types de phases ont été détectés.
Etant donné qu'il s’agit de tensioactifs ioniquiés,existe pas de point de trouble.

On observe dans tous les cas, comme pour les obdordialkylammonium, une phase
isotrope sur un domaine trés lafge®. L’analyse de cette phase, par diffraction de mayX

aux petits angles, donne un pic trés large caiatithre d’'une phase micellaire;. La
formation de cette phase est favorisée par I'ingraet téte hydrophile de ces composés.

La phasel; se réduit avec 'augmentation de la longueur dehi@ine grasse, au profit de
I'apparition d’une phase hexagonéle.

En milieu trés riche en tensioactif, il y a fornoatide cristaux hydratés.
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Diagramme du systeme Gly-Gly-His-C8/eau
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Diagramme du systeme Gly-Gly-His-C10/eau
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Diagramme du systeme Gly-Gly-His-C12/eau

Figure 111-18 : Diagrammes de phase binaires en foction de la longueur de chaine pour

les dérivés du type Gly-Gly-His-Cn
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Diagramme du systemg3-Ala-His-C8/eau
T (°C)
80
60 - |
i
I
L
40 - 1 /l
/ H1
7/
7’
20 - e )
_-7 cristaux
- hydratés
0 T T T T
0 20 40 %TA 60 80 100
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Diagramme du systemg3-Ala-His-C12/eau

Figure 111-19 : Diagrammes de phase binaires en faetion de la longueur de chaine pour

les dérivés du type3-Ala-His-Cn
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Pour les chaines a 8 atomes de carbone, aucual tigside n’est constaté. Seule une phase
micellaire et des cristaux hydratés sont obseh@ghase micellaire est trés importante, elle

existe jusqu’a des concentrations trés élevéesraioactifs (80-90%).

Photographie IlI-2 : Cristal hydraté pour le systeme B-Ala-His-C8
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Les photographies ci-dessus ont été obtenues ia gantnicroscope optique avec polariseur
croisé. Les textures observées semblent correspoaddes phases de cristaux liquides
cependant les analyses par diffraction de rayome Yrésentent aucun pic. Il faut noter par
ailleurs que le diffractométre utilisé ne permest mke détecter des organisations dont la
distance de répétition est supérieure a 30 nmtE@mé que I'on observe a I'ceil nu, sur la
paroi des piluliers, des objets plus gros idensqaeceux des photographies, nous pouvons
conclure que ces phases sont composeées de crigtdratés.

Les dérives a plus longues chaines présentent namsition phase micellaire — phase
hexagonale différente selon la téte polaire. Pesrdérivés Gly-Gly-His, c’est a partir de la
phase kL, en augmentant la température, que I'on formehkse H alors que c’est l'inverse
pour les dérivég-Ala-His. En effet dans ce cas, la fusion de lasghlexagonale conduit a
une phase micellaire, ce qui est plus fréquemmissewé®®.

La présence d’'une phase hexagonale a été démaarésbservation au microscope et par
diffraction de rayons X. Les photographies suivamennent quelques illustrations de phases
hexagonales et de cristal hydraté.

Photographie 111-3 : Phase hexagonale pour le systge Gly-Gly-His-C10
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l11.4.1.4. Etude des propriétés complexantes des tsivactifs bimodulaires

De la méme facon que les tensioactifs bimodulasm# insolubles en milieu basique, les
complexes qu’ils forment avec le cuivre (ll) etrekel (lI) ont tendance a précipiter. Il
s’avere donc impossible d'étudier de facon rigoseela formation des complexes par
potentiométrie car le programme PSEQUAD ne pernest @e traiter les problemes a
plusieurs phases.

Par contre, nous avons enregistré des spectresidiblevdes systemes Cu(ll) — Gly-Gly-His-
C10 et Cu(ll) -B-Ala-His-C10. Les spectres représentés suridare 111-20 et laFigure
[1I-21 peuvent donner une information sur la structure aemplexes formés. Les spectres
obtenus avec le nickel (Il) n'apportent aucune dation car la précipitation est trop
importante.

On observe pour chaque systeme des bandes d’absogsghonymes de complexation (un

décalage de la ligne de base indique I'apparitian grécipité).

A
— pH=2,2
1.4 -
—— pH=4
1.2 -
——pH=5,1
1 4
pH=12,5
0.8 -
0.6 -

0.2 \_//f

400 450 500 550 600 650 700 750 800

A (nm)

Figure 111-20 : Spectres UV-visible du systeme Cu() - Gly-Gly-His-C10
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Figure 111-21 : Spectres UV-visible du systéeme Cu() - -Ala-His-C10

Pour vérifier que le pouvoir complexant de ces itawifs est similaire a celui des
peptidoamines, nous avons été amenés a synthéésemolécules modeles, sans propriétés
tensioactives, a chaines courtes, du type Gly-Géyel etf3-Ala-His-C4. En effet, ces deux
produits ne précipitent pas lorsque I'on augmeateH. L'étude des propriétés complexantes

de ces molécules a pu étre réalisée par potentiemét
111.4.1.4.1. Etude de la complexation de moléculesi@es a chaines courtes
1) Détermination des pKa
Dans un premier temps, nous avons déterminé lestaitdes de déprotonations des deux

types de molécule grace aux courbes de titrageligasds seuls. Les pKa obtenus pour

I'amine terminale et le cycle imidazole sont rekedans I&ableau 111-13.
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Gly-Gly-His-C4| Gly-Gly-Ha B-Ala-His-C4 B-Ala-Ha
pK; (@amino) 7,79 7,85 9,18 9,23
pK2 (Im) 6,23 6,81 6,21 6,84

Tableau 111-13 : Constantes d’acidités des ligandgensioactifs comparés aux
peptidoamines analogues (T = 298 K, | = 0,1 mol})

Les constantes d’acidité des amines terminalesiabtepour les amides en C4 sont en accord
avec les valeurs trouvées pour les peptidoaminaogues. Les composés dérives d@da
alanine ont un pKplus élevé que les autres pour la raison invogué, a savoir les deux
méthylenes qui diminuent I'effet inductif attractelu motif carbonyle.

En ce qui concerne le pKle lI'imidazole, les valeurs déterminées pour lesxdcomposeés
sont sensiblement identiques, par contre elles@astfaibles de 0,6 unité par rapport a celles
des peptidoamines. Cet effet peut s’expliquer edait que I'histidine présente une fonction
du type carboxyle, que ne possede pas I'histamimegugmente un peu I'acidité du cycle.
Dans un deuxieme temps, nous avons étudié la fammdé complexes a partir des différents

COMpOSES.

2) Complexation métallique

a) Complexes de Gly-Gly-His-C4

Les pKa étant du méme ordre, les systemes devr@iensimilaires pour les dérivés amides
en C4 et les peptidoamines, cependant la chaimegoie courte, peut exercer une contrainte
stérique et avoir une influence sur la stabilité demplexes.

Comme pour les tripeptides Ala-Gly-Ha et Gly-Gly-Hécrits au chapitre I, on s’attend a
obtenir un diagramme de répartition avec un congptagjoritaire CuLk dans la zone de pH
physiologique avec 4 atomes d’azote coordinés.

Les constantes de stabilité pour les complexesufl)@t de Ni(ll) ont été calculées a partir
des courbes de dosage avec le programme PSEQUADxéEaltats obtenus sont comparés
avec ceux de Gly-Gly-Ha sur [€ableau IlI-14 et les diagrammes de répartition sont

représentés sur Eigure 111-22 .
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Gly-Gly-His-C4 Gly-Gly-Ha
Cu(ll) Ni(1l) Cu(ll) Ni(1l)

MLH . . 12,02 (03) 10,48 (02)
ML . . 6,61 (04) 4,15 (04)
MLH_ 3,42 (03) -1,52 (08) 1,65 (09) -2,87 (12)
MLH -0,51 (01) -6,49 (01) -2,48 (04) -7,99 (01)
MLH 3 -12,64 (03) -17,74 (02) -14,34 (02) -19,56 (02
ML 3,93 4,97 4,13 5,12

MLH .,
MLH
PK s 12,13 11,25 11,86 11,57

Tableau 111-14 : Constantes de formation des compbees de Cu(ll) et de Ni(ll) avec Gly-
Gly-His-C4 et Gly-Gly-Ha (T = 298 K et | = 0,1 molL ™%

% de Cu?* Cu?t
100 -
80 -
60 -
40 |
CuLH.
20 - CuLH, °
0 /.
2 4 6 8 10 12

pH

Systéme [Gly-Gly-His-C4] = [Cd*] = 0,005 mol.L*
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% de Ni** i
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40 -
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Systéme [Gly-Gly-His-C4] = [Nf'] = 0,005 mol.L*
Figure 111-22 : Diagrammes de répartition des espees en fonction du pH

Les systemes obtenus sont effectivement ceux attedans le cas des deux cations, c'est a
dire avec un complexe du type MLHrédominant. Les espéces mineures en milieu acide
MLH et ML ne sont pas détectées pour Gly-Gly-His-Séul MLH; est présent. En milieu
basique, une derniére déprotonation produit le ¢exepMLH.s.

On remargue une nouvelle fois que les complexe€u#) sont plus stables que ceux de
Ni(l1).

Le pouvoir complexant de la partie peptidiqgue Gly-8is est donc trés peu modifié par la

présence d’'une courte chaine aliphatique.
b) Complexes dgAla-His-C4

Les constantes de formation des especes a patiélive{3-Ala-His-C4 sont reportées dans
le Tableau I1I-15 et comparées a celles de la carcinine. Les destermgs sont un peu
différents avec le cuivre (ll), par contre aucumptexe de nickel (ll) n’est observé avgc
Ala-His-C4 contrairement la carcinine.

Le diagramme de répartition des espéces du sys@pnésenté sur lgigure I11-23 montre
qgue le ligandB-Ala-His-C4 posséde un systeme de complexationuiwres (1) proche de

celui des pseudo-dipeptides tels qude-Ala-Ha (page 51).
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En effet, aprés la formation des espéces CulLH dti, @Gpparait le complexe CulLH
majoritaire dans la zone de pH physiologique. Lenglexe tétramére GlsH.g est bien

détecté dans le domaine basique. Aucun complexgligandé n’est détecté, méme en exces

de ligand.
B-Ala-His-C4 B-Ala-Ha
Cu(ll) Ni(ll) Cu(ll) Ni(ll)

MLH 12,30 (03) . 12,78 (02) 11,84 (03)

ML 6,69 (04) o 6,91 (05) 4,21 (03)
MLH 1,71 (01) . -0,36 (05) .
MLH -8,20 (04) . -10,60 (08) .
MLH 3 -19,88 (03) . L .

ML _ _ _ 6,96 (04)
ML2H.; - - - -2,93 (04)
ML 4H, o o 34,10 (10) L
MaL4H.g -24,42 (05) . -33,20 (10) .

Tableau I11-15 : Constantes de formation des compbees de Cu(ll) et de Ni(ll) aved3-

Ala-His-C4 et B-Ala-Ha (T = 298 K et | = 0,1 mol.L")
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Figure 111-23 : Diagramme de répartition des espéce en fonction du pH

A l'aide des diagrammes de répartition, on peutctor que les systémes de complexes
formés par les alkylamidopeptides a courtes chadpas trés proches de ceux obtenus avec

les peptidoamines.

[11.4.1.4.2. Comparaison des propriétés complexauies molécules modeles avec celles des

tensioactifs bimodulaires
1) Systeme Cu(ll) - Gly-Gly-His-Cn

L’évolution, en fonction du pH, des spectres UViblis précédents, établis pour le systeme
Cu(ll) — Gly-Gly-His-C10 Figure I1I-20) a été comparée avec le diagramme de répartition
obtenu avec Gly-Gly-His-C4~{gure 111-22).

En milieu acide, on observe une bande autour den&@ui correspond au Cu(ll) coordiné
par des molécules d’eau, le ligand est sous saefacite et est donc soluble.

A partir de pH = 4,5, la solution devient bleueoatconstate la présence d’un léger précipité
violet ainsi qu’une bande d’'absorption a 670 nnracgristique d’'une coordination par 3
atomes d’azote.

Le diagramme de répartition de Gly-Gly-His-C4 ingkggue les complexes Culskét CuLH

2 sont présents entre pH 4 et 5. D’apreés les résudtgposés au chapitre Il (page 45), on sait

que CulLH; est globalement chargé positivement (le ligandegpane charge négative et le
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cation, deux charges positives). Ce complexe est doluble, ce qui explique la couleur
bleue observée entre pH = 2,2 et 4.

Le complexe CulLH, quant a lui est neutre, donc il précipite eidaé de base du spectre est
décalée verticalement. C’est un complexe avecedal’azote coordinés, il est donc violet.
Le complexe CuLH reste tout de méme un peu soluble, car il y ahamele d’absorption a
530 nm. Comme l'indique le diagramme de répartjtiom complexe est majoritaire jusqu’a
pH = 11. Ensuite une derniére déprotonation sut\gden le cycle imidazole et le complexe
devient a nouveau soluble car il est chargé négratnt. Le précipité se redissout et la ligne

de base redescend.

2) Systéme Cu(ll) #-Ala-His-Cn

De la méme facon, on peut faire un parallele detdiagramme de répartition feAla-His-

C4 (Figure 111-23) et les spectres UV-visible du dérivé tensiog€&tifure 111-21).

En milieu acide, les especes CuLH et CuL sont drefa proportions et ne sont pas tres
colorées. Ces complexes sont chargés et sont ddutaless. A partir de pH = 4,5, la solution
prend une coloration bleue qui s’intensifie aveugmentation du pH. On observe une bande
a 630 nm, caractéristique d’'une coordination do8at d’azote. Il s’agit du complexe CuLH

1. A partir de pH = 6, une précipitation intenseveemt, il s’agit du tétrameére Gl,H.g qui est
neutre. Apres pH = 7, La précipitation de ce coxgldevient tellement importante qu’il ne
reste plus de cuivre en solution. Cette insolubiieut s’expliquer par la forme tétraédrique
du complexe (page 57). En effet, avec cette géoendas chaines grasses ne peuvent se
trouver gu’a la périphérie du complexe, ce quiledrtrés hydrophobe. Le tétraméreglGi g

se forme a un pH plus bas pour le tensioactif que f¢ modéle a chaine courte, ce qui sous-
entend des constantes de formation différentes lpsuteux especes. Ceci peut étre di a une
micellisation des complexes tensioactifs. Pourfiagrcette hypothese, nous avons mesuré les
tensions superficielles des solutions de compleleesuivre avec Gly-Gly-His-C8 §-Ala-
His-C8.
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111.4.1.5. Etude des propriétés tensioactives des oplexes

Lorsque I'on mesure la tension superficielle d’wndution, I'idéal est qu’elle ne contienne
gu’'une seule espece tensioactive. Ce fut le cas getensioactifs bimodulaires seuls, en
fixant le pH a 2.

Dans le cas de systémes complexes, la composigida dolution dépend fortement du pH.
Etant donné que les constantes de formation deglemes avec les tensioactifs sont
inconnues, la composition du systéme en fonctioptdun’est pas connue. Dans tous les cas,
il est peu probable qu’il n’y ait qu’'une seule espen solution.

Nous avons donc fixé le pH a une valeur suffisantra@vee, juste avant la précipitation, de
maniere a obtenir un maximum de complexes en soluti

Pour le systeme Cu(ll) - Gly-Gly-His-C8, le pH & éixé a 4,5 et pour le systeme Cu(Ip--
Ala-His-C8, le pH a été fixé a 5,5.

Les courbes de tensiométrie sont représentées sigdre 111-24 et laFigure 11I-25 avec
celles obtenues pour les tensioactifs en absenmn dhétallique. Les résultats sont

rassemblés dans Tableau Il1-16.

Y (mN.m™)
70 -
L]
60 A Gly-Gly-His-C8 +
Cu(II)

50 | = Gly-Gly-His-C8

A

A
40 -
30
-6 -5 -4 log C -3 2 -1

Figure I1I-24 : Courbe y = f(logC) pour le systeme Cu(ll) — Gly-Gly-His-C8
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Vi (mN.m'l)

70 -
A
60 A [(-Ala-His-C8 +
Cu(Il)

50 1 - m B-Ala-His-C8
40 -
30 4
20 T T T T 1

6 5 4 JogC 3 2 1

Figure I11-25 : Courbe y = f(logC) pour le systeme Cu(ll) 3-Ala-His-C8

Composé y (cmc) mN.nt cmc (mol.Lh)
Gly-Gly-His-C8 + Cu(ll) 37 8,5.18
Gly-Gly-His-C8 seul 42 8,1.10
B-Ala-His-C8 + Cu(ll) 31 4,6.1C°
B-Ala-His-C8 seul 40 3,4.10°

Tableau I1I-16 : Concentrations micellaires critiques et valeurs de la tension
superficielle a ces concentrations pour les comples de Gly-Gly-His-C8 et dg3-Ala-His-

C8 et pour les tensioactifs seuls

Dans les deux cas, la tension superficielle a la est plus basse que celle mesurée pour les
tensioactifs seuls, ce qui montre que les especssofctives sont differentes en présence de
cuivre (I). Ce sont donc bien les complexes qaisdent la tension superficielle dans ce cas.
Du fait de la présence de l'ion cuivre qui appakte’hydrophilie au tensioactif, les cmc sont
un peu plus élevées pour les complexes que potensmoactifs seuls.

La micellisation peut donc expliquer les différemcebservées pour la répartition des

complexes entre les tensioactifs bimodulairessetrielécules analogues a courte chaine.
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Etant donné que le nombre d’espéces en solutidauetconcentration exacte ne sont pas
connus, nous n‘avons pas appliqué I'équation dd&pgour déterminer les surfaces par téte

polaire.

[11.4.1.6. Conclusion sur les propriétés des tensi@sifs bimodulaires

L’étude physicochimique des tensioactifs bimodelsia montré que ces composés ont bien
une activité de surface mais celle-ci n’est pdegio’en milieu acide.

L’augmentation du pH neutralise les fonctions agidke ces produits et provoque leur

précipitation.

Les diagrammes de phase binaires ont été détermsinést montré que les tensioactifs

s'organisent en micelles jusqu'a des concentrati@svées. L'augmentation de la

concentration provoque l'apparition d’'une phase adgexale. Des cristaux hydratés se
forment aux concentrations les plus élevées.

Enfin les propriétés complexantes ont été miseséeidence. Une méthode sélective

d’extraction de métaux par précipitation pourraié &nvisagée.

111.4.2. Propriétés des tensioactifs trimodulaires @ type |

[11.4.2.1. Propriétés des tensioactifs de type | adn amide et ester

Avant d’entreprendre toute étude physicochimiguestinécessaire de contréler la stabilité de
ces tensioactifs par RMN. Etant donné que ces ceégpossédent une fonction ester, ils
sont relativement fragiles en solution aqueuse.sNawons donc essayé d’estimer la durée de

vie de I'ester en solution pour les composés dérikela3-alanyl-histidine.
111.4.2.1.1. Etude par RMN de I'hydrolyse des esters
Nous avons suivi I'évolution des signaux corresorichu CH de la chaine grasse, ardu

carbonyle Figure 1lI-26). En effet, ce groupe de protons a un déplacert@ntique bien

différencié selon que I'ester soit hydrolysé ou.non
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Figure 111-26 : Structure et partie du spectre RMN *H du composé 13

En milieu acide, les résultats montrent que I'hjyBe de I'ester est lente, elle n'est pas
significative avant plusieurs jours et n'est jam@itale alors qu’en milieu basique elle est
beaucoup plus rapide. En effet, aprés seulemenmid@ites, la totalité du composé est
hydrolysée.

Par contre, la position du lien ester dans la midemfluence la stabilité du tensioactif dans
'eau. Ainsi, les composés qui comportent un ester niveau de lhistidine sont tres
rapidement hydrolysés, méme en milieu acide.

Tenant compte de ces résultats, seuls les tengsomrhodulaires avec I'ester au niveau de la

chaine grasse ont été considérés.
[11.4.2.1.2. Evaluation de la solubilité dans I'eau

Les solubilités de ces tensioactifs peuvent étreunées trés rapidement. Nous avons évalué
la solubilité des dérivés trimodulaires deBlalanyl-histidine a pH = 8. Les pH basiques ont

été exclus pour limiter la saponification des ester
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Pour le tensioactif bimodulair@;Ala-His-C10, la solubilité a ce pH est trés failiidle a été
mesurée pour les dérivés avec une et deux unig@thopéniques, respectivemeiAla-His-
aEOe-C10 etB-Ala-His-aEQe-C10. Les solubilités obtenues pour ces composés s
rassemblées dansTableau 111-17 et représentées surRagure I11-27 .

L’augmentation du nombre d’unités oxyeéthyléniques) (@pporte incontestablement de
I'hydrophilie a la molécule. Cela se traduit pareuhausse sensible de la solubilité en

particulier lorsque la molécule est neutre.

COMpPOSEs B-Ala-His-C10 B-Ala-His-aEOe-C1(Q 3-Ala-His-aEQe-C10
n' 0 1 2
solubilité (mol.L%) 2.10° 2,5.10° 8.10°

Tableau 111-17 : Solubilités a 25 °C et & pH = 8 dglusieurs dérivés de |f3-alanyl-

histidine
S (molLL™)
0.1 -
0.08 [ ]
0.06 -
0.04

0.02 -

Om T T
0 1 2

nombre d'unités oxyéthyléniques

Figure I11-27 : Solubilités a 25 °C et a pH = 12 de dérivés de Ig3-alanyl-histidine en

fonction du nombre d’unités oxyéthyléniques
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111.4.2.1.3. Etude des propriétés tensioactives

Une étude par tensiométrie de ces composés prendoai de temps et les solutions
risqueraient de se dégrader du fait de I'hydrolyse esters. Les propriétés tensioactives ont
donc été mises en évidence par spectroscopie desicence. Comme nous 'avons vu avec
les tensioactifs bimodulaires, les mesures sondeapet les résultats sont comparables a ceux
obtenus par tensiométrie.

Les solutions ont été réalisées a partir d’aciderblgdrique aqueux de maniére a maintenir
un pH = 2, pour pouvoir comparer les résultats aseex obtenus a partir des tensioactifs
bimodulaires.

Les courbes sont représentées sufFigure I1-28 et les cmc sont rassemblées dans le
Tableau I11-18.

I1/13 I1/13
1.8 1.8
» = " = » " =
1.6 1.6
14 14
B-Ala-His-aEOe-C10 B-Ala-His-aEQge-C10
1.2 1.2
1 T T T T 1 1 T T T T 1
-6 -5 4 log C -3 2 -1 -6 -5 -4 log C -3 2 -1
I1/13
1.8
! § n .
1.6
14
Gly-Gly-His-aEQ,e-C10
1.2
1 T T T T 1
-6 -5 4 log C 3 2 -1

Figure 111-28 : Changement des caractéristiques déuorescence du pyrene en fonction

de la concentration pour les tensioactifs a lien aithe et ester, a 25 °CetapH =2
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L'incorporation de motifs oxyéthyléniques provogquee augmentation de I'’hydrophilie de la
molécule puisque les composés correspondants pe@seties concentrations micellaires
critiques plus élevées que celles des composégibiaices.

Toutefois, les cmc restent du méme ordre que ¢eear les tensioactifs bimodulaires ou les
analogues trimodulaires. Ce sont donc les ammonsunge cycle imidazole et sur 'amine,
qui imposent la valeur de la cmc. L'augmentationndumbre d’unités oxyéthyléniques ne
modifie que faiblement la balance hydrophile lipibglen milieu acide.

Il est intéressant de noter que I'hydrophilie diaotif B-Ala-His-aEQe équivaut a celle d’'un
motif Gly-Gly-His.

composé n' cmc (mol:h)
B-Ala-His-C10 0 2,4.10°
B-Ala-His-aEOe-C10 1 3,3.10°
B-Ala-His-aEQe-C10 2 5,7.10°
Gly-Gly-His-C10 0 5,7.10
Gly-Gly-His-aEQe-C14 2 8,9.13

Tableau I11-18 : Concentrations micellaires critiques déterminées par
spectrofluorimétrie pour les tensioactifs trimodulares a lien amide et ester a 25°C et a
pH =2
111.4.2.1.4. Etude des propriétés complexantes
Le pouvoir complexant de ce type de tensioactiféaééudié en potentiométrie en faisant des
dosages rapides. Le risque d’hydrolyse a ainsiéei®. Les points relevés en milieu trés
basique (pH > 11) n'ont pas été retenus.

1) Détermination des pKa

Dans un premier temps, nous avons déterminé lestaites de déprotonations des produits

grace aux courbes de titrage des ligands seulsvalesirs de pKa obtenues pour 'amine
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terminale et le cycle imidazole peuvent étre compar ceux des analogues bimodulaires a
courte chaineTableau 111-19).

Concernant le pKa de I'imidazole, les valeurs deirées pour les tensioactifs contenant
deux unités oxyéthyléniques sont plus faibles gekes des analogues bimodulaires non
tensioactifs (C4). On pourrait expliquer cette diotion par la formation de systemes

organisés qui modifierait les constantes d’acidér contre, comme les pKa des amines ne
changent pas, cette diminution pourrait étre até@plutét a un effet inductif attracteur du

motif oxyéthylénique qui augmenterait I'acidité ldmidazole.

On observe une divergence des courbes de dosagelgsopH > 10,5 qui résulte d’'une

perturbation des équilibres normaux de déprotonatieci confirme I'hydrolyse rapide des

esters en milieu tres basique.

composé pK (amino) pk (imidazole)
Gly-Gly-His-aEQe-C10 7,79 6,14
Gly-Gly-His-C4 7,79 6,23
B-Ala-His-aEQe-C10 9,13 5,95
B-Ala-His-aEOe-C10 9,24 6,20
B-Ala-His-C4 9,18 6,21

Tableau 111-19 : Constantes d’acidités des ligand&ensioactifs comparés aux

peptidoamines analogues (T = 298 K, | = 0,1 mol})
2) Complexation métallique
L’étude des propriétés complexantes de ces prodisi® vis des cations Cu(ll) et Ni(ll) a été
réalisée en prenant soin d’éliminer les points m&swen milieu basique ( pH > 11). La

encore, les dérivés de fralanine forment des précipités en présence deamns, nous

n'avons donc pas interprété les courbes de dosagesisystemes.
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a) Complexes de Gly-Gly-His-aEC10

Les constantes de stabilité pour les complexesufl)@t de Ni(ll) ont été calculées a partir
des courbes de dosage avec le programme PSEQUADéEaltats obtenus sont compareés
avec ceux de Gly-Gly-His-C4 sur Teableau 111-20 et les diagrammes de répartition sont

représentés sur Egure I11-29 .

Gly-Gly-His-aEQe-C4 Gly-Gly-His-C4
cu(ll) Ni(11) cu(ll) Ni(I1)
MLH _ _ _ _
ML - - - .
MLH 3,68 (03) -0,88 (03) 3,42 (03) -1,52 (08)
MLH - -0,85 (02) -6,67 (01) -0,51 (01) -6,49 (01)
MLH 3 -12,68 (04) -17,59 (03) -12,64 (03) -17,74 (02
pK mt: 4,53 5,79 3,93 4,97
PR s 11,83 10,92 12,13 11,25

Tableau 111-20 : Constantes de formation des compbees de Cu(ll) et de Ni(ll) avec Gly-
Gly-His-aEO,e-C10 et Gly-Gly-His-C4 (T = 298 K et | = 0,1 mol.L%)
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% de Cu?* Cu?*

100 -
80 -
60 -|
40 -
CuLH,,
20 || K CuLH_3
0 T T T “\//
2 4 6 pH 8 10

Systéme [Gly-Gly-His-aEQe-C10] = [C/'] = 0,005 mol.L*

% de Ni** Ni2*
100

80 -
60 -

40 -

NiLH,
N /k
0
4

6 pH 8 10

2

Systéme [Gly-Gly-His-aEQe-C10] = [N?'] = 0,005 mol.L*
Figure 111-29 : Diagrammes de répartition des espeées en fonction du pH

Les complexes MLH, MLH_, et MLH.3 sont détectés dans le cas du cuivre (1) et dkehic

(I). Les systémes de complexes sont équivalen&u® obtenus avec Gly-Gly-His-C4 et Gly-
Gly-Ha. L’'espéce MLH est toujours majoritaire dans un large domainphdle

Ce tensioactif trimodulaire possede donc un pouwoimplexant proche de celui de la
peptidoamine correspondante Gly-Gly-Ha. Cependamisijue d’hydrolyse n’en fait pas un
systeme stable, nous nous sommes donc intéressésprapriétés des tensioactifs

trimodulaires a deux liens amides.
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[11.4.2.2. Propriétés des tensioactifs trimodulairesa deux liens amides
[11.4.2.2.1. Comportement en solution aqueuse

Du fait de la précipitation des tensioactifs bimlathes en milieu basique, nous avons
augmenté I'hydrophilie de ces composés en y ingargain motif a base d’oxyéthylénes, lié
par deux liens amides, pour obtenir une moléculs pésistante a I'hydrolyse. Les produits
obtenus ont la particularité de former des gelsatation aqueuse.

Pour les composés synthétisés aux longueurs deecldall2 et 14 atomes de carbone, la
formation de gel intervient lorsque I'on augmergepH. Aucun gel ne se forme pour les
composeés a longueurs de chaine a 10 atomes deneafo contraire, on observe plutot une
|égére précipitation en milieu basique (pH > 10¢alcoup moins importante que celle
obtenue avec les tensioactifs bimodulaires.

Les gels sont obtenus pour les deux peptides antoalrs de pH 7-8. Cette formation est
réversible car en ajoutant de I'acide a un geblairent a nouveau une solution.

La déprotonation des sites acides (imidazole etn@misemble donc jouer un role
prépondérant dans la formation de gels, en efietgue I'on augmente le pH jusqu’a obtenir
un milieu trés basique, on n'observe pas de madito.

La structure de ces gels est fragile, on peut $sarapar agitation mécanique mais elle a une
mémoire de forme et se reforme apres un tempsps.re

On peut trouver des exemples de formation de geldages dans la littérature. Il s’agit en
fait d’hydrogels®. Les molécules qui les forment sont intéressamtefait des nombreuses
applications pratiques qu’elles présentent, tejles I'élaboration de tisst¥, le transport et

la libération controlée de principe actft, la capture et la destruction de polludfits

Ces hydrogels offrent plusieurs avantages par ragux gels actuels a base de polymeres
qui posent un probleme de biodégradabilite. Enteffatilisation de petites molécules
gélifiantes permet résoudre ce probleme puisqwetnt liées par des forces non-covalentes
plus faciles a rompre. De plus, il est possibleabrporer directement des principes actifs
dans la molécule gélifianté®.

En général, les hydrogels sont préparés par ré$smthent d’'une solution de composé
gelifiant dans I'eau chaude. Il existe une tempgeatde gélification (o) a laquelle le
volume d’eau est immobilisé et peut supporter sapie poids sans s’effondrer. Nous avons
donc mesuré la température de gélification de mogyits, les valeurs pour les deux types de

peptides sont indiquées dang kbleau 111-21.
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Composé Gly-Gly-His-aE-Cn B-Ala-His-aEQa-Cn
n 10 12 14 10 12 14
Tgel °C) | Pas de gel 26 35 Pas de gel 25 34

Tableau I1I-21 : Température de gélification pour les tensioactifs trimodulaires a deux

liens amides

Pour les deux types de pseudo-peptides, la tenypérde fusion est sensiblement la méme.
Plus la longueur de la chaine est importante, lpltsmpérature de gélification est élevée.

Le phénomene de gélification est supposé provenlretichevétrement de fibres qui piegent
I'eau par effet de tension de surface. Une agrégatie nature hydrophobe, des molécules est
a l'origine de la formation de ces fibres. Des étwlr des tensioactifs a téte polaire
peptidiqgue ont montré que ces fibres étaient cgsis de couches multilamellaires de
tensioactifs%”,

L’observation au microscope optique de ces gelemnis de visualiser la formation de
filaments d’épaisseur relativement grande. Ces orfilasres ont pu se former a partir des
fibres de base, impossibles a observer avec urostiope optique. Elles sont apparues apres
exposition a la lumiére du microscope, ce qui anged’élimination d’'une partie de I'eau
piégée entre les fibres et leur rapprochemi@hotographie I11-6).
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Photographie 111-6 : Macro-fibres provenant d’un gel formé a partir d’'une solution
aqueuse de¢3-Ala-His-aEOza-C12

Par ailleurs, lorsque la concentration en tensifsa@st inférieure a 8.10 mol.L*, on
n'observe pas de gélification.

Les propriétés tensioactives des molécules enurd@@de ont été vérifiees par tensiométrie,
les courbes obtenues sont représentées gtiglae 111-30 et les résultats sont comparés a
ceux des tensioactifs bimodulaires dangdbleau I11-22.

y (mN.m™)
70
A Gly-Gly-His-aEO;a-C12
60
+ Gly-Gly-His-C12
50 |
40
30
-6 -5 4 log C -3 -2 -1
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Y (mN.m'l)

65 - 4 B-Ala-His-aEO,a-C12
55 -
¢ [-Ala-His-C12
45
35
25
-6 5 3 -2 1

4 log C

Figure 111-30 : Courbes de tensiométriey = f(logC) pour les deux types de tensioactif

trimodulaire & deux liens amides a pH = 2

composé y (cmc) mN.m* cmc (mol.L Y A (A?
Gly-Gly-His-C12 34 3,0.18 316
Gly-Gly-His-aEQa-C12 37 4,6.18 309
B-Ala-His-C12 34 1,1.1C 322
B-Ala-His-aEQa-C12 36 2,8.10° 328

Tableau I1I-22 : Concentrations micellaires critiques et valeurs de la tension
superficielle a ces concentrations pour les tensicidfs trimodulaires Gly-Gly-His-aEOQ za-

C12 etB-Ala-His-aEOza-C12 et pour les analogues bimodulaires

Du fait de I'hydrophilie apportée par les unitésy@hyléniques, les cmc sont un peu plus
élevées pour ce type de tensioactifs trimodulaileg. a donc formation de micelles (ou

d’autres agrégats solubles) avec ces tensioactifsikeu acide. A I'aide de ce résultat, il est
possible d’expliquer le fait que la gélificatiorait’lieu qu’en milieu basique. En effet, lorsque
les molécules de tensioactifs sont chargées emundcide, elles sont trop hydrophiles et
s'agréegent en micelles. Il faut donc augmenterHeppur obtenir la déprotonation des sites
acides et avoir des tensioactifs plus hydrophobsseptibles de s’agréger en fibre.

Pour les molécules a longueur de chaine a 10 ataleesarbone, les agrégats formés
n'arrivent pas a piéger l'eau et ont plutét tendarc y précipiter. Ceci montre que la
formation de gels est en partie due a des interactiydrophobes entre les tensioactifs.
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En conclusion, la formation des hydrogels a ligoaétir d'une concentration en tensioactifs
déprotonés, pour cela, il faut que le pH soit sigpéraux deux pKa et que la concentration

initiale soit suffisamment importante.

111.4.2.2.2. Etude des propriétés complexantes

Compte tenu de ces résultats, les propriétés comamties des tensioactifs a deux liens amides
n'ont pas pu étre étudiées. En effet, du fait dedmation de gel ou de précipité, les pKa des
ligands seuls n'ont pas été déterminés. De plus,pilécipités sont également obtenus en
présence de cuivre (II) ou de nickel (I). Nous rmwtout de méme vérifié que ces tensioactifs
complexent ce type de cations avec les mémes syst@ue les peptidoamines ou les
molécules dérivées. Des solutions colorées, vadgtbur le cuivre (ll), jaunes pour le nickel

(I) et des précipités avec les especes neutredtérastussi obtenues.

[11.4.2.3. Conclusion sur les propriétés des tensiadifs trimodulaires

L’étude des propriétés physicochimiques des tensfedrimodulaires a montré qu'ils étaient
plus solubles dans I'eau que les tensioactifs butaiks, du fait de la présence de motifs
oxyéthyléniques.

La fragilité en milieu aqueux des dérivés trimodhels comportant un lien ester a été
confirmée. Les propriétés tensioactives et compisade ces composés ont été mises en
évidences, ce qui en fait des extractants inténéssh fait de leur dégradabilité dans I'eau et
du faible impact sur I'environnement qu’ils occasieraient.

Les tensioactifs trimodulaires a deux liens amigdessedent un comportement en solution
aqueuse assez particulier. La déprotonation de léeux sites acides provoque l'agrégation
des molécules de tensioactifs en fibres, occasmariadormation de gels gorgés d’eau.

Des applications médicales ou dans le domaine @aétiques peuvent étre envisagées avec
ce type de tensioactifs.

Des analyses supplémentaires de rhéologie seraligé@s pour déterminer plus précisément
le comportement et la nature de ces gels.

Par ailleurs, I'étude physicochimique des tensitatrimodulaires de type Il, avec la partie
complexante intercalée entre la chaine grassenebdieile hydrophile est & poursuivre.
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111.5. CONCLUSION DU CHAPITRE

L’objectif de ce travail était de préparer de ndlegemolécules, dérivées de peptidoamines,
combinant a la fois des propriétés tensioactivexashplexantes. Nous avons mené en
parallele la synthése de ces composés et leur physdécochimique.

La premiere voie de synthese s’est avérée tresfaatinte et a permis d’obtenir une famille

de tensioactif de facon tres simple. Les proprid&sioactives et complexantes de ces
composés dits bimodulaires ont été démontrées.dapé des problémes de solubilité dans
'eau nous ont amené a mettre au point une secsinaiggie. Celle-ci a permis d’augmenter

I'hydrophilie des molécules grace a l'incorporatidiune partie hydrophile, composée de

motifs polyoxyéthyléniques. L'étude de ces premrsluits synthétisés dits trimodulaires, a

montré que les propriétés complexantes n'ont pasakérées mais que la présence d’'une
fonction ester rend la molécule fragile en solutiblous avons donc synthétisé d’autres

tensioactifs trimodulaires, ou les différentes ieartsont liées avec des fonctions amides, et

étudié leurs propriétés physicochimiques.
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IV. ETUDE DES PROPRIETES DE
PROTONATION DES
PEPTIDOAMINES PAR
RESONANCE MAGNETIQUE
NUCLEAIRE
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IV.1. INTRODUCTION

Ce dernier chapitre est consacré a I'étude par RiddIréactions de protonation intervenant

dans des solutions aqueuses de peptidoamines.

Ce chapitre est divisé en deux parties, la prentiaree des concepts de micro-protonation et

de titrage RMN, la deuxieme est consacrée a I'etidétique des échanges protoniques sur
les fonctions amides des peptidoamines.

Toutes les expériences ont été faites en solutipewse dans des tubes de 5 mm, avec un
capillaire contenant une référence externe, leatior, et du BD pour le verrouillage champ-

fréquence.

IV.2. DETERMINATION DES CONSTANTES D’ACIDITE AL'AID E DE
TITRAGES RMN

La résonance magnétique nucléaire est une techaffijoace pour caractériser et quantifier la
formation de "micro-espéces".

Au début des années 60, le titrage RMN était unéhoae utilisée pour déterminer des
constantes de protonation. Toutefois, cette teckengrésentait I'inconvénient d'utiliser des
solvants deutérés comme le;@ Aujourd’hui, les progrés techniques, notammemt |
suppression du pic de I'eau, permettent d’obteesr vhleurs réelles en solution aqueuse.

IV.2.1. Introduction

Le déplacement chimique d'un noyau actif en RMN gstiverné par plusieurs facteurs
comme les effets de solvatation, l'effet inductiésdsubstituants proches, ou l'état de
protonation des sites acides (ou basiques) envarasfi®).

La protonation d’'une molécule a pour conséquencenaldifier la densité électronique locale
du site ou elle intervient. Un noyau se trouvanvaisinage d’un site de protonation va donc
étre dans un environnement électronique différettrsl’état de protonation, et va présenter
un déplacement chimique pour la forme acide diffede celui de la forme basique.
Cependant, la protonation de molécules en solutureuse est limitée par la diffusion, il

s’agit donc de réactions tres rapides par rappdchelle des temps RMN. Ainsi sur un
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spectre, pour un noyau donné, on observe une g&ggdaance pour les molécules protonées et
déprotonées. Elle se situe a un déplacement chamigoyen, entre les deux déplacements
extrémaux, pondéré par les fractions molaires dewh espéce.

Dans le cas d’un monoacide (Dun titrage RMN se présente sous la forme d'unele de
dosage a l'allure familiére avec deux asymptotasgioint d’inflexion lorsque le pH est égal

au pKa Figure I1V-1).

é ppm
3.45
S (LH™)
pKa
J
o (L)
3.35 T T T T 1
2 4 6 8 10 12
pH

Figure IV-1 : Allure de la courbe de titrage RMN d’un monoacide

Dans les systémes biologiques, la notion de mispeee est trés importante. En effet, dans
certaines réactions biochimigues hautement spéeiigil existe de nombreuses possibilités
de protonation. La complémentarité des réactifstraéors possible que lorsque les molécules
participantes sont dans un état de protonationcpéer (%2,

On parle de micro-especes lorsqu’il existe, darssmméme molécule, au moins deux fonctions
acides (ou basiques) avec des acidités (ou baipitéchespKa < 2).

Les peptidoamines répondent a cette condition,fieh ous avons vu au chapitre Il que le
cycle imidazole et le groupement amino terminatee composés ont des pKa voisins. Ceci
implique que les deux groupes peuvent se déprotprasi simultanément, comme on peut le
voir sur leSchéma IV-1 La premiere ionisation peut avoir lieu soit seirclycle imidazole,
soit sur l'amine terminale, ce qui provoque l'appan de deux micro-espéces qui
conduisent, aprés une deuxiéme ionisation, a laareéspéce totalement déprotonée.

Les micro-espéces sont des isoméres de protonal@s ne peuvent pas étre séparées
analytiqguement et leurs caractéristiques ne peldtemidéterminées gu’indirectement.
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Schéma IV-1 : lonisations microscopiques d’une peftoamine

IV.2.2. Détermination des macro- et des micro-consitdes de protonation

des peptidoamines par RMN

IV.2.2.1. Considérations thermodynamiques

Comme nous l'avons mentionné dans le chapitre$l.constantes d’acidité trouvées pour les
pseudo-tripeptides tels que Gly-Gly-Ha et Ala-Glg-Hmpliquent une déprotonation
alternative des deux fonctions acides de la médécu

On retrouve la méme chose avec le dérivé amidiguia djlycyl-glycyl-histidine (Gly-Gly-
His-C4, chapitre Ill) bien que I'écart entre lesikigpKa soit un peu plus grand.

Pour les dérivés de [&alanine, par suite d'une plus grande basicitéataihe terminale, les

deux processus de déprotonation sont bien séparés.

Gly-Gly-Ha Ala-Gly-Ha | Gly-Gly-His-C4| B-Ala-His-C4
pK; (@amino) 7,85 7,87 7,79 9,18
pK> (Im) 6,81 6,77 6,23 6,21
pKi - pKz 1,04 1,10 1,56 2,97

Tableau IV-1 : Constantes d’acidité de plusieurs ggidoamines
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Pour les trois premieres peptidoamines citées thafableau IV-1, les deux chemins de
déprotonation apparaissent en quantité notableSdleema IV-2 représente les différents
équilibres de protonation d'une peptidoamine aves tonstantes thermodynamiques

correspondantes.

LH,

'ki\‘ LNHKT‘//k'ia |

K2 Kl
LH, «—* |H <——* L

Schéma IV-2 : lonisations microscopiques d’'une peftoamine et micro-constantes de

protonation

Les termes employés sur3ehéma IV-2sont définis ci-dessous.
LH , : peptidoamine ou les deux sites sont protonés

LIH : micro-espéce ou seule I'amine terminale est dépée
LH

LNH : micro-espéce ou seul le cycle imidazole est dépeo
L : peptidoamine ou les deux sites sont déprotonés
K1 etK, sont des macro-constantes de protonation
Ka, Ki, Kai etkia sont des micro-constantes de protonation

Par définitionka = [LIH] [H *]/[LH 4]

et ki = [LNH] [H 7]/ [LH 4]
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Il est possible de déterminer les constantes demation macroscopiques et microscopiques,
définies ci-dessus, a I'aide de titrages RMN.

Afin d’obtenir les relations entre les constantgselques lignes de calcul sont nécessaires.
Pour faciliter la lecture de celles-ci, les équagianportantes ont été mises en valeur.

IV.2.2.2. Etablissement des relations entre les caastes thermodynamiques

La premiére déprotonation peut avoir lieu sur lawnsur 'autre site, 'espedeH correspond

a la somme des deux micro-espeéces.

[LH] = [LIH] + [LNH] = (k a+k)[LHZ]/[H]

On obtient ainsi une premiere corrélation entrerasro et les micro-constantes.

Ky = ka + ki Equation 1V-1

Par définitionka = [L] [H *]/ [LIH]
et kia = [L] [H ]/ [LNH]

On peut obtenir I'espéce totalement déprotdngar les deux chemins d’ionisation.
D'ou, [L]=Kai[LIH]/[H "] =Kai . ka [LH 2] / [H']?

[L] =Kia [LNH]/[H +] =Kia . ki [LH 2] / [H+]2

D’ou une deuxiéme corrélation entre les macroshiero-constantes.

Ki.Ks=Ka.Ka=Kia . ki Equation V-2

On peut retrouver cette relation par la thermodygamen considérant les enthalpies libres

des différentes réactions. Sehéma IV-2implique que :
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d'ou, -RTInk 4 - RTInk, = -RTInkjs - RTInk;

on retrouve bieky; . ka = Kia . K

Les deux especddH etLNH sont liées par un équilibre tautomeére défini pae aonstante
d’équilibre K, elles figurent donc en proportions fixes dansdhition, indépendamment de
la concentration ou du pH.

De la méme facon, on peut déterminer les relat@nee les constantes d’équilibre a l'aide
des enthalpies libres.

AGT = AGa - AGi = AGia - AGai

d'ou, -RTInK 1+ = -RTInk, + RTInk; = -RTInk; + RTInk

et un rapport constant des deux tautomeres.

LIH/LNH =K 7 = ka/ ki =kKia / Kai Equation 1V-3

IV.2.2.3. Utilisation de la résonance magnétique ni&aire

Nous avons établi les équations reliant les cotestatihermodynamiques entre elles, il reste
maintenant a les déterminer. Nous allons prendereihple de l'alanyl-glycyl-histamine
(Schéma IV-3.

Selon le pH, une peptidoamine peut se trouver gmiguatre formes d8chéma V-2 La
concentration totale est égale a la somme des otratiens des quatre espedds,, LIH ,

LNH etL.

Pour un proton donné, il existe un déplacememropre a chaque espéce et en échange
rapide, le déplacement mesuré est une moyenne d#dplhcements, pondérée par les
fractions molaires x de chaque espdsgu@tion 1V-4).
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Equation IV-4

pH LH, “LH, LIH 6LIH + XLNH 6LNH + XL6L

En faisant varier le pH, on peut voir se déplaesirbies de résonance des noyaux proches des
sites de protonationF{gure 1V-2). Les changements de déplacements chimigues sont
importants et chaque courbe de dosage dEidare IV-3 représente spécifiquement la
déprotonation d’'un groupe, soit I'imidazole (C2-H@5-H), soit I'amine terminale (CH et
CHs du résidu alanyl). Cette spécificité de site detqmation est particulierement vraie en
RMN du proton{*%?

> 3
CHy -
| 4/ ~NH
HZNCHﬁNHCHZCNH CH,CH,C |
I N%CH
2
3

Schéma 1V-3: Structure moléculaire de I'alanyl-glygl-histamine

C2-H
C5-H

C2-H C5-H

JL J pH =10

9 8.5 8 75 7 6.5

Protons C2-H et C5-H du cycle imidazole
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CH,

pH=4
M JIL
. It
CH,
CH pH =10
. A
4 3.5 3 25 2 1.5 1

Protons CH et CH; du résidu alanyle

Figure IV-2 : Déplacement des raies de résonancesiprotons de I'alanyl-glycyl-

histamine selon le pH

Les signaux des autres protons de la molécule glaaiht aussi mais sont plus éloignés des
sites de protonation, donc moins spécifiques, meugs avons pas consideéré.

A partir des courbes de titrage RMN, il est possité calculer la fraction molaire d’espéces
déprotonées pour chacun des sites.

Pour le cycle imidazole, on suppose que les déplants chimiques des protons C2-H et C5-

H ne sont pas perturbés par I'état de protonatienl'dmine terminale, a cause de

I'éloignement.
i i i [
Dou Opjy = Oy, et Oy = O,

Les exposants i indiquent qu’il s'agit de déplacetagour des noyaux appartenant au cycle

imidazole.
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5(ppm)

85 - ° ® o oooe, e C2-H

[ )
8 | N A C5-H
%

.‘“Ooo e e

A A A AAAM

MMM AAA A A

¢ CH

m CH3

pH

Figure IV-3 : Titrages RMN d’Ala-Gly-Ha : déplacements chimiques des protons en
fonction du pH

De ce fait [Equation IV-4 est simplifiée et devient :

i i I
5pH = (Xl_l_|2 + Xy )6LH2 + (X T X, )0, Equation V-5

Sachant que la somme des fractions molaires e agh, on obtient Equation IV-6 qui
permet de calculer, a partir des déplacements ghiesides protons C2-H et C5-H, la fraction

molaire des espéces dont le cycle imidazole esbt@pe.
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5 6

LH,
+X = Equation 1V-6
5. - 6

LH,

LNH

En suivant le méme raisonnement pour des noyawhpsode I'amine terminale tels que les

protons CH et Ckldu résidu alanyle, on obtient I'équation suivante.

6LH2 6
X = Equation V-7
LIH L quation
5y — O,

LH,

On peut aussi exprimer les fractions molaires dmrfathéorique a l'aide des constantes
d’équilibre. A partir des relations établies prés@hent et en mettafitH ] en facteur on
obtient :

[LH 5] + [LIH] + [LNH] + [L] = [LH 5]. (1 + Ko/ [H'] + K1 . Ko/ [H'])

D’ou les fractions molaires :

ky/ [H*]
Xy =
1+K,/[H]+ K. K, /[H?
ki /[H]
XINH =
1+K,/[H]+ K. K, /[H*?
K. K, /[H?

1+K,/[H]+ K, .K,/[H*]?
En réinjectant ces expressions dan&qliation 1V-6 et 'Equation IV-7, on obtient

finalement deux formules permettant de relier lesstantes d’équilibre aux déplacements

chimiques expérimentaux.
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i i
ki /[H]+ Ky . K/ [HT? ~ 6LH2 6PH Equation V-8
+ +2 I
1+K,/[HT+ K;.K,/[H] 6LH2 6L
a a
Ko/ [H]+ K. K, /[HY]? 6LH2 B 6pH )
= 3 a Equation 1V-9
1+K,/[H]+ K, . K, /[H*]? 6LH - 6|_
2

IV.2.2.4. Méthode de calcul

IV.2.2.4.1. Calcul des constantes macroscopidliest K,

En sommant Equation 1V-8 et 'Equation IV-9, on obtient une relation dans laquelle il ne

reste plus que deux inconnues, il s’agit des maorstante& ; etKo.

[ i a a
Kol 1 +2. K K/ T O™ O O™ O | Equaion
14Ky [H]+ Ky Ko /2 & _ & a  _ s | IV-10
o/ [H] 1- Ko /[HT] 6LH2 6L 6LH2 6L
On calcule ces constantes avec un ordinateurdel@un tableur (Excel).
i i
6LH2 B 6pH
On forme a tout pH le rapport : : , pour les protonsHC&t C5-H du cycle
6LH2_ 6L

imidazole.

i i . s :
Les déplacemené,_HZ él_ sont connus, respectivement edremités acides et
basiques des courbes de dosage.

On fait de méme avec les déplacements chimiquesaesix CH et Cklproches de I'amine
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a a
. 6LH2 - 6pH
terminale, en formant le rappart
661 _ 661
LH, L

Puis, la somme des deux rapports est ajustée etidordu pH, selon Equation IV-10, en
faisant varierK; et K,, ce qui fournit les valeurs des constantes maopigues Tableau
IV-2)

Composé pK (amino) pk (imidazole)

Ala-Gly-Ha 8,03 6,95

Tableau IV-2 : Valeurs provisoires des macro-constaes obtenues pour Ala-Gly-Ha
IV.2.2.4.2. Calcul des constantes microscopiduetk,

La deuxiéme étape consiste a calculer les micrgtaotes a partir des macro-constarkes.
est obtenu a l'aide deHtuation V-8, en remplacank; etK, par les valeurs obtenues lors
de la premiéere étape.
5. -0
LH, pH
k= — — . ((HT+Ky+ Ky Ky /[ [HY]) = Ky K,/ [HY]
| |
6|_H2 B 6|_

ki est calculé a chaque valeur du pH, une valeurigooe est obtenue en faisant la moyenne

sur tous les points et en enlevant les extrémités.

On fait de méme avdg en utilisant IEquation 1V-9.

a a
6LH2 N 6pH
ko= — — (H]+Ky+ Ky Ky / [HY]) = Ky K,/ [HY]
6LH - 6L

On vérifie queK; est bien égal a la somrke+ k, et on calculd, = Ky . Ko / Ky
etkia = Ky . Ko 7 ki

Les résultats sont rassemblés dankaleleau IV-3.
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Composé pk pka p(ki + ki) PKai pkia

Ala-Gly-Ha 7,01 7,74 6,94 7,24 7,97

Tableau IV-3 : Valeurs provisoires des micro-constates obtenues pour Ala-Gly-Ha

Ces valeurs sont dites provisoire car elles n'@st§té toutes ajustées en méme temps.
Les valeurs finales sont obtenues apres une deréiape définitive, ou toutes les valeurs sont
affinées a la fois Tableau IV-4). On peut voir sur laigure IV-4 que les courbes de

déplacement chimique sont remarquablement ajustées.

Composé pK pK> pka PKaj PKia pk

Ala-Gly-Ha 8,05 6,97 7,75 7,27 7,97 7,05

Tableau IV-4 : Valeurs définitives de toutes les atstantes de protonation d’Ala-Gly-Ha

L’ensemble des micro-constantes permet de tracdralgramme de répartition des especes

représenté sur ligure IV-5.
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Figure IV-4 : Ajustement des courbes de déplacemerhimique d’Ala-Gly-Ha

fraction
molaire (%)

100

80 - —LH2
—LNH

60 - —LIH
—1L

40 -

20 -

0
2 4 6 bH 8 10

Figure IV-5 : Diagramme de répartition des micro-epeces d’Ala-Gly-Ha
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La proportion des isomeres de protonatiogik) est indépendante du pH et est égale a 0,195,
ce qui montre que les deux micro-especes sontapofions notables simultanément (83%
de déprotonation sur le cycle imidazole et 17%egroupement amino).

Le parametre d’interactivitéd (A=pka — pki = pkia — pka = 0,22 indique une faible
interaction entre les deux sites de protonatiomsdo’'un site est protoné, il porte une charge
positive qui, par effet électrostatique, augmengéeidité de l'autre site de 0,22 unités
logarithmique.

Ce phénomene ne peut pas étre attribué a un effattif a cause du nombre important de
liaisons qui sépare les deux sites. La molécule mtobablement étre repliée sur elle méme
pour induire cet effet. Nous avons envisagé unestatlisation pour tenter de confirmer cette
hypothese.

La cristallisation a été obtenue a partir d'uneusoh de dihydrochlorure d’alanyl-glycyl-
histamine de concentration 0,02 madl,ldont le pH & été ajusté & 2. Le volume de latismiu

a été réduit par lente évaporation a températul@aante, des petits cristaux transparents sont
apparus au bout de quelques semaines.

La structure de la molécule représentée suFitpre 1V-6 confirme la présence d’'une
interaction intramoléculaire peu commune, entratame d’hydrogene du cycle imidazole et
'atome d’'oxygéne du carbonyle du résidu alanyla. distance entre les deux atomes est
relativement courte (2,316 A)

Pour former une liaison hydrogene X-H, il n'est pas nécessaire que I'atome d’hydrogene
soit porté par un atome X tres électronégatif telig oxygene un azote ou un halogene..., la
seule condition nécessaire est que la liaison XiHI&gerement polarisée. Il existe donc des
liaisons hydrogénes impliquant des groupes C-H-6U#.

Dans notre cas, on peut supposer que la liaisohl €8st suffisamment polarisée du fait de la
résonance a l'intérieur du cycle imidazole. Unasba hydrogene est donc possible, elle
permet un repliement de la molécule qui rapproekelkux sites de protonation et de ce fait,

lorsque I'un de ces deux sites est déprotonéditécde I'autre site est un peu abaissée.
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Figure V-6 : Structure cristalline du dihydrochlor ure d’alanyl-glycyl-histamine

Les parametres cristallographiques, les distantésseangles de liaisons de cette structure
sont rassemblés respectivement dafsaldeau V-5, le Tableau IV-6 et leTableau IV-7.
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Formule

GoH1902NsCly

Masse molaire

312,20 g.mbl

Systeme cristallin

Monoclinique

a 7,625 A
b 7,438 A
c 13,729 A
B 105,265 °
Volume de la maille 778,64°A
Nombre de molécules dans la maille 2
Masse volumique 1,332 g.¢n
Groupe spatial P2

Tableau IV-5 : Parametres cristallographiques de latructure Ala-Gly-Ha, 2HCI

Atome 1 Atome 2 Distance (A Atome 1 Atome 2 Distancé
N1 C2 1,317 O1 C10 1,222
N1 C5 1,371 02 C8 1,243
N2 Cc7 1,456 C4 C5 1,358
N2 C8 1,331 C4 C6 1,486
N3 C2 1,316 C7 Co6 1,525
N3 C4 1,388 C8 C9 1,507
N4 C9 1,456 C10 Cl1 1,525
N4 C10 1,343 Cli C12 1,516
N5 Cl1 1,492

Tableau IV-6 : Distances des liaisons dans le cratAla-Gly-Ha, 2HCI
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Atome 1| Atome 2| Atome 3 Angle(9 Atome[l Atomel2 Atome Angle (°)
N1 Cc2 N3 108,02 N2 C8 02 121,87
C2 N3 C4 109,96 C9 C8 02 118,93
N3 C4 C5 105,22 C8 C9 N4 116,58
C4 C5 N1 107,29 C9 N4 C10 120,01
C5 N1 C2 109,51 N4 C10 o1 124,05
C5 C4 C6 130,84 N4 C10 Ci11 115,31
N3 C4 C6 123,88 Cl1 C10 o1 120,61
C4 C6 Cc7 113,43 C10 Cl1 N5 107,85
C6 C7 N2 111,69 C12 Cl1 N5 110,00
Cc7 N2 C8 122,77 C10 Cl1 C12 110,21

Tableau IV-7 : Angles de liaisons dans le cristal la-Gly-Ha, 2HCI

Pour compléter I'étude sur la déprotonation degigepmines, nous avons déterminé par

RMN les constantes macroscopiques et microscopidjues autre peptidoamine Gly-Gly-Ha

ainsi que celles de son dérivé amidique a chainete0Gly-Gly-His-C4. Pour ces deux

expériences, nous avons considéré les déplacerdemtsques des protons C2-H, C5-H et

CH; du résidu glycyle du coté N-terminal. Les courtesdéplacement chimique en fonction

du pH et leur ajustement sont représentées siiigare V-7 et la Figure IV-8. Les

peptidoamines tensioactives n'ont pas pu étre édsddu fait de leur précipitation (chapitre

).
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Figure IV-7 : Déplacements chimiques des protons d8ly-Gly-Ha en fonction du pH
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8 |
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A—h—dhhay C51'H1,
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6.5
6
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4
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Figure IV-8 : Déplacements chimiques des protons dély-Gly-His-C4 en fonction du pH
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Les valeurs des macro-constantes sont rassemtdéedal ableau 1V-8, comparées a celles

obtenues par potentiométrie et les micro-constaated réunies dans Tableau 1V-9.

méthode macro-constante Ala-Gly-Ha Gly-Gly-Ha Gly-GlistC4
pK1 7,87 7,85 7,79
potentiométrie
pK> 6,77 6,81 6,23
pK1 8,05 8,06 7,75
RMN
pPK2 6,97 6,96 6,24

Tableau IV-8 : Valeurs des macro-constantes détermées par deux méthodes pour

plusieurs peptidoamines

micro-constante Ala-Gly-Ha Gly-Gly-Ha Gly-Gly-His-G4
Pka 7,75 7,66 7,76
PKai 7,27 7,36 6,23
pkia 7,97 7,96 7,73
pk 7,05 7,06 6,25

Tableau IV-9 : Valeurs des micro-constantes pour pisieurs peptidoamines

Pour les deux molécules dérivées de I'histamirey#eurs déterminées par RMN sont assez
proches de celles obtenues par potentiométrie.c®are, elles sont quasiment identiques
pour Gly-Gly-His-C4. Pour cette derniére molécldedéprotonation sur 'amine terminale se
fait dans une proportion nettement plus faible goer les deux autres, on peut le voir sur le
diagramme de répartition des especes en fonctiggHlueprésenté sur Eigure 1V-10. Il y

a 97 % de déprotonation sur le cycle imidazolesatesnent 3% sur le groupement amino.

176



fraction

molaire (%)

100
80 - —LH2
—LNH
60 - —LIH
—L
40 -
20 -
0 I I T 1
2 4 6 bH 8 10

Figure IV-9 : Diagramme de répartition des micro-epeces de Gly-Gly-Ha

fraction

molaire (%)

100 -
80 - —LH2
—LNH
60 - —LIH
—L
40 -
20 -
0 I ! ! 1
2 4 6 pH 8 10

Figure IV-10 : Diagramme de répartition des micro-spéeces de Gly-Gly-His-C4

IV.2.3. Conclusion

L’étude de la protonation de plusieurs peptidoasine montré [|'existence dune
déprotonation alternative qui entraine I'appariticle micro-espéces. Ce résultat est

particulierement intéressant par rapport au presiierde coordination dans I'espéce MLH. Il
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suggere en effet la possibilité de coordination aftigie par le cycle imidazole mais
également par le groupement amino. Cette étude aecko-déprotonation ne rend compte en
fait que de la basicité globale du cycle imidaz@elle-ci est pourtant la conséquence de la
basicité des deux atomes azotes (N1 et N3), ilrfaudonc considérer la tautomeérisation de
la molécule et établir un systeme a trois sitesl@a@rotonation avec deux protons titrables.
Une étude par RMN*N permettrait de déterminer la basicité individealles deux atomes
d’azote pour estimer la proportion tautomériguectanaissance de cette propriété serait trés
importante compte tenu de I'importance du cycledemble dans de nombreux processus

biologiques.
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IV.3. TRANSFERTS PROTONIQUES SUR LES FONCTIONS AMIDES
DES PEPTIDOAMINES

IV.3.1. Introduction

La deuxieme partie de ce chapitre est consacrétudé par RMN, des transferts protoniques
intervenant sur les fonctions amides des peptidoasni

Une telle étude sur des composeés peptidiques (edéale peptides) dans I'eau peut donner
des informations intéressantes sur la structuragire, la forme et la force des interactions
avec le solvant. Par ailleurs, la connaissanceviiesses d’échange des protons des fonctions
amides informe sur l'acidité de ceux-ci et peutnpettre de mieux comprendre les
conformations de certains polypeptides.

Nous avons réalisé cette étude sur les pseudodpsptiérivés de I'histamine (chapitre II).
Nous avons considéré a nouveau les dipeptides Mdd& et Gly-Gly-Ha et nous avons
synthétisé le pseudo-tétrapeptide Gly-Gly-Gly-Haump@tudier I'évolution du transfert
protonique le long d’une chaine peptidique. Nousnavégalement étudié le cas des dérivés
amidiques de l'histidine, les tensioactifs, Gly-@lis-C10 et Ala-Gly-His-C12, ainsi que les
non-tensioactifs, Gly-Gly-His-C4 et Ala-Gly-His-C4.es molécules comportant un résidu
alanyle ont été synthétisées selon la méme proeégiue les tensioactifs bimodulaires du

chapitre III.

Une fonction amide posséde un doublet libre suofee d’azote et peut donc capter un

proton, mais cette réaction impose un pH tres ggbie< 0).

R—|C|INH—R' + H0 == R—ﬁNH;—R' + H,0
O

Nous nous sommes intéressés a I'autre possibiliteamide peut céder son proton a I'eau ou

a une base présente dans le milieu (ex ) OH

R—ﬁNH—R' + OH =<=—= R—ﬁN'—R' + H,O
o}

L’acidité du milieu détermine la vitesse d’échamigece proton avec la base attaquante. On

peut mesurer la durée de vie des espéces entuelesgs’'opere le transfert en étudiant la
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déformation des spectres de RMN, a condition dfauoie vitesse mesurable a I'échelle de
temps de cette technique

La corrélation entre cette durée de vie et I'aéiditi milieu permet d’atteindre la cinétique du
transfert et de calculer les constantes de vitessespondantes.

La méthode que nous avons utilisée, pour abordex éaude cinétique, est de faire varier le
pH des solutions, pour modifier la durée de vides espéeces entre lesquelles s'opére le
transfert.

Pour faire cette étude, nous avons suivi I'évohluties raies de résonance des protons voisins
des fonctions amides.

Dans un premier temps, nous allons rappeler laithéle I'échange entre deux sites, ensuite
nous verrons les types de spectres que nous agoansntrés et enfin nous présenterons les

résultats obtenus avec les peptidoamines étudiées.
IV.3.2. Théorie de I'échange entre deux sites A et &%

Prenons I'exemple d’'une molécule peptidique ou wthylene (CH) se trouve em du NH
d’une fonction amide.

En échange lent, dés que le proton d’'un amideeglistome d’azote, aprés y étre resté un
tempst, il est immédiatement remplacé par un autre pratont le spin est parallele ou
antiparalléle au spin du proton initial. De ce,fair suite du couplage entre les protons CH
et NH, les protons méthyléniques possedent dewquérices de résonaneg et vg, selon
I'état de spin du proton NH. Ces deux fréquenceasepble nom de sites nucléaires et les
changements de fréquence, celui d'échange de sites.

Lorsque I'échange s’accélere, les spectres serdéfdrpour coalescer en un pic large unique
de fréquence moyennea( + vg)/2. Enfin, quand I'échange est rapide, on obsemve raie
aussi fine que s’il N’y avait pas d’échange.

Le signal évolue donc, selon la vitesse d’échamge,dépend du pH, d'un doublet a un
singulet a la moyenne pondérée des deux sitespigtdé

Pour étudier la cinétique d’échange, il est nésessbaccomplir les expériences dans une
zone de pH ou les spectres sont déformés. Cette, zappelée fenétre spectrale, est

généralement limitée a deux unités de pH.
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A l'aide du programm&CHGN, écrit en VISUAL BASIC par le professeur Delpuedont

les travaux sur les transferts protoniques ontné@m@breux % 106 197 108 hq,s pnouvons
déterminer par simulation des spectres expérimgntawuuréer.

Les travaux de Grunwald, dans le domaine des &essprotoniques en milieu aqueux, sur
des sels d'ammonium, ont mis en évidence les m&wes par lesquels I'échange peut avoir

lieu.

k
1
BH + H,0 —> B +H,0"

Kz

BH+OH —> B + H,O

BH+B —> B +HB

k
4
BH+?—H+B'—> B'+H—?+HB
H H

La vitesse d’échange est donnée par la somme wsses de ces différents équilibres

d[BH]
dt

= Ky [BH] + k,[BH]J[OH ] + k3 [BH][B ]+ k, [BH][B ]

La durée de vie moyenne d’'une espece participdéchange est liée a la concentration de

I'espéce et a sa vitesse de formation selon I'égiasuivante :

1 dBH] 1
T dt [BH]
soit
! . K, + KoKe  (k* k) [BHIK, Equation 1V-11
T [H"] H]

Ke = constante d’autoprotolyse de I'eau

K a = constante d’acidité de la fonction amide

Dans notre caBBH représente une fonction amide NHB&tune fonction amide déprotonée
N".
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IVV.3.3. Rappels sur quelques types de spectres RMN

L'analyse d’'un spectre RMN, en vue de faire unel@tainétique, se fait dans un premier
temps hors de la fenétre spectrale. Les param@tiasspectre en absence d’échange portent
le nom de parametres statiqgues (nombre de sitEgjdnces des résonances, demi-largeurs de
raies a mi-hauteur, intensités des raies). lls séoessaires pour établir le spectre de facon
théorique. Ces paramétres peuvent étre détermifedédu programm&CHGN.

L’analyse des spectres protoniques des peptidoanmioas a fait rencontrer les différentes

situations décrites ci-dessous.

IV.3.3.1. Spectres de type AB

Il s’agit d’'un cas ou deux protons sont fortemeotilés, la constante de couplage est du
méme ordre que la différence des fréquences deagee (ds = Vva — V).

Le spectre observé contient 4 raies avec les guasdaractéristiques suivantes :
V1—V3=Vo—Vvs=D etvi—vy=v3—vs=Ug

L’allure du spectre est déterminée par les deuarpatres mesurables D et J, suffisants pour

les échanges. Son emplacement nécessite la ccamagsde la fréequenee(Figure 1V-11).

A /

Y

Y

< (44— -
W)

Figure IV-11 : Allure et caractéristiques d’'un spetre de type AB

IV.3.3.2. Spectres de type ABX

Dans ce cas, il s’agit de 3 protons dont deux $oriement couplés (A et B), avec une

fréequence de résonance pour le noyau X tres différde celle des deux autres noyaux.

(Jag =Va —Vg et dx, Ix << (Wa —Vx), (V8 —Vx)).
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Le spectre comporte une partie AB et une partieetement séparées et étudiables de
maniére autonome.

La partie AB se compose de 2 sous-spectre$ &BAB", correspondant a chacun des deux
états de spin de X, décalés I'un par rapport arkade (dx + Jsx)/2.

La partie AB contient donc 8 raies, avec possiilifenchevétrement, d’intensité totale
double de celle de la partie X.

La partie X est un multiplet symétrique a 4 ra@s)tré supy.

Un cas particulier important est celui opk = Jx = k. La partie X est alors un triplet
symétrique d’intensités relatives 1, 2, 1, exactgnsemme si le spectre était de typeAKa

partie AB se compose de deux sous-spectres idestigécalés de JFigure [V-12).

Jax = dbx = %

‘<

.

Partie AB

Jax = dbx = & Jax = dbx = k

A

A

Vyx

Partie X

Figure IV-12 : Allure et caractéristiques d’'un spetre de type ABX avec Jdx = Jgx

IV.3.3.3. Spectres de type ABX

Prenons comme exemple le cas particulier g=)] kx = J. Dans ce cas, la partie AB se

compose de 3 sous-spectres AB de mémes caraquéestinais d’intensités globales relatives

1, 2, 1, comme pour la partie A d’'un spectre AKigure 1V-13).
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Jax =dbx =k Jax Fdbx = k

A

Y

\/

R RGGRntErd b

Figure 1V-13 : Allure et caractéristiques de la patie AB d’'un spectre de type ABX avec

Jax = JBx

La partie X est encore un simple triplet d’inteésitelatives 1, 2,1, comme pour la partie X

d’'un spectre ABX.
Ces deux types de spectre (ABX et ABXeront eux-mémes dupliqués si on leur adjoint un

proton supplémentaire M, couplé a AB (NH avant égeapar exemple). Les parties AB

faisant suite a ce couplage possederont ainsi 8l aaies, selon le type de spectre.

I\VV.3.4. Description des spectres observes

IV.3.4.1. Cas de I'alanyl-glycyl-histamine

Nous avons étudié les échanges intervenant sutedles fonctions amides de la molécule.

Nous avons basé nos mesures sur la déformatiosigiesux correspondant aux protons situés

ena des atomes d'azotS¢héma IV-9.

5
CHy H\NL
ZNCHCNHCHZCNHCHZCHZ
/ \ /CH
CH, (Gly) CH, (His)
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Schéma IV-4 : Notation des protons considérés lode I'étude de I'alanyl-glycyl-
histamine

Une étude réalisée avec un spectrometre 600 Migerrais une analyse détaillée du spectre
statigue de l'alanyl-glycyl-histamine. Ce spectreété enregistré a pH = 2,5 en absence
d’échange.
Le spectre de la partie NH-Glde la glycine est de type ABX, car les protonshyléniques
sont inéquivalents par suite de I'existence d’'urbcae asymétrique sur le résidu alanyle
adjacent.
Les protons méthyléniques A et B fournissent urcspecomposé de deux sous-spectres AB
identiques, du fait du couplage avec le proton B¥&c dx = kx = 6,23 Hz. Le spectre est
donc composé de 8 raies.
Les fréquences centrales des deux spectres ABnvariec le pH. Comme on a pu le voir
précédemment avec les titrages RMN, chaque spaBtrésulte d’'une moyenne pondérée du
spectre AB de la forme déprotonée ()it de la forme protonée (NH.
Ceci est di a la protonation de I'amine terminalé dgblinde les protons méthyléniques
(CH,) soumis au champ électrique de NH
L’'un des protons, noté A, est nettement plus déBliau cours de la protonation que l'autre,
noté B Figure IV-14) (I'allure des points en milieu tres acide est duka protonation du

carbonyle de I'amide).

oppm
3.9 -
¢ 6 o % 4 seeee ¢ A
3.8 .
m = LI N iy %,
~»
. ity 3
.
3.7
2
36 ¢
N
3.5
0 2 4 6 8 10 12
pH

Figure IV-14 : Déplacements individuels des protonméthyléniques A et B
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Les protons du CH(His) montrent une légére inéquivalence. Le spedtrla partie NH-CH
CH; est donc de type ABX/, d’ou un spectre a 24 raies pour la partie ABdgaonvolution
en 6 sous-spectres AB a été réalisée, confirmangquivalence des deux protons
méthyléniquesKigure IV-15). Les deux spectres ABXoalescent raie a raie, en un seul, par
élévation du pH.

L'inéquivalence inhabituelle des protons méthyléess) aurait pu résulter d'une liaison
hydrogéne intramoléculaire entre le NH du résidycgke et le C=0 du résidu alanyle,
formant ainsi un gamma tuff®. Cependant, I'étude du spectre de la glycyl-ghfigtamine

a permis de rejeter cette hypothése. En effet, petie molécule, le CH(His) se présente
sous l'apparence d'un quadruplet qui résulte denchevétrement de deux triplets,
partiellement superposés. Ceux-ci coalescent eseuhtriplet, par élévation du pH. Il s’agit
donc d’un spectre &X,;M qui ne présente pas d’'inéquivalence.

L'inéquivalence des protons méthyléniques du régiguayle, observée avec l'alanyl-glycyl-
histamine, est donc due a la présence d’'un carbepwmétrique, pourtant éloigné de deux

liaisons peptidiques.

Spectre total

Spectre expérimental

Spectre calculé

0 20 40 60
Fréquences (Hz)
Sous-ensemble 1 Sous-ensemble 2
0 20 40 60 0 20 40 60
Fréquences (Hz) Fréquences (Hz)
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Sous-ensemble 1 :
sous-spectre 1

Sous-ensemble 1 : Sous-ensemble 1 :
sous-spectre 2 sous-spectre 3

20 40 60

Fréquences (Hz)

I VAN

20 40 60 0 20 40 60

Fréquences (Hz) Fréquences (Hz)

Sous-ensemble 2 :
sous-spectre 4

Sous-ensemble 2 : m Sous-ensemble 2 :
0 20 40 60

sous-spectre 5 sous-spectre 6

Fréquences (Hz)

VAN

20 40 60 20 40 60

o

Fréquences (Hz) Fréquences (Hz)

Figure IV-15 : Déconvolution du spectre des proton€H, (His) d’Ala-Gly-Ha (pH = 2,5)
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IV.3.4.2. Cas des alkylamidopeptides

Les spectres des peptidoamines greffées Gly-Glyadigchapitre 1) ont également été
analyseées, en vue d’étudier les transferts prot@sigur leur fonctions amides.

Pour compléter cette étude, nous avons synthdtiséeprs dérivés Ala-Gly-His-Cn.

NH
A\
N CH, (Im)

R CHZ/'

I I
HaNCHENHCH,GNHCHONHCH,CH(CH,)y oH

R=CHzouH CHZ (BCn)

CH, (Gly) CH (His)  CH, (aCn)

Schéma IV-5 : Notation des protons considérés lode I'étude des alkylamidopeptides

Le proton CH (His) est traité comme la partie X dapectre ABX (avecat = kx), dédoublé

en échange lent par le proton NH. Les 6 raies dties se superposent et le spectre apparent
est un faux quadruplet. En échange rapide, la scahee entre les deux triplets fournit un
triplet moyen final.

Les protons Chi(Im) sont inéquivalents du fait de la présencendtarbone asymeétrique sur
le résidu histidyle. lls sont la partie AB du specABX fournissant deux spectres AB
identiques.

Les protons ChH(aCn) sont également inéquivalents et sont couplgégpeatons du deuxieme
CH; de la chaine alkyle, GHBCn). lls sont donc la partie AB d'un spectre ABXihsistant

en 3 sous-spectres AB (12 raies), encore dédoulpléesouplage avec le proton NH de
I'amide, soit 24 raies au total, coalescant raigi@ en un seul spectre ABX2, par élévation du
pH.

Ces 24 raies sont enchevétrées avec les 8 raiggl@MHci-dessus, soit 32 raies au total. Le
spectre statique a tout de méme été décrypté atitdoh I'aide du programmBCHGN
(Figure 1V-16).
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Spectre total : CH2 (Im) + CH2 @C10)

Fréquences (Hz)

CH2 (Im) CH2 (aC10)
50 100 0 50 100
Fréquences (Hz) Fréquences (Hz)

Figure IV-16 : Déconvolution des spectres enchevés CH, (Im) et CH, (aCn) de Gly-
Gly-His-C10 (pH = 0,7)

IV.3.5. Etude cinétique des échanges protoniques

Nous avons déterminé la cinétigue des échangesr pesi fonctions amides des
peptidoamines, a partir du modéle cinétique émcédemmeng&guation IV-11).
1 k2 Ke (k3+k4) [BH] Ka

=Ky +
T [H] [H7]

Prenons une nouvelle fois 'exemple de I'alanyleylyhistamine. En faisant varier le pH, on
peut voir se déformer les spectres des protons(GH) et CH (His).
En milieu trés acide, I'échange des protons destimms amides est arrété, le signal des

protons CH (Gly) est un spectre AB dédoublé. A partir de pH, ¥échange s’accélére et on
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observe la coalescence des deux spectres AB. leisgpH atteint 5,5, I'échange devient
rapide et il n'y a plus qu’un seul spectre AB. keaédtre spectrale s’étale entre pH =4 et 5,5.
Pour les protons CH(His), nous remarquons un décalage de la fen@eetrmle de deux
unités de pH (6,3 — 8). L'évolution des spectresfarction du pH est représentée sur la
Figure IV-17.

——pH=640
pH =5,04
—pH=4,73
4 3‘.9 3‘.8 3.7
CH3 (Gly)

—pH=9,03
pH=7,40
—pH=6,74

J\L
/J\]\L —pH=4,75

3.6 3.55 3.5 3.45 34 3.35 3.3
CH; (His)
Figure IV-17 : Déformation des spectres des proton§H, (Gly) et CH, (His) en fonction
du pH pour Ala-Gly-Ha
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Les spectres sont simulés a I'aide du prograrB@EIGN et la durée de vie est déduite de
la comparaison des spectres théoriques et expdamen

En portant If en fonction de 1/[H, la courbe obtenue nous donne des indicationdesur
mécanisme de I'échange.

Pour les deux fonctions amides, nous observonyanation linéaire en 1/[H, indépendante
de la concentratior=gure 1V-18).

Dans ce cas, la loi cinétique ne peut étre queilaste :

1 koK,
T [H]
Ceci montre que Otest la base attaquante, selon le mécanisme :
k2

BH+OH —> B + H,O

1/t ¢0 .

0 ‘ \

0 100 200
1/[H"] (1000 L.mol™)

1
/300 -

0 T T !
0 1000 2000 3000

1/[H'] (100000 L.mol-1)
Figure IV-18 : Cinétiques de transfert protonique pur les deux fonctions amides d’Ala-

Gly-Ha (1/1 en fonction de 1/H)
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Pour toutes les peptidoamines étudiées, on obs@meme variation linéaire en 1/[H ce
qui confirme le mécanisme d’attaque par OH

Les fenétres spectrales et les constantes cinétiguedéterminées pour les différentes
fonctions amides des produits étudiés sont rassgsmlnlans I&ableau 1V-10 et leTableau
IV-11 (Gly2 et Gly3 indiquent respectivement le deuxieetee troisieme résidu glycyle

d’'une chaine peptidigque, en partant du c6té N-teai

Composé NH (Gly2) NH (Gly3) NH (His) NH (chaine)

Ala-Gly-Ha 4-55 o 6,3-8 _
Ala-Gly-His-C4 4-52 _ 4,3-5,8 7,4-9
Ala-Gly-His-C12 4-7 - Insolubilité Insolubilité

Gly-Gly-Ha 4-55 - 6,3-7,6 -
Gly-Gly-His-C4 42-55 - 45-6 7,5-8,7
Gly-Gly-His-C10 4-57 . 45-59 Insolubilité
Gly-Gly-Gly-Ha 4-57 5-6,25 6,45 -8,5 _

Tableau IV-10 : Fenétres spectrales pour les diffé@nts produits étudiés
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Composé NH (Gly2) NH (Gly3) NH (His) NH (chaine)

Ala-Gly-Ha 1,99.16° L 1,01.18 L
Ala-Gly-His-C4 3,59.1¢ L 9,41.18 9,04.16
Ala-Gly-His-C12 5,25.1¢ . Insolubilité Insolubilité

Gly-Gly-Ha 2,18.16° L 2,69.18 L
Gly-Gly-His-C4 2,35.16° . 8,18.18 1,19.10
Gly-Gly-His-C10 2,47.18 L 5,63.18 Insolubilité
Gly-Gly-Gly-Ha 3,17.16¢° 3,41.18 1,60.16 L

Tableau IV-11 : Constantes cinétiques kdes fonctions amides (L.mét.s%)

Pour Ala-Gly-Ha et Gly-Gly-Ha, les constantes desge sont trés proches. Nous remarquons
un décalage de la fenétre spectrale du phénomémhaltige, de deux unités de pH pour
'amide NH (His) & 6 — 8), par rapport a 'amide NH (Gly2) 4 — 5,5). Ce décalage en pH
se retrouve sur les valeurs des constantes des&it€s effet, les valeurs obtenues pour le
premier amide du coté N-terminal, NH (Gly2y 2.10"° L.molt.s?) sont 100 fois plus
grandes que celles obtenues pour l'autre amideHtis) (= 2.10° L.mol™.s™).

Pour Gly-Gly-Gly-Ha, on observe une diminution @ecnstante de vitesse le long de la
chaine peptidique, en allant du c6té N-terminas Vercoté C-terminal.

Pour les peptidoamine greffées, I'écart entre @sstantes de vitesse de NH (Gly2) et NH
(His) est beaucoup plus faible que celui mesuré fEsimolécules analogues non greffées.
Par contre la constante de vitesse de la fonctisideaNH (chaine) est nettement plus faible

gue les deux autres.
IV.3.6. Détermination de la constante d’acidité de®nctions amides

Pour tous les systemes étudiés, I'échange du psatdait selon le mécanisme suivant :
k2
NH+ OH —> N +H,0
k-2
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Cet équilibre est géré par une constdhte

P ' I
"k, [NHI.[OH] K

e

Si on suppose que la réaction de reprotonatiohineisée par la diffusion, on peut calculer le
pKa de I'amide & I'aide defquation IV-12 (avecK . = 10** etk., = 5.10 s* & 25 °Q.

pKa = -log k, + log k, — log K, Equation IV-12

Nous obtenons ainsi les valeurs des pKa des amlelesgsultats sont rassemblés dans le
Tableau IV-12.

Composé NH (Gly2) NH (Gly3) NH (His) NH (chaine)

Ala-Gly-Ha 13,4 . 15,7 .
Ala-Gly-His-C4 13,1 . 13,7 16,7
Ala-Gly-His-C12 13,0 . Insolubilité Insolubilité

Gly-Gly-Ha 13,4 L 15,27 .
Gly-Gly-His-C4 13,3 L 13,8 16,6
Gly-Gly-His-C10 13,3 . 13,9 Insolubilité
Gly-Gly-Gly-Ha 13,2 14,2 15,5 .

Tableau IV-12 : Estimation des pKa des fonctions aides

On retrouve les différences observées pour lesiksales constantes de vitesse d’échange sur
les constantes d’acidité des fonctions amides.

Pour les pseudo-tripeptides Ala-Gly-Ha et Gly-Glg;He pKa de la fonction amide NH
(Gly2) est plus faible de deux unités logarithmjgee celui de la fonction amide NH (His).
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Pour le pseudo-tétrapeptide Gly-Gly-Gly-Ha, dansouire croissant d’acidité, on trouve la
premiére fonction amide du cé6té N-terminal NH (Glyuis NH (Gly3) et enfin NH (His)

On peut expliquer ces différences par un effettéstatique du groupement amino terminal
qui est chargé positivement dans la zone de pHadérEse.

Le proton de la fonction amide NH (Gly2) est sourisne répulsion électrostatique de la
part du groupement amino. En s’éloignant de ce pgment, la répulsion est de moins en
moins sensible, ce qui fait que I'acidité dimineddng de la chaine peptidique en partant du
c6té N-terminal. La charge positive sur le cycladmzole est plus diffuse et a donc peu
d’influence.

Par ailleurs, pour tous les pseudo-peptides adiaggamine, la fonction amide NH (His) est
nettement moins acide que les autres car il n'gage liaison peptidique supplémentaire et
donc pas d'effet électroattracteur de la part djooupement carbonyle, comme c’est le cas
pour les autres.

Concernant les peptidoamines greffées, pour lesasémisons, il y a un abaissement de
I'acidité lorsque I'on s’éloigne du groupement amterminal.

Le pKa de I'amide NH (His) est moins faible queuiteles molécules dérivées de I'histamine
car dans ce cas, il y a un amide supplémentairexgrice un effet inductif qui a pour effet
d’augmenter I'acidité de I'amide NH (His).

Enfin I'amide du c6té C-terminal NH (chaine) estrleins acide du fait de I'éloignement par
rapport au groupement amino et de l'absence d'effettroattracteur de la part d'un

carbonyle.

IVV.3.7. Conclusion

Cette étude par RMN nous a permis d’accéder agssats d’échange protonique intervenant
sur les fonctions amides des peptidoamines.

Les résultats obtenus sont en accord avec lesutkaaatérieurs sur les transferts protoniques
en solution agueuse. Dans tous les cas traitehdfge de proton se fait par l'intermédiaire
de OH.

Les études de transfert protonique avec les peptidtes tensioactives, ne permettent pas de
conclure a une perturbation des échanges en miliegilaire.

Cette étude montre pour la premiéere fois de marséitrée, I'évolution de I'acidité des

fonctions amides dans une chaine peptidique.
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Ces résultats peuvent apporter des informationsiguges pour interpréter les liaisons

spécifiques a I'intérieur d’une protéine.
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V. CONCLUSION GENERALE
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Dans ce mémoire, nous avons présenté les difféaspects physicochimiques de nouvelles
molécules complexantes a base d’acides aminédrdvesix réalisés recouvrent plusieurs
domaines : la synthese de dérivés pseudo-peptildgiéhistamine ou de I'histidine, I'étude
des propriétés physicochimiques de tensioactifgraux, I'étude des aspects structuraux et
thermodynamiques de la complexation de métauxatsition avec les molécules
synthétisées et I'étude par résonance magnétiquléaire des propriétés de protonation de
ces molécules.

Selon le systéme envisagé, nous avons utilisé deBniques suivantes : potentiométrie,
spectrophotométrie UV-visible, RMN, RPE, dichroisgigculaire, spectrométrie de masse
avec ionisation electrospray, radiocristallographiéensiométrie, spectroscopie de
fluorescence et microscopie.

Les conclusions propres a chacun des phénomernles astystemes étudiés, ont été formulées
dans les différents chapitres. Nous nous attackedmmc ici a dégager les faits les plus

marquants.

Dans une premiére partie, nous nous sommes inédrésda complexation de métaux de
transition par des pseudo-peptides dérivés detdimme. Les complexes de cuivre (ll) et de
nickel (II) obtenus lors de cette complexation stvas stables. L'étude de deux nouveaux
ligands, I'alanyl-glycyl-histamine et d-méthyl-alanyl-histamine a permis de préciser la
nature et la structure des complexes formés avdgme de molécule.

Nous avons décrit de fagon trées complete la conafilex des cations Cu(ll) et Ni(ll) avec le
pseudo-tripeptide alanyl-glycyl-histamine. Les élifintes techniques d’investigation ont mis
en évidence la formation d’'un systeme de complaxes une espece principale présente dans
un large domaine de pH (ML). Cette espéce est un complexe plan carré trbtesdaec
une coordination identique a celle du fragment iateal de la sérum-albumine.

L’étude du peudo-dipeptiden-méthyl-alanyl-histamine a permis de confirmer, par
radiocristallographie notamment, la formation daomplexe tétramérique (M4H.g), ou les
cations occupent les sommets d’un tétraedre déformé

Ce chapitre a permis de décrire les propriétésrgiasedes peptidoamines a base d’histamine

et de compléter I'étude réalisée précédemmentestype de molécule.

Dans une seconde partie, nous avons décrit la esmthet I'étude des propriétés

physicochimiques de tensioactifs originaux dérigégpeptidoamines. Ce travail a permis de
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mettre a profit les résultats précédents obtenusc des pseudo-peptides dérivés de
I'histamine.

L’introduction d’'une chaine grasse a été effecte@esubstituant I'histamine par I'histidine,
ceci nous a permis de conserver un motif complexigmtique a celui des peptidoamines.
Différentes structures ont été envisagées dansutedb moduler la balance hydrophile
lipophile des molécules synthétisées.

Les molécules synthétisées les plus hydrophobegléss tensioactifs bimodulaires, ont été
obtenues par greffage d’'une amine grasse sur geslee dérivés de I'histidine. La méthode
de synthese du couplage au BOP a permis d'obtesidifférents composés avec de bons
rendements. Les dérivés hydrophobes de deux peptides €lémentaires, la glycyl-glycyl-
histamine et la carcinine, ont ainsi été synthstisé

Le caractere tensioactif de ces molécules a éi@évét nous nous sommes assuré que leur
pouvoir complexant n'a pas été modifié par la pnésed’'une chaine grasse. La faible
solubilité, dans certains domaines de pH, de cegoeés et des complexes qu’ils forment en
présence d’ions métalliques, laisse envisager uethade d’extraction sélective de métaux
par précipitation, en faisant varier le pH ou lapérature.

Cependant, cette solubilité insuffisante ne nopas permis de réaliser une étude complete
sur les aspects thermodynamiques de la complexdtan ailleurs I'étude des propriétés
tensioactives en milieu neutre s’est avérée imptessiu fait de la précipitation. Nous nous
sommes donc intéressés a la synthése de tenssoagtibdulaires, comportant un module
hydrophile de type polyoxyéthyléne, en plus deddip complexante et de la chaine grasse.
Plusieurs structures sont possibles, notre attensi@st portée principalement sur les
tensioactifs trimodulaires dits "de type I" ou le@dnle polaire est intercalé entre le peptide
complexant et la queue hydrophobe.

Dans un premier temps, les différents modules Enténnectés entre eux par I'intermédiaire
de fonctions amides et ester. La présence d'undertype ester a rendu ces molécules
relativement fragiles en solution du fait d’'un usgd’hydrolyse, notamment en milieu
basique. Ce qui en fait également des molécul€sesdantes de par le faible impact sur
I'environnement qu’elles présentent.

Nous avons ensuite synthétisé des molécules, pnsséddux liens amides, moins sensibles a
I'hydrolyse, qui ont conduit a la formation de gedsix propriétés intéressantes. Il est
nécessaire d’effectuer une étude plus en détda dermation et de la structure de ces gels,

afin d’envisager des applications biologiques anhlidans le domaine des cosmétiques.
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Les propriétés complexantes et tensioactives desogctifs trimodulaires de type | ont été
évaluées.

Par ailleurs, I'étude physicochimique des tensifatimodulaires de type Il reste a faire, de
méme que la synthese des tensioactifs trimodulaeetype_lll. En modifiant a la fois, la
longueur de la chaine hydrophobe et la taille dtifthgdrophile, il sera possible de moduler
facilement la balance hydrophile/lipophile de cesmposés.

Nous envisageons d’entreprendre une étude surd@idn sélective de métaux en phase
organique. Il serait également intéressant de dppelr des méthodes d’extraction plus
propres telles que l'ultrafiltration micellaire dhien la séparation de phase par point de
trouble. Pour cela, il sera nécessaire de déternaumgaravant les diagrammes de phase des

tensioactifs trimodulaires.

L'ultime phase de notre travail a consisté a étudés propriétés de protonation des
peptidoamines synthétisées, par résonance magedtigeaire.

Nous avons déterminé les constantes de déprotanaiode micro-déprotonation des
molécules synthétisées, a l'aide de titrages RMbludNavons ainsi pu mettre en évidence, de
maniére chiffrée, la déprotonation alternative desx fonctions azotées des peptidoamines,
le cycle imidazole et I'amine terminale.

L’étude des transferts protonigues intervenant d&sssolutions aqueuses de peptidoamines a
permis de déterminer I'évolution des pKa des fardi amides, le long d'une chaine
peptidique. Il reste maintenant a compléter cesitavec les tensioactifs trimodulaires.

Enfin, il serait intéressant de poursuivre nos stigations sur les propriétés de protonation et

de complexation des peptidoamines en milieu micella

L’ensemble de ces travaux est au final trées prauett ouvre un large champ a des études

supplémentaires aussi bien en synthese qu’en ptysiie.
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VI. SYNTHESE ORGANIQUE :
PARTIE EXPERIMENTALE
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VI.1. INSTRUMENTS DE CARACTERISATION

Les spectres RMN ont été enregistrés sur un spectroméetre Bruker DRX 400 (400 MHz). Les
déplacements chimiques sont mesurés par rapport au TMS en référence interne.

Les spectres IR ont été enregistrés sur un spectrometre Perkin Elmer FTIR spectrum one, sous
forme de film sur pastille de NaCl pour les liquides et de dispersion dans des pastilles de KBr
pour les solides.

Les points de fusion ont été¢ mesurés sur un banc Kofler type WME.

Les analyses élémentaires des composés sont effectuées sur un appareil Thermofinnigan
FlashEA 1112.

Le suivi de certaines réactions a été effectué par chromatographie sur couche mince (CCM),
utilisant des plaques de silice Macherey Nagel 0,20 mm (gel de silice 60 avec indicateur de

fluorescence UVs4).

VI.2. PROTOCOLES DES SYNTHESES

VI.2.1 Préparation des pseudopeptides a base d'histamine

Mode opératoire général : exemple du dihydrochlorure d'alanyl-glycyl-histamine

Dans un ballon de 250 mL, 10 mmoles de BOC-alanyl-glycine (2,46 g) sont dissoutes dans 50
mL de chloroforme, sous agitation magnétique.

Puis sont ajoutées 10 mmoles de BOP (1 eq; 1,84 g) et 10 mmoles de dihydrochlorure
d’histamine (1 eq ; 1,84 g). Le milieu est rendu basique par 1’ajout de 40 mmoles de N-éthyl-
diisopropylamine (4 eq ; 5,17 g). La réaction est laissée sous agitation a température ambiante
durant 15 heures. Le déblocage du groupe protecteur BOC est effectué¢ sans isolation de la
BOC-alanyl-glycyl-histamine par ajout d'une solution d’acide chlorhydrique anhydre dissous
dans 1'éther. Un produit mielleux précipite au fond du ballon, celui-ci est lavé plusieurs fois a
I’éther diéthylique. Le produit blanc récupéré est dissous a chaud dans un minimum de
méthanol, I’ajout goutte a goutte d’une quantité d’acétate d’éthyle jusqu’a 1’obtention d’un

trouble permet de le précipiter. Le produit obtenu est sous la forme d’un dihydrochlorure.
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Dihydrochlorure d'alanyl-glycyl-histamine : Ala-Gly-Ha

Caractéristiques générales :

Masse molaire : 312,20 g.mol

Rendement : 60 %
Point de fusion : 250 °C

Caractéristiques spectrales :

5b
CH CH
N 4// ~NH 1
cl H3NCHﬁNHCH2ﬁNHCH2CHzC
i e d ¢ +~—CH a
o 3NT
H_
Cl

RMN 'H (400 MHz, MeOD) :

RMN "*C (100 MHz, MeOD) :

IR (KBr) :

1,57 ppm (d, °T = 7,1 Hz, 3H, CH; g) ; 2,99 ppm (t, °J =
6,3 Hz, 2H, CH, ¢) ; 3,56 ppm (t, °J = 6,3 Hz, 2H, CH,
d) ; 3,90 ppm (AB, 2H, CH; e) ; 4,10 ppm (q, 3 = 6,8
Hz, 1H, CH; f) ; 7,53 ppm (1H, CH b) ; 8,88 ppm (1H,
CHa)

18,2 ppm (CHs g) ; 26,3 ppm (CH; ¢) ; 32,6 ppm (CH;
d); 44,2 (CH; e); 118,5 ppm (C5); 135,3 ppm (C2);
136,2 ppm (C4) ; 172-173 (2C=0)

3291 ecm™ (NH5") ; 1683 cm™ (NH amide) ; 1638 cm™
(C=0 amide)

Microanalyses : expérimentale (calculée)

C:37,96 % (38,47)  H:6,08%(6,13) N:21,87 % (22,43)

Dihydrochlorure d'a-méthyl-alanyl-histamine : a-Me-Ala-Ha

Caractéristiques générales :
Masse molaire : 269,17 g.mol

Rendement : 55 %
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Point de fusion : 244 °C

Caractéristiques spectrales :

5b
CH__
) + 4/ NH 1
Cl H3NC(CHs), CNHCH,CH,C
e I d c \ +—=CHa
o] N—

3 2
H -
Cl
RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 1,58 ppm (s, 6H, 2CH; e) ; 3,02 ppm (*J = 6,3 Hz, 2H,

CH; ¢) ; 3,58 ppm (3J =6,3 Hz, 2H, CH; d) ; 3,90 ppm ;
7,43 ppm (1H, CH b) ; 8,87ppm (1H, CH a)

RMN "°C (100 MHz, MeOD) 25,1 ppm (2CH3 e) ; 26,2 ppm (CH; ¢) ; 40,1 ppm (CH,
d); 59,1 ppm (

IR (KBr) : 3407 cm™ (NH5") ; 1681 cm™ (NH amide) ; 1620 cm’™
(C=0 amide)

Microanalyses : expérimentale (calculée)

C:39,18 % (40,15) H:6,80 % (6,74) N :20,05 % (20,81)

VI1.2.2 Préparation des tensioactifs bimodulaires (alkylamidopeptides)
VI1.2.2.1. Préparation des dihydrochlorures d’alkylamidohistidine (2 : His-Cn)

Dans un ballon de 250 ml, 7,8 mmoles de BOC-histidine (2 g) sont dissoutes dans 50 mL
d'acétonitrile, sous agitation magnétique. Puis sont ajoutées 7,8 mmoles de BOP (1 eq; 3,45
g), 15,6 mmoles de triéthylamine (2 eq ; 1,58 g) et enfin 7,8 mmoles (leq) d'amine primaire.
Avant méme que la solubilisation des réactifs soit totale, un précipité blanc apparait. La
réaction est laissée sous agitation a température ambiante durant 15 heures. Le précipité

obtenu est filtré sur fritté de porosité 4, lavé avec 50 mL d'acétonitrile puis avec 50 mL
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d'éther. On obtient un solide blanc qui est ensuite recristallisé dans l'acétonitrile. Le solide
recristallisé est dispersé dans 1’éther anhydre et soumis a de 1’acide chlorhydrique gazeux,
produit par la réaction de 30 mL d’acide sulfurique concentré (98%) dilué dans 10 mL d’eau
sur 40 mg de chlorure de sodium. Le produit final est un solide blanc plus ou moins

hygroscopique.

Caractéristiques générales :

Composé nom n M (g.mol™) Pf(°C) | Rendement (%)
2a His-C4 4 283,20 125 71
2b His-C7 7 325,28 138 80
2¢ His-C8 8 339,30 142 83
2d His-C10 10 367,36 164 88
2e His-C12 12 395,41 177 95
2f His-C14 14 423,46 183 95
Caractéristiques spectrales :
cl .
" ANH
2CH— \4 f ¢ d ¢ b a
NH__ 1/ [+ ]
) ~CH HsN O
5¢ Cl

Les composés His-Cn possedent des caractéristiques spectrales identiques, His-C12 est donné

en tant qu’exemple.

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 0,94 ppm (t, °J = 6,5 Hz, 3H, CH; a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
18H, 9CH; b) ; 1,51 ppm (m, 2H, CH; ¢) ; 3,24 ppm (m,
2H, CH, d) ; 3,37 ppm (md, 2H, CH;, f) ; 4,24 ppm (t, T =
7 Hz, 1H, CH ¢) ; 7,54 ppm (s, 1H, CH g) ; 8,97 ppm (s,
1H, CH h)
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RMN "C (100 MHz, MeOD) 14,8 ppm (CHj3 a) ; 24-32 ppm (11CH; b, c, f) ; 41,2 ppm
(CH; d) ; 53,8 ppm (CH e) ; 120,0 ppm (C5) ; 128,8 ppm
(C4); 135,0 ppm (C2) ; 168,6 ppm (C=0)

IR (KBr) : 3303 cm” (NH3") ; 2921 ecm™ (CH,) ; 1646 cm™ (C=0

amide)

VI1.2.2.2. Préparation des dihydrochlorures d’alkylamidoglycyl-glycyl-histidine (5 : Gly-
Gly-His-Cn)

Dans un ballon de 250 ml, 7,6 mmoles de BOC-glycyl-glycine (1,76 g) sont dissoutes dans 50
mL d'acétonitrile, sous agitation magnétique. Puis sont ajoutées 7,6 mmoles de BOP (1 eq;
3,36 g), 30,4 mmoles de tri¢thylamine (4 eq; 3,07 g) et enfin 7,6 mmoles d’His-Cn (2) (1
eq). Avant méme que la solubilisation des réactifs soit totale, un précipité blanc apparait. La
réaction est laissée sous agitation a température ambiante durant 15 heures. Le précipité
obtenu est filtré sur fritté de porosité 4, lavé avec 50 mL d'acétonitrile puis avec 50 mL
d'éther. On obtient un solide blanc d’aspect cireux qui est ensuite recristallis¢é dans un
mélange acétonitrile/eau 80/20 V/V. Le solide recristallisé est dispersé dans 1’éther anhydre et
soumis a de I’acide chlorhydrique gazeux, produit par la réaction de 30 mL d’acide sulfurique
concentré (98%) dilué dans 10 mL d’eau sur 40 mg de chlorure de sodium. Le produit est
repris dans 20 ml d’eau puis lyophilisé. Le produit final est un solide blanc plus ou moins

hygroscopique que I’on conserve a I’abri de I’humidité et a basse température.

Caractéristiques générales :

Composé nom n M (g.mol™) Pf(°C) | Rendement (%)
Sa Gly-Gly-His-C4 4 397,30 149 70
5b Gly-Gly-His-C7 7 439,38 154 77
5S¢ Gly-Gly-His-C8 8 453,41 167 77
5d Gly-Gly-His-C10 10 481,46 174 80
Se Gly-Gly-His-C12 12 509,51 182 88
5f Gly-Gly-His-C14 14 537,57 186 90
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Caractéristiques spectrales :

CH N
55 N3
4|
PHC _

+ ] i d ¢ b a

ol H3NCH2ﬁNHCHzﬁNHCH|C|:NHCH2CH2(CH2)n-30H3

Les composés Gly-Gly-His-Cn possedent des caractéristiques spectrales identiques, Gly-Gly-

His-C12 est donné en tant qu’exemple.

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 0,92 ppm (t, °J = 6,5 Hz, 3H, CH; a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,

18H, 9CH; b) ; 1,52 ppm (m, 2H, CH; ¢); 3,1-3,3 ppm
(ma, 4H, 2CH, d, f) ; 3,80 ppm (s, 2H, CH; 1) ; 3,96 ppm
(s, 2H, CH, j); 4,72 ppm (t, °T = 7 Hz, 1H, CH e) ; 7,40
ppm (s, 1H, CH g) ; 8,85 ppm (s, 1H, CH h)

RMN "°C (100 MHz, MeOD) : 15 ppm (CHj a); 24-32 ppm (11CH, b, ¢, f); 34 ppm

IR (KBr) :

(CHy 1) ; 41,5 ppm (CH; d) ; 44,3 ppm (CH; j) ; 54,5 ppm
(CHe); 119,3 ppm (C5) ; 132 ppm (C4) ; 136 ppm (C2) ;
169-173 ppm (3C=0)

3380 cm™ (NH3") ; 2923 cm™ (CH,) ; 1687, 1657 et 1638
cm” (3C=0 amide)

Microanalyses : expérimentale (calculée)

Gly-Gly-His-C4 :
Gly-Gly-His-C7 :
Gly-Gly-His-CS8 :

Gly-Gly-His-C10 :
Gly-Gly-His-C12 :
Gly-Gly-His-C14 :
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£ 49,35 % (49,89)
£ 51,90 % (51,86)
£ 53,68 % (53,62)

L 41,57 % (42,32) £ 6,80 % (6,60) £ 20,82 % (21,15)
£ 46,11 % (46,47) £ 7,45 % (7,34) :19,01 % (19,13)
L 47,32 % (47,68) £ 7,60 % (7,56) £ 18,19 % (18,54)

: 8,10 % (7,96)
£ 8,62 % (8,31)
:8,71 % (8,63)

£ 17,15 % (17,46)
£ 16,55 % (16,49)
£ 15,55 % (15,63)

T o =T T T T
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V1.2.2.3. Préparation des dihydrochlorures d’alkyamido-p-alanyl-histidine (6 : B-Ala-
His-Cn)

Le protocole est identique a celui de la synthése des composés Gly-Gly-His-Cn (8). La BOC-
B-alanine remplace la BOC-glycyl-glycine. Apres filtration et séchage sur CaCl, du produit de
couplage qui précipite, on obtient un solide blanc qui est ensuite recristallisé dans
I’acétonitrile. Le solide recristallisé est dispersé dans I’éther anhydre et soumis a de I’acide
chlorhydrique gazeux, produit par la réaction de 30 mL d’acide sulfurique concentré (98%)
dilué dans 10 mL d’eau sur 40 mg de chlorure de sodium. Le produit est repris dans 20 ml
d’eau puis lyophilisé. Le produit final est un solide blanc plus ou moins hygroscopique que

I’on conserve a 1’abri de I’humidité et a basse température.

Caractéristiques générales :

Composé nom n M (g.mol'l) Pf(°C) | Rendement (%)
6a B-Ala-His-C4 4 354,28 130 71
6b B-Ala-His-C7 7 396,35 140 79
6¢ B-Ala-His-C8 8 410,38 145 80
6d [-Ala-His-C10 10 438,43 174 81
6e B-Ala-His-C12 12 466,49 182 90
of B-Ala-His-C14 14 494,54 180 92
Caractéristiques spectrales :
1 2
NH—CH h

N,
g CH NH CI
5 %73
4
i L i FHC d ¢ b a
Cl H3NCHZCHZﬁNHCHﬁNHCHZCHZ(CHz)n_3CH3

Les composés B-Ala-His-Cn posseédent des caractéristiques spectrales identiques, f-Ala-His-

His-C12 est donné en tant qu’exemple.
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RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 0,94 ppm (t, 3 = 6,5 Hz, 3H, CHs a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,

18H, 9 CH, b) ; 1,51 ppm (m, 2H, CH; ¢) ; 2,72 ppm (m,
2H, CH; 1); 3,1-3,4 ppm (ma, 6H, 3 CH; d, f, j); 4,72
ppm (t, °T =7 Hz, 1H, CH e); 7,41 ppm (s, 1H, CH g) ;
8,88 ppm (s, 1H, CH h)

RMN "°C (100 MHz, MeOD) : 15,2 ppm (CHj3 a) ; 24-32 ppm (11 CH, b, ¢, f) ; 33,6 ppm

IR (KBr) :

(CH e) ; 119,2 ppm (C5); 131,9 ppm (C4) ; 135,7 ppm
(C2); 172-173 ppm (2C=0)

3280 cm™ (NH3") ; 2923 cm™ (CH,) ; 1657 et 1637 cm’™
(2C=0 amide)

Microanalyses : expérimentale (calculée)

B-Ala-His-C4 :
B-Ala-His-C7 :
B-Ala-His-C8 :
B-Ala-His-C10 :
B-Ala-His-C12 :
B-Ala-His-C14 :
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- 51,11 % (52,05)
£ 53,57 % (54,07)
£ 55,56 % (55,86)

£ 43,92 % (44,07) £ 7,08 % (7,11) £ 19,82 % (19,77)
£ 48,37 % (48,48) £ 7,68 % (7,88) £ 17,86 % (17,67)
£ 51,08 % (49,75) £ 8,32 % (8,11) £ 16,59 % (17,07)

£ 8,42 % (8,51)
: 8,80 % (8,86)
:9,12 % (9,17)

£ 16,39 % (15,97)
£ 15,92 % (15,01)
- 14,03 % (14,16)

T T T - T =
Z Z Z Z Z Z



VI.2.3 Préparation des tensioactifs trimodulaires de type I

V1.2.3.1. Tensioactifs trimodulaires a lien amide et ester

VI1.2.3.1.1. Tensioactifs trimodulaires de type I.1

1) Préparation des composés 7

Mode opératoire général : exemple de I’hydrochlorure de décanoate d’amino-éthoxy-éthyle

Dans un ballon de 250 ml, surmonté d’un Dean Stark et d’un réfrigérant, placé dans un bain

d’huile, 10 mmoles d’acide caprique (1,72 g) sont dissoutes dans 70 mL de toluéne. Puis sont

introduites 10 mmoles de 2-(2-aminoéthoxy)éthanol (1 eq; 1,05 g) ainsi que 11 mmoles

d’APTS (1,1 eq; 1,89 g). En agitant, le mélange réactionnel commence a s’homogénéiser.

Apres 18 heures de chauffage a reflux (120 °C) et une fois le mélange refroidi, le solvant est

concentré a 50%. Un solide blanc précipite, il est repris a I’acétate d’éthyle puis filtré sur fritté

de porosité¢ 4. Ce produit est recristallisé dans I’acétate d’éthyle, puis soumis durant 30

minutes a un courant d’HCI gazeux dans 100 mL d’éther. Une poudre blanche cristalline est

obtenue.

Caractéristiques générales :

Composé M (g.mol™) Pf(°C) Rendement (%)
7a 251,79 80 81
7b 295,85 90 80

Caractéristiques spectrales :

Hydrochlorure de décanoate d’amino-éthyle (7a)

f e

d

C b

a

- +
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RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 0,90 ppm (t, 3 = 6,5 Hz, 3H, CHs a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
12H, 6CH; b) ; 1,6 ppm (m, 2H, CH; ¢) ; 2,28 ppm (t, 3 =
7,5 Hz, 2H, CH, d) ; 3,01 ppm (t, >J = 5 Hz, 2H, CH, f);
4,32 ppm (t, °J = 5 Hz, 2H, CH, ¢)

RMN "°C (100 MHz, MeOD) : 15,3 ppm (CH; a) ; 24-35 ppm (7 CH, b, ¢); 35,2 ppm
(CH; d); 40,2 ppm (CH; f); 67,1 ppm (CH; e); 176,4
ppm (C=0)

IR (KBr) : 3080 cm” (NH3") ; 2921 ecm™ (CH,) ; 1739 cm™ (C=0

ester)

Hydrochlorure de décanoate d’amino-éthoxy-éthyle (7b)

) Lhog f e d ¢ b a
Cl H3NCHZCHZOCHZCHZOﬁCHzCHZ(CHZ)GCH3

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 0,90 ppm (t, °J = 6,5 Hz, 3H, CH; a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
12H, 6CH; b) ; 1,62 ppm (m, 2H, CH; ¢) ; 2,34 ppm (t, 7
=17,5 Hz, 2H, CH, d) ; 3,12 ppm (t, °J = 5 Hz, 2H, CH, h);
3,72 ppm (m, 4H, 2 CH; f, g) ; 4,26 ppm (t, 3] =5 Hz, 2H,
CH; e)

RMN "°C (100 MHz, MeOD) : 15,3 ppm (CH; a) ; 24-35 ppm (7 CH, b, ¢); 35,7 ppm
(CHz d) ; 41,4 ppm (CH; h) ; 65,1 ppm (CH; e) ; 68,6 ppm

(CH, g) ; 71,1 ppm (CH, 1) ; 176,2 ppm (C=0)

IR (KBr) : 3080 cm™ (NH3") ; 2921 cm™ (CHa) ; 1739 cm™ (C=0
ester) ; 1120 cm™ (C-O-C)
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2) Préparation des composés 9 (His-aEQ,e-Cn)

Dans un ballon de 250 ml, 7,8 mmoles de BOC-histidine (2 g) sont dissoutes dans 50 mL
d'acétonitrile, sous agitation magnétique. Puis sont ajoutées 7,8 mmoles de BOP (1 eq; 3,45
g), 23,4 mmoles de trié¢thylamine (3 eq; 2,36 g) et enfin 7,8 mmoles du composé 7 (1 eq).
Tout est solubilisé en quelques minutes, le mélange prend une coloration orangée. La réaction
est laissée sous agitation a température ambiante durant 15 heures. Le solvant est évaporé
sous pression réduite, un produit visqueux contenant une phase solide est obtenu. 30 mL
d'acétate d'éthyle sont ajoutés et le mélange est filtré a I’aide d'un fritté de porosité 4. Le filtrat
est lavé successivement avec 20 mL d'une solution d'HC1 0,1 N, 20 mL de solution saturée de
NaHCOs, puis deux fois avec 20 mL de solution saturée de NaCl. Apres séchage sur MgSQOq4
et évaporation sous pression réduite, on obtient un solide blanc lavé a I'éther et filtré. Celui-ci
est dispersé dans I’éther anhydre et soumis a de I’acide chlorhydrique gazeux, produit par la
réaction de 30 mL d’acide sulfurique concentré (98%) dilué dans 10 mL d’eau sur 40 mg de

chlorure de sodium. Le produit final est un solide blanc plus ou moins hygroscopique.

Caractéristiques générales :

Composé M (g.mol™) Pd (°C) Rendement (%)
9a 425,39 120 82
9b 469,45 125 80

Caractéristiques spectrales :

Dihydrochlorure de décanoate d’histidyl-amido-éthyle (9a)

o cl,
) 3NH
2CH§ \ 4 h g f e d ¢ b a
| //C—CH2?HﬁNHCHZCHZOﬁCHzCHg(CHz)GCHs
NH *
1 —~CH H3N .0

51 Cl
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RMN 'H (400 MHz, MeOD) :

RMN "*C (100 MHz, MeOD) :

IR (KBr) :

0,90 ppm (t, °J = 6,5 Hz, 3H, CH; a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
12H, 6CH; b) ; 1,62 ppm (m, 2H, CH; ¢) ; 2,34 ppm (t, 3
=7,5Hz, 2H, CH, d) ; 3,01 ppm (t, °J = 5 Hz, 2H, CH, f) ;
3,37 ppm (md, 2H, CH, h) ; 4,24 ppm (t,J = 7 Hz, 1H,
CH g) ; 4,32 ppm (t, °J = 5 Hz, 2H, CH, ¢) ; 7,02 ppm (s,
1H, CH 1) ; 7,45 ppm (s, 1H, CH )

15,3 ppm (CHj3 a) ; 23-36 ppm (8CH; b, ¢, h); 35,2 ppm
(CH; d) ; 54,3 ppm (CH g) ; 55,2 ppm (CH; f) ; 63,8 ppm
(CHz e) ; 118,82 ppm (C5) ; 134,0 ppm (C2) ; 137,18 ppm
(C4) ; 175-176 ppm (2C=0)

3304 cm™ (NH3") ; 2921 em™ (CH,) ; 1739 cm™ (C=0
ester) ; 1648 cm™ (C=0 amide)

Dihydrochlorure de décanoate d’histidyl-amido-éthoxy-éthyle (9b)

cl .,
\4 |

1
2 CH

3
=

NH
5k

RMN 'H (400 MHz, MeOD) :

RMN "*C (100 MHz, MeOD) :
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h g f e d ¢ b a

/C—CH2CliHﬁNHCHZCHZOCHchzoﬁCHZCHQ(CH2)6CH3
+
1 —CH HsN O

0,90 ppm (t, °J = 6,5 Hz, 3H, CH; a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
12H, 6CH; b) ; 1,62 ppm (m, 2H, CH; ¢) ; 2,34 ppm (t, 3y
=7,5Hz, 2H, CH, d) ; 3,12 ppm (t, °T = 5 Hz, 2H, CH, h)
; 3,37 ppm (md, 2H, CH; j) ; 3,6-3,7 ppm (ma, 4H, 2CH,
f, g); 4,26 ppm (t, °T = 5 Hz, 2H, CH, e) ; 4,34 ppm (m,
IH, CH1); 6,97 ppm (s, 1H, CH k) ; 7,51 ppm (s, 1H, CH
)

15,3 ppm (CHs a) ; 23-36 ppm (8CH; b, c, j); 34,7 ppm
(CH; d) ; 42,7 ppm (CH; h) ; 55,6 ppm (CH 1) ; 63,8 ppm
(CHz e) ; 70-71 (2CH; {1, g) ; 118,2 ppm (C5) ; 133,4 ppm
(C2); 137,2 ppm (C4) ; 175-176 ppm (2C=0)



IR (KBr) : 3330 em™ (NH3") ; 2921 em™ (CHy) ; 1737 em™ (C=0
ester) ; 1649 cm™ (C=0 amide) ; 1121 cm™ (C-0-C)

3) Préparation des composés 12 (Gly-Gly-His-aEQ,e-Cn)

Dans un ballon de 250 ml, 7,6 mmoles de BOC-glycyl-glycine (1,76 g) sont dissoutes dans 50
mL d'acétonitrile, sous agitation magnétique. Puis sont ajoutées 7,6 mmoles de BOP (1 eq;
3,36 g), 30,4 mmoles de tri¢thylamine (4 eq ; 3,07 g) et enfin 7,6 mmoles d’His-aEQ,e-Cn
(9) (1 eq). Tout est solubilisé en quelques minutes, le mélange prend une coloration orangée.
La réaction est laissée sous agitation a température ambiante durant 15 heures. le solvant est
évaporé sous pression réduite, un produit visqueux contenant une phase solide est obtenu. 30
mL d'acétate d'éthyle sont ajoutés et le mélange est filtré a 1’aide d'un fritté de porosité 4. Le
filtrat est lavé successivement avec 20 mL d'une solution d'HCI1 0,1 N, 20 mL de solution
saturée de NaHCOs, puis deux fois avec 20 mL de solution saturée de NaCl. Apres séchage
sur MgSO, et évaporation sous pression réduite, on obtient un solide blanc lavé a 1'éther et
filtré. Le filtrat est lavé successivement avec 20 mL d'une solution d'HCI1 0,1 N, 20 mL de
solution saturée de NaHCOs, puis deux fois avec 20 mL de solution saturée de NaCl. Apres
séchage sur MgSO, et évaporation sous pression réduite, on obtient un solide blanc lavé a
1'éther et filtré. Celui-ci est dispersé dans 1’éther anhydre et soumis a de 1’acide chlorhydrique
gazeux, produit par la réaction de 30 mL d’acide sulfurique concentré (98%) dilué dans 10
mL d’eau sur 40 mg de chlorure de sodium. Le produit est repris dans 20 ml d’eau puis
lyophilisé. Le produit final est un solide blanc plus ou moins hygroscopique que 1’on conserve

a I’abri de I’humidité et a basse température.

Caractéristiques générales :

Composé M (g.mol™) Pd (°C) Rendement (%)
12a 539,49 149 81
12b 583,55 152 82
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Caractéristiques spectrales :

Dihydrochlorure de décanoate de glycyl-glycyl-histidyl-amido-éthyle (12a)

o2
NH—CH ]

\ .
I CH NH Cl
5 N3
C
4
1 k hHZCg f e d ¢ b a

+

cr H3NCHZﬁNHCHz|C|:NHCH|C|:NHCH2CH20ﬁCHzCH2(CH2)6CH3

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 0,90 ppm (t, 3 = 6,5 Hz, 3H, CHs a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
12H, 6CH; b) ; 1,62 ppm (m, 2H, CH; ¢) ; 2,21 ppm (t, 37
= 17,5 Hz, 2H, CH; d) ; 3,29 ppm (md, 2H, CH; h) ; 3,41
ppm (t, =5 Hz, 2H, CH; f) ; 3,78 ppm (s, 2H, CH; k) ;
4,12 ppm (s, 2H, CH, 1) ; 4,34 ppm (m, 2H, CH; e) ; 4,45
ppm (m, 1H, CH g) ; 7,42 ppm (s, 1H, CH i) ; 7,83 ppm
(s, IH, CH )

RMN "°C (100 MHz, MeOD) : 15,3 ppm (CHj3 a) ; 23-36 ppm (10CH, b, ¢, d, h, k) ; 44,1
ppm (CH; 1) ; 52,3 ppm (CH g) ; 55,3 ppm (CH; f) ; 63,6
ppm (CH; e); 120,1 ppm (CS); 130,2 ppm (C2); 147,1
ppm (C4) ; 170-176 ppm (4C=0)

IR (KBr) : 3380 cm™ (NH3") ; 2921 cm™ (CH,); 1738 cm™ (C=0O
ester) ; 1686, 1649 et 1626 cm™ (3C=0 amide)
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Dihydrochlorure de décanoate de glycyl-glycyl-histidyl-amido-éthoxy-éthyle (12b)

n

2
NH—CH 1

+ -
k CH NH ClI

NN
\C/3
41

ijZCi h ¢ f e d c b a

- +
Cl HsN CH2lCl,NHCH2|C|3NHCH|C|NHCH2CH20CH2CH20|C|)CH2CH2(CH2)6CH3

RMN 'H (400 MHz, MeOD) :

RMN *C (100 MHz, MeOD) :

IR (KBr) :

0,90 ppm (t, °J = 6,5 Hz, 3H, CHs, a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
12H, 6CH,, b) ; 1,62 ppm (m, 2H, CHy, ¢) ; 2,21 ppm (t, 3y
= 17,5 Hz, 2H, CH,, d) ; 3,30 ppm (md, 2H, CHa, j) ; 3,45
ppm (t, °J = 5 Hz, 2H, CHa, h) ; 3,58 ppm (t, °J = 5 Hz,
2H, CH,, f) ; 3,71 (t, °J = 5 Hz, 2H, CHa, g) ; 3,77 (s, 2H,
CHj, m) ; 3,99 ppm (s, 2H, CHj, n) ; 4,32 ppm (m, CHa, e)
4,82 ppm (m, 1H, CH, i) ; 7,44 ppm (s, 1H, CH, k) ; 7,84
ppm (s, 1H, CH, 1)

15,3 ppm (CHj3, a); 23-36 ppm (10CHy, b, ¢, d, j, m);
39,2 (CHy, e); 43,7 ppm (CHa, n); 53,3 ppm (CH, 1) ;
63,5 ppm (CHa, h); 70-71 ppm (2CHa, f, g); 120,1 ppm
(C5); 130,0 ppm (C2); 147,0 ppm (C4); 170-176 ppm
(4C=0)

3392 cm™ (NH3") ; 2921 cm™ (CH,); 1737 em™ (C=0O
ester) ; 1686, 1649 et 1626 cm™ (3C=0 amide) ; 1120 cm
(C-0-C)

Microanalyses : expérimentale (calculée)

Gly-Gly-His-aEOe-C10 : C: 48,62 % (48,98) H:7.38% (7,47) N:1532 % (15,58)
Gly-Gly-His-aEO,e-C10 : C : 48,92 % (49,40) H:7.48 % (7,60)  N: 14,12 % (14,40)
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4) Préparation des composé 13 (-Ala-His-aEQ,e-Cn)

Le protocole est identique a celui de la synthese des composés Gly-Gly-His-aEQO,e-Cn (12).
La BOC-B-alanine remplace la BOC-glycyl-glycine.

Caractéristiques générales :

Composé M (g.mol™) Pd (°C) Rendement (%)
13a 496,47 146 82
13b 540,53 150 84

Caractéristiques spectrales :

Dihydrochlorure de décanoate de [-alanyl-histidyl-amido-éthyle (13a)

) B h HZCg f e d c b a
Cl H3NCH2CH2ﬁNHCHﬁNHCHZCHzoﬁCHZCHZ(CH2)6CH3

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 0,90 ppm (t, 3] = 6,5 Hz, 3H, CH; a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
12H, 6CH; b) ; 1,62 ppm (m, 2H, CH; ¢) ; 2,48 ppm (t, 37
=7,5 Hz, 2H, CH, d) ; 2,72 ppm (t, °J = 7,5 Hz, 2H, CH,
k) ; 3,29 ppm (md, 2H, CH; h) ; 3,41 ppm (t, °J = 5 Hz,
2H, CH, f) ; 3,70 (t,°] = 7,5 Hz, 2H, CH, 1) ; 4,33 ppm (m,
2H, CH, e); 4,74 ppm (t, °J = 7,5 Hz, 1H, CH g); 7,40
ppm (s, 1H, CH 1) ; 7,89 ppm (s, 1H, CH j)

RMN "*C (100 MHz, MeOD) : 15,3 ppm (CH3 a) ; 23-36 ppm (10CH, b, ¢, d, h, k) ; 37,7
ppm (CH; 1) ; 52,3 ppm (CH g) ; 55,3 ppm (CH; f) ; 63,6
ppm (CH; e); 120,3 ppm (CS5); 130,2 ppm (C2); 147
ppm (C4) ; 170-176 ppm (3C=0)
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IR (KBr) : 3240 em™ (NH3") ; 2926 ecm™ (CH,) ; 1739 em™ (C=0
ester) ; 1648 et 1621 cm™ (2C=0 amide)

Dihydrochlorure de décanoate de [-alanyl-histidyl-amido-éthoxy-éthyle (13b)

1 2
NH—CH 1
+

Kk CH NH CI

5\\(;/3

+0 m szCi h ¢ f e d ¢ b a

o H3NCHZCHZﬁNHCHﬁNHCHZCHZOCHZCHZOﬁCH2CH2(CH2)GCH3

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 0,90 ppm (t, 3 = 6,5 Hz, 3H, CHs a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
12H, 6CH, b) ; 1,62 ppm (m, 2H, CH, ¢) ; 2,48 ppm (t, °J
=7,5 Hz, 2H, CH, d) ; 2,72 ppm (t, °J = 7,5 Hz, 2H, CH,
m) ; 3,15-3,30 ppm (ma, 4H, 2CH, h, j) ; 3,42 ppm (t, *J =
5 Hz, CH; g); 3,57 ppm (t, =5 Hz, CH; f); 3,70 ppm
(t,*J =7,5 Hz, 2H, CH, n) ; 4,25 ppm (t, °J = 6,5 Hz, CH,
e); 4,75 ppm (t, 3= 7,5 Hz, 1H, CH 1) ; 7,41 ppm (s, 1H,
CHk) ; 7,88 ppm (s, 1H, CH I)

RMN "°C (100 MHz, MeOD) : 15,3 ppm (CHj3 a) ; 23-36 ppm (10CH, b, ¢, d, j, m) ; 37,7
ppm (CH; n) ; 39,2 (CH; e) ; 52,3 ppm (CH i) ; 63,5 ppm
(CH; h) ; 70-71 ppm (2CH; f, g) 120,1 ppm (C5) ; 130,2
ppm (C2) ; 147,1 ppm (C4) ; 170-176 ppm (3C=0)

IR (KBr) : 3240 cm™ (NH3") ; 2926 cm™ (CH,) ; 1739 cm™ (C=0
ester) ; 1648 et 1621 cm™ (2C=0 amide) ; 1122 cm™ (C-
0-C)

Microanalyses : expérimentale (calculée)

B-Ala-His-aEOe-C10:  C:50,61 % (50,80) H:7.87%(7,92) N:13,92% (14,11)
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B-Ala-His-aEO5e-C10:  C:50,91 % (51,11) H:7.88% (8,02) N: 12,89 % (12,96)

V1.2.3.1.2. Tensioactifs trimodulaires de type 1.2
1) Préparation du composé 14

Dans un cristallisoir, sont introduits 10 mmoles d’acide caprique (1,72 g) et 10 mmoles de 2-
(2-aminoethoxy)éthanol (1 eq ; 1,05 g). Le mélange est homogénéis¢€ en chauffant légérement
avec un seche-cheveux. Le cristallisoir est placé dans un four micro-ondes dont la puissance
est réglée a 350 W pendant 3 minutes, on observe un dégagement gazeux. Apres
refroidissement, une cire de couleur jaune est obtenue, elle est dissoute dans 60 mL d’acétate
d’éthyle. Cette phase est lavée successivement avec 20 mL de solution saturée de NaHCO;
puis deux fois avec 20 mL de solution saturée de NaCl. Apres séchage sur MgSO, et

évaporation sous pression réduite, le solide blanc obtenu est recristallisé dans 1’éther.
Caractéristiques générales :

Décanamido-éthoxy-éthanol (14)

Masse molaire : 259,38 g.mol

Rendement : 90 %

Point de fusion : 70 °C

CCM (SiO;; EtOH/AcOEt 1/5 v/v) : Rf = 0,65

Caractéristiques spectrales :

h ¢ f e d ¢ b a
HOCHZCHZOCHZCHzNHﬁCHZCHz(CH2)6CH3

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 0,94 ppm (t, 3 = 6,5 Hz, 3H, CHs a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
12H, 6CH, b) ; 1,64 ppm (m, 2H, CH> ¢) ; 2,29 ppm (t, °J
=17,5 Hz, 2H, CH, d) ; 3,40 ppm (t, °J = 5 Hz, 2H, CH, ¢)
: 3,57 ppm (ma, 4H, 2CH; f, g) ; 3,71 ppm (t, °J = 5 Hz,
2H, CH, h)
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RMN *C (100 MHz, MeOD) : 15,2 ppm (CHj3 a) ; 24-37,5 ppm (7 CH, b, ¢) ; 37,9 ppm
(CH, f) ; 74,2 ppm (CH; g) ; 177,2 ppm (C=0)

IR (KBr) : 2921 em™ (CH,) ; 1633 cm™ (C=0 amide) ; 1560 cm™
(NH amide) ; 1131 cm™ (C-O-C)

2) Préparation du composé 16 (His-eEQ»a-C10)

Dans un ballon de 250 ml, 7,8 mmoles de BOC-histidine (2 g) sont dissoutes dans 50 mL
d'acétonitrile, sous agitation magnétique. Puis sont ajoutées 7,8 mmoles de BOP (1 eq; 3,45
g), 15,6 mmoles de triéthylamine (2 eq; 1,57 g) et enfin 7,8 mmoles du composé 14 (1 eq ;
2,02 g). Tout est solubilisé en quelques minutes, le mélange prend une coloration orangée. La
réaction est laissée sous agitation a température ambiante durant 15 heures. Le solvant est
évaporé sous pression réduite, un produit visqueux est obtenu. Le résidu est repris par de
I’acétate d’éthyle puis lavé successivement par 20 mL d'une solution d'HCI1 0,1 N, 20 mL de
solution saturée de NaHCOs3, puis deux fois par 20 mL de solution saturée de NaCl. Apres
séchage sur MgSQ, et évaporation de la phase organique, on obtient un solide blanc qui est
alors lavé par de I'éther et filtré. Celui-ci est dispersé dans 1’éther anhydre et soumis a de
I’acide chlorhydrique gazeux, produit par la réaction de 30 mL d’acide sulfurique concentré
(98%) dilué dans 10 mL d’eau sur 40 mg de chlorure de sodium. Le produit final est un solide

blanc plus ou moins hygroscopique.

Caractéristiques générales :

Dihydrochlorure d’histidinoate de décylamido-éthoxy-éthyle (16)
Masse molaire : 469,45 g.mol’

Rendement : 83 %

Point de décomposition : 130 °C
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Caractéristiques spectrales :

cl,
—NH .

2CH= \ 4 J

NH

i

h ¢ f e d ¢ b a

/C—CH2?HﬁOCHZCHzoCHZCHZNHﬁCHZCHZ(CH2)6CH3
+

1 —CH HsN _O

5k

RMN 'H (400 MHz, MeOD) :

RMN "*C (100 MHz, MeOD) :

IR (KBr) :

Cl

0,94 ppm (t, °J = 6,5 Hz, 3H, CH; a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
12H, 6 CH, b) ; 1,63 ppm (m, 2H, CH; ¢) ; 2,24 ppm (t, 37
= 7,5 Hz, 2H, CH; d); 3,40 ppm (md, 2H, CH; j); 3,47
ppm (t, °J =5 Hz, 2H, CH; ¢) ; 3,57 ppm (t, °J = 5 Hz, 2H,
CH, f) ; 3,73 ppm (t, °J = 5 Hz, 2H, CH, g) ; 4,3-4,6 (ma,
3H, CH, h, CH 1) ; 7,59 (s, 1H, CH k) ; 7,74 (s, 1H, CH 1)

15,2 ppm (CHj3 a); 24-38 ppm (9CH; b, ¢, d, j, CH, 1) ;
41,1 ppm (CH; e) ; 63,0 ppm (CH; h) ; 70-71 ppm (2CH;
f, g); 119,2 ppm (C5) ; 130,4 ppm (C2) ; 140,3 ppm (C4) ;
173-178 ppm (2C=0)

3310 cm™ (NH3") ; 2921 cm™ (CHa) ; 1739 cm™ (C=0
ester) ; 1642 cm™ (C=0 amide) ; 1121 cm™ (C-0-C)

3) Préparation du composé 19 (Gly-Gly-His-eEQ»a-C10)

Dans un ballon de 250 ml, 7,6 mmoles de BOC-glycyl-glycine (1,76 g) sont dissoutes dans 50

mL d'acétonitrile, sous agitation magnétique. Puis sont ajoutées 7,6 mmoles de BOP (1 eq;

3,36 g), 30,4 mmoles de triéthylamine (4 eq ; 3,07 g) et enfin 7,6 mmoles d’His-eEQ;a-Cn

(16) (1 eq, 3,57 g). Tout est solubilisé en quelques minutes, le mélange prend une coloration

orangée. La réaction est laissée sous agitation a température ambiante durant 15 heures. le

solvant est évaporé sous pression réduite, un produit visqueux contenant une phase solide est

obtenu. 30 mL d'acétate d'é¢thyle sont ajoutés et le mélange est filtré a I’aide d'un fritté de

porosité 4. Le filtrat est lavé successivement avec 20 mL d'une solution d'HCI 0,1 N, 20 mL

de solution saturée de NaHCOs3, puis deux fois avec 20 mL de solution saturée de NaCl.
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Apres séchage sur MgSOy et évaporation sous pression réduite, on obtient un solide blanc
lavé a I'éther et filtré. Le filtrat est lavé successivement avec 20 mL d'une solution d'HCI 0,1
N, 20 mL de solution saturée de NaHCOs, puis deux fois avec 20 mL de solution saturée de
NaCl. Apres séchage sur MgSO, et évaporation sous pression réduite, on obtient un solide
blanc lavé a I'éther et filtré. Celui-ci est dispersé dans I’éther anhydre et soumis a de 1’acide
chlorhydrique gazeux, produit par la réaction de 30 mL d’acide sulfurique concentré (98%)
dilu¢ dans 10 mL d’eau sur 40 mg de chlorure de sodium. Le produit est repris dans 20 ml
d’eau puis lyophilisé. Le produit final est un solide blanc plus ou moins hygroscopique que

I’on conserve a I’abri de I’humidité et a basse température.
Caractéristiques générales :

Dihydrochlorure de glycyl-glycyl-histidinoate de décylamido-éthoxy-éthyle (19)
Masse molaire : 583,55 g.mol
Rendement : 81 %

Point de décomposition : 140 °C

Caractéristiques spectrales :

1 2
NH—CH 1

k CH \\NH+CI-
5 \\C/3

) L0 m jH2C h g f e d ¢ b a
Cl H3NCH2ﬁNHCH2ﬁNHCHﬁOCHZCHZOCHZCHZNHﬁCHzCHZ(CHZ)GCH3

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 0,92 ppm (t, ’J = 6,5 Hz, 3H, CH; a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
12H, 6CH, b) ; 1,61 ppm (m, 2H, CH, ¢) ; 2,22 ppm (t, *J
= 17,5 Hz, 2H, CH; d) ; 3,35 ppm (md, 2H, CH; j) ; 3,45
ppm (t, °J =5 Hz, 2H, CH, ¢) ; 3,58 ppm (t, °J = 5 Hz, 2H,
CH, f); 3,71 (t, T = 5 Hz, 2H, CH, g) ; 3,77 (s, 2H, CH,
m) ; 3,99 ppm (s, 2H, CH; n) ; 4,32 ppm (m, CH; h) ; 4,79
ppm (m, 1H, CH 1) ; 7,54 ppm (s, 1H, CH k) ; 7,74 ppm (s,
1H, CH 1)
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RMN C (100 MHz, MeOD) : 15,2 ppm (CHs a) ; 24-36 ppm (10CH, b, ¢, d, j, m) ; 42,6
(CHz e); 44,2 ppm (CHz n) ; 53,8 ppm (CH 1) ; 66,8 ppm
(CH; h) ; 70-72 ppm (2CH; £, g) ; 119,8 ppm (C5) ; 131.,4
ppm (C2) ; 135,9 ppm (C4) ; 169-172 ppm (4C=0)

IR (KBr) : 3225 em™ (NH3") ; 2921 em™ (CH,); 1739 cm™ (C=0
ester) ; 1683, 1653 et 1618 cm™ (3C=0 amide) ; 1120 cm™
(C-0-C)

Microanalyse : expérimentale (calculée)

Gly-Gly-His-eE0,a-C10 : C: 49,11 % (49,40) H:7,78 % (7,60)  N: 14,23 % (14,40)

4) Préparation du composé 20 (-Ala-His-eEQza-C10)

Le protocole est identique a celui de la synthése du composé Gly-Gly-His-eEO,a-Cn (19).
La BOC-B-alanine remplace la BOC-glycyl-glycine.

Caractéristiques générales :

Dihydrochlorure de B-alanyl-histidinoate de décylamido-éthoxy-éthyle (20)
Masse molaire : 540,53 g.mol
Rendement : 82 %

Point de décomposition : 150 °C

Caractéristiques spectrales :

1 2
NH—CH 1

+

k CH NH CI
5 \\C/3

i ,nom j HC h g f e d ¢ b a
Cl H3NCH2CH2ﬁNHCHlCl)OCHZCHzOCHZCHZNHﬁCHZCHZ(CH2)6CH3
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RMN 'H (400 MHz, MeOD) :

RMN "*C (100 MHz, MeOD) :

IR (KBr) :

0,92 ppm (t, ’J = 6,5 Hz, 3H, CH; a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
12H, 6CH; b) ; 1,62 ppm (m, 2H, CH; ¢) ; 2,24 ppm (t, 3
=7,5 Hz, 2H, CH, d) ; 2,72 ppm (t, °J = 7,5 Hz, 2H, CH,
m) ; 3,15-3,30 ppm (ma, 4H, 2CH; e, j) ; 3,44 ppm (t, 3 =
5 Hz, CH; g) ; 3,57 ppm (t, °J = 5 Hz, CH, f) ; 3,70 ppm
(t, T =7,5Hz, 2H, CH; n) ; 4,30 ppm (t, °’J = 6,5 Hz, CH,
h) ; 4,76 ppm (t, °T = 7,5 Hz, 1H, CH i) ; 7,41 ppm (s, 1H,
CHk) ; 7,88 ppm (s, 1H, CH )

15,3 ppm (CHs a) ; 23-36 ppm (10CH, b, ¢, d, j, m) ; 37,7
ppm (CH; n) ; 42,6 ppm (CH; e) ; 53,2 ppm (CH i) ; 66,7
ppm (CH; h); 70-71 ppm (2CH; f, g) 120,1 ppm (C5) ;
130,2 ppm (C2) ; 147,1 ppm (C4) ; 170-174 ppm (3C=0)

3250 cm™ (NH3") ; 2921 em™ (CH,); 1737 em™ (C=0O
ester) ; 1646 et 1620 cm™ (2C=0 amide) ; 1122 cm™ (C-
0-C)

Microanalyse : expérimentale (calculée)

B-Ala-His-eE0,a-C10 :  C:49,11 % (49,40) H:7,78 % (7,60)  N: 14,23 % (14,40)

V1.2.3.2. Tensioactifs trimodulaires a deux liens amides

V12.3.2.1. Préparation du composé 21

Dans un ballon de 500 ml placé dans un bain d'eau froide, 320 mmoles d'(éthylénedioxy)bis-

¢thylamine sont dissoutes dans 200 ml de CHCl; sous agitation. Puis sont ajoutées pendant

une heure et par portion, 27 mmoles de chlorure de triphenylméthyle en maintenant la

température du bain entre 5 et 10 °C. Le mélange est agité¢ jusqu'a ce que la température

remonte a I'ambiante. Le mélange est ensuite lavé par 200 mL de solution saturée de NaCl.

Apres séchage sur MgSQOys, le solvant est évaporé sous pression réduite. Un produit visqueux
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de couleur jaune translucide est obtenu. Celui-ci est purifié par chromatographie sur gel de

silice (élution graduée AcOEt / MeOH)

Caractéristiques générales :

Amino-éthoxy-éthoxy-éthyl-triphénylméthylamine (21)
Masse molaire : 259,38 g.mol

Rendement : 90 %

CCM (SiO;; AcOEt) : Rf = 0,57

Caractéristiques spectrales :

f e d ¢ b a
Ph3CNHCHZCH200H2CHZOCH2CH2NH2

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 1,35 ppm (s large, 3H, NH,, NH) ; 2,02 ppm (t, °J = 5,2
Hz 2H, CH, f); 2,53 ppm (t, °J = 5,2 Hz, 2H, CH, a) ;
3,2-3,5 ppm (m, 8H b, ¢, d, e); 7-7,5 ppm (ma, 15H,

protons aromatiques)

RMN "°C (100 MHz, CDCl3) : 42,0 ppm (CH, a) ; 43,3 ppm (CH, f) ; 70,4 ; 70,6 ; 71,5 ;
73,6 ppm (4 CH, b, c, d, e); 126,5; 128,1; 129 ppm

(carbone aromatiques) ; 146,4 ppm (carbone quaternaire)

IR (KBr) : 3382 cm™ (NHy) ; 1120 et 1094 cm™ (C-O-C) ; 703, 743

cm’ (aromatiques)

VI1.2.3.2.2. Préparation du composé 23 (dihydrochlorure d’alkylamido-éthoxy-éthoxy-

éthylamine)

Dans un ballon de 250 ml, 10 mmoles d’acide gras sont dissoutes dans 50 mL d'acétonitrile,
sous agitation magnétique. Puis sont ajoutées 10 mmoles de BOP (1 eq ; 4,42 g), 20 mmoles

de triéthylamine (2 eq; 2,02 g) et enfin 10 mmoles du composé 21 (1 eq). La réaction est
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laissée sous agitation a température ambiante durant 15 heures. Le solvant est évaporé sous

pression réduite, un liquide visqueux de couleur orange est obtenu. Il est dissous dans 30 mL

d'acétate d'éthyle. Cette phase organique est lavée successivement par 20 mL d'une solution

d'HCI1 0,1 N, 20 mL de solution saturée de NaHCOs3 puis deux fois par 20 mL de solution

saturée de NaCl. Apres séchage sur MgSO, et élimination de 1’acétate d’éthyle, le groupement

triphénylméthyle est retiré en solubilisant le liquide visqueux obtenu dans un mélange de 15

mL de CH,Cl,, 40 mL de THF et 40 mL d’HCI (37%). Les solvants sont ¢liminés sous

pression réduite, puis le solide blanc amorphe obtenu est recristallisé dans 1’acétonitrile.

Caractéristiques générales :

Composé n M (g.mol™) Pf(°C) | Rendement (%)
23a 10 338,91 156 69
23b 12 366,97 120 76
23¢ 14 395,02 80 85
Caractéristiques spectrales :
b i h g f e d ¢ b a

cr HgNCH,CH0CH,CH,0CH,CH NG CHyCHy(CHyy.4CH

O

Les composés 23 possedent des caractéristiques spectrales identiques, le dérivé en C12 est

donné en tant qu’exemple.

RMN 'H (400 MHz, MeOD) :

0,94 ppm (t, °J = 6,5 Hz, 3H, CH; a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
16H, 8CH; b) ; 1,64 ppm (m, 2H, CH; ¢) ; 2,23 ppm (t, 3y
= 6,5 Hz, 2H, CH, d) ; 2,96 ppm (t, °J = 5 Hz, 2H, CH, j) ;
3,40 ppm (t, °J = 5 Hz, 2H, CH; ¢) ; 3,58 ppm (t, ’T = 5
Hz, 2H, CH, f) ; 3,63 ppm (t, °J = 5 Hz, 2H, CH, i) ; 3,68
ppm (s, 4H, 2CH, g,h)
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RMN C (100 MHz, CDCls) : 15,3 ppm (CHj a); 22-38 ppm (10CH; b, c, d); 40,9 et
41,5 ppm (2CHz e, j) ; 68-72 ppm (4CH; f, g, h, 1) ; 177,2
ppm (C=0)

IR (KBr) : 3256 cm™ (NH3") ; 2921 em™ (CH,); 1633 cm™ (C=0
amide) ; 1125 et 1094 cm™ (C-O-C)

V12.3.2.3. Préparation du composé 25 (His-aEQ3;a-Cn : dihydrochlorure d’alkylamido-
éthoxy-éthoxy-éthylamidohistidine)

Dans un ballon de 250 ml, 7,8 mmoles de BOC-histidine (2 g) sont dissoutes dans 50 mL
d'acétonitrile, sous agitation magnétique. Puis sont ajoutées 7,8 mmoles de BOP (1 eq; 3,45
2), 23,4 mmoles de triéthylamine (3 eq; 2,06 g) et enfin 7,8 mmoles du composé 23 (leq).
Avant méme que la solubilisation des réactifs soit totale, un précipité blanc apparait sauf pour
le dérivé C10. La réaction est laissée sous agitation a température ambiante durant 15 heures.
Dans le cas ou un précipité est obtenu, il est filtré sur fritté¢ de porosité 4, lavé avec 50 mL
d'acétonitrile puis avec 50 mL d'éther. Le solide blanc obtenu est ensuite recristallisé¢ dans
'acétonitrile. Pour le dérivé C10, on applique la procédure de lavages habituelle (page 220).
Apres séchage sur MgSO, et évaporation sous pression réduite, on obtient un solide blanc
lavé a I'éther et filtré. Celui-ci est dispersé dans 1’éther anhydre et soumis a de 1’acide
chlorhydrique gazeux, produit par la réaction de 30 mL d’acide sulfurique concentré (98%)
dilué dans 10 mL d’eau sur 40 mg de chlorure de sodium. Le produit final est un solide blanc

plus ou moins hygroscopique.

Caractéristiques générales :

Composé n M (g.mol™) Pf(°C) | Rendement (%)
25a 10 512,51 170 81
25b 12 540,57 134 88
25¢ 14 568,62 112 90
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Caractéristiques spectrales :

cl .

/H

j 1 h g f e d ¢ b a

| /C—CH2C|3H|(‘TNHCH2CH200HZCH20CH20H2NH|C|3CH2CH2(CH2)n_4CH3
NH *

1 —CH H3N 0

5m Cl

Les composés His-aE03a-Cn possédent des caractéristiques spectrales identiques, His-aE03a-

C12 est donné en tant qu’exemple.

RMN 'H (400 MHz, MeOD) :

RMN "*C (100 MHz, CDCl3) :

IR (KBr) :

V1.2.3.2.4. Préparation du

0,94 ppm (t, °J = 6,5 Hz, 3H, CH; a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
16H, 8CH, b) ; 1,63 ppm (m, 2H, CH; ¢) ; 2,25 ppm (t, 3]
=7 Hz, 2H, CH; d); 3,4-3,7 ppm (ma, 4H, 2CH; f, j);
4,28 ppm (t,°J = 6,7 Hz, 1H, CH k) ; 7,58 ppm (s, 1H, CH
m) ; 8,97 ppm (s, 1H, CH n)

15,3 ppm (CHj3 a) ; 22-38 ppm (10CH; b, c, d, 1) ; 40,9 et
41,5 ppm (2CH; e, j); 55,7 ppm (CH k); 68-72 ppm
(4CH, f, g, h, 1) ; 118,2 ppm (C5) ; 133,4 ppm (C2) ; 137,2
ppm (C4) ; 175-176 ppm (2C=0)

3291 cm™ (NH;") ; 2921 cm™ (CHy) ; 1648 et 1633 cm’™
(2C=0 amide) ; 1122 et 1095 cm™ (C-0-C)

composé 28 (Gly-Gly-His-aE0z;a-Cn : dihydrochlorure

d’alkylamido-éthoxy-éthoxy-éthylamidoglycyl-glycyl-histidine)

Le protocole est identique a celui de la synthése du composé Gly-Gly-His-Cn (5). Le

composé His-aE0;a-Cn (25) remplace His-Cn (2)
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Caractéristiques générales :

Composé n M (g.mol™) Pf(°C) | Rendement (%)
28a 10 626,62 219 86
28b 12 654,67 210 85
28¢ 14 682,72 169 90

Caractéristiques spectrales :

1 2
NH—CH n

\\

+ -
mCH_ _NH Cl
s N3

4|
p o IHCy j o h ¢ f e d ¢ b a

- +
Cl HsN CH2|C|)NHCH2ﬁNHCH|C|NHCHZCH20CH2CH20CHZCH2NHﬁCHzCHZ(CHZ)n_4CH3

Les composés Gly-Gly-His-aE03;a-Cn possédent des caractéristiques spectrales

identiques, Gly-Gly-His-aE0;a-C12 est donné en tant qu’exemple.

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 0,89 ppm (t, 3 = 6,5 Hz, 3H, CHs a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
16H, 8CH, b) ; 1,60 ppm (m, 2H, CH, ¢) ; 2,23 ppm (t, *J
=7 Hz, 2H, CH; d) ; 3,1-3,45 ppm (ma, 6H, 3CHz e, j, 1) ;
3,5-3,6 ppm (ma, 4H, 2CH; f, 1) ; 3,63 ppm (s, 4H, 2CH,
g, h); 3,81 ppm (s, 2H, CH; 0) ; 3,94 ppm (s, 2H, CH, p) ;
4,28 ppm (t,°J = 6,7 Hz, 1H, CH k) ; 7,42 ppm (s, 1H, CH
m) ; 8,83 ppm (s, 1H, CH n)

RMN C (100 MHz, CDCls) : 15,2 ppm (CHs; a) ; 24-38 ppm (10CH, b, ¢, d, e, j, L, 0) ;
44,5 ppm (CHz p) ; 54,5 ppm (CH k) ; 71-72 ppm (4CH; f,
g, h, i); 1194 ppm (C5); 131,8 ppm (C2); 137,2 ppm
(C4) ; 169-178 ppm (4C=0)
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IR (KBr) : 3286 cm™ (NH3") ; 2916 cm™ (CH,) ; 1685 & 1620 cm™
(4C=0 amide) ; 1122 et 1097 cm™ (C-0-C)

Microanalyse : expérimentale (calculée)

Gly-Gly-His-aEO3a-C10 : C: 50,07% (49,84) H:7,99 % (7,88)  N: 15,76 % (15,65)
Gly-Gly-His-aEO3a-C12: C: 51,02% (51,37) H:836% (8,16)  N: 14,88 % (14,98)
Gly-Gly-His-aEO3a-C14 : C: 52,67% (52,78) H:848% (8,42)  N: 14,26 % (14,36)

V12.3.2.5. Préparation du composé 29 (p-Ala-His-aE03a-Cn: dihydrochlorure

d’alkylamido-éthoxy-éthoxy-éthylamido-B-alanyl-histidine)

Le protocole est identique a celui de la synthése du composé B-Ala-His-Cn (6).

Caractéristiques générales :

Composé n M (g.mol™) Pf(°C) | Rendement (%)
29a 10 583,59 220 87
29b 12 611,64 198 87
29¢ 14 639,70 224 92

Caractéristiques spectrales :

1 2
NH—CH n

AW
mCH NH Cl
5 N3
o
4
_+p01H2(|3kjihg f e d ¢ b a
Cl H3NCH2CH2ﬁNHCHﬁNHCHZCHZOCHZCHZOCHZCHZNHﬁCHzCHz(CHz)n_4CH3

@)

Les composés B-Ala-His-aE03a-Cn possédent des caractéristiques spectrales identiques, -

Ala-His-aE03a-C12 est donné en tant qu’exemple.
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RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 0,94 ppm (t, 3= 6,5 Hz, 3H, CH; a) ; 1,33 ppm (m, 16H,
8CH, b) ; 1,63 ppm (m, 2H, CH; ¢) ; 2,23 ppm (t, °J =7
Hz, 2H, CH; d) ; 2,74 ppm (m, 2H, CH; o) ; 3,2-3,4 ppm
(m, 8H, 4CH, e, f, i, p) ; 3,58 ppm (t, °J = 5 Hz, 2H, CH,
1) ; 3,66 ppm (s, 4H, 2CH, g, h) ; 4,75 ppm (4, 3 = 6,6 Hz,
1H, CH k) ; 7,44 ppm (s, 1H, CH m) ; 8,89 ppm (s, 1H,
CHn)

RMN "°C (100 MHz, CDCl3) : 15,5 ppm (CHs a) ; 24-38 ppm (10CH, b, ¢, d, e, j, 1, 0) ;
44,1 ppm (CH; p) ; 54,4 ppm (CH k) ; 71-72 ppm (4CHj f,
g, h, 1); 119,2 ppm (C5); 131,7 ppm (C2); 135,7 ppm
(C4); 172-177 ppm (4C=0)

IR (KBr) : 3245 cm™ (NH;") ; 2916 cm™ (CHy) ; 1681, 1643 et 1623
cm’ (C=0 amide) ; 1022 et 1095 cm™ (C-0-C)

Microanalyse : expérimentale (calculée)

B-Ala-His-aEO3a-C10:  C: 50,97% (51,45) H:8,18%(8,29) N : 14,12 % (14,40)
B-Ala-His-aEO3a-C12:  C: 52,92%(53,02) H:849%(8,57) N:13,68% (13,74)
B-Ala-His-aEOsa-C14 :  C: 54,62% (54,45) H:892% (8,82) N:13,29% (13,14)

VI1.2.4 Préparation des tensioactifs trimodulaires de type 11

VI1.2.4.1. Préparation du dihydrochlorure de dodécylamidoglycyl-histidine (31 : Gly-His-
C12)

Le protocole est identique a celui de la synthése des composés Gly-Gly-His-Cn (§5). La BOC-
glycine remplace la BOC-glycyl-glycine. Apres filtration et séchage du produit de couplage
qui précipite, on obtient un solide blanc qui est ensuite recristallisé dans 1’acétonitrile. Le
solide recristallisé est dispersé dans 1’éther anhydre et soumis a un courant d’HCI gazeux. Le
produit est repris dans 20 ml d’eau puis lyophilisé. Le produit final est un solide blanc plus ou

moins hygroscopique.
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Caractéristiques générales :
Masse molaire : 452,46 g.mol
Rendement : 90 %

Point de fusion : 190 °C

Caractéristiques spectrales :

1 2
NH—CH h

Vo
gg)H\\C/l;lH Cl

4]
) o1 fH2Cc d ¢ b a
Cl H3NCH2ﬁNHCHﬁNHCHQCHZ(CHz)gCH3

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 0,89 ppm (t, 3] = 6,5 Hz, 3H, CH; a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
18H, 9CH; b); 1,52 ppm (m, 2H, CH; ¢); 3,1-3,3 ppm
(ma, 4H, 2CH; d, f) ; 3,81 ppm (s, 2H, CH; i) ; 4,78 ppm
(t,’T =7 Hz, 1H, CH ¢); 7,34 ppm (s, 1H, CH g) ; 8,87
ppm (s, 1H, CH h)

RMN "°C (100 MHz, MeOD) : 15 ppm (CH; a) ; 24-34 ppm (11 CH, b, ¢, f); 34 ppm
(CHy 1) ; 42,5 ppm (CH; d) ; 54,6 ppm (CH ¢) ; 119,4 ppm
(C5); 131,6 ppm (C4) ; 135, 7 ppm (C2); 168,3 et 172,2
ppm (2C=0)

IR (KBr) : 3278 cm™ (NH;") ; 2921 ecm™ (CHy) ; 1666 et 1643 cm™
(3C=0 amide)

VI1.2.4.2. Préparation du dodécylamido-tertbutyloxycarbonyl-lysyl-glycyl-histidine (33 :
BOC-Lys-Gly-His-C12)

Dans un ballon de 250 ml, 7,3 mmoles de BOC-lysine(Z) (2,76 g) sont dissoutes dans 50 mL
d'acétonitrile, sous agitation magnétique. Puis sont ajoutées 7,3 mmoles de BOP (1 eq; 3,23

g), 30,4 mmoles de triéthylamine (4 eq ; 2,95 g) et enfin 7,3 mmoles de Gly-His-Cn (31) (1
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eq). Avant méme que la solubilisation des réactifs soit totale, un précipité blanc apparait. La
réaction est laissée sous agitation a température ambiante durant 15 heures. Le précipité
obtenu est filtré sur fritté de porosité 4, lavé avec 50 mL d'acétonitrile puis avec 50 mL
d'éther. On obtient un solide blanc qui est ensuite recristallisé dans 1’acétonitrile. Le solide
recristallisé est dissous dans 20 mL de méthanol puis la solution est introduite dans un
autoclave, 0,1g de palladium activé sur charbon est ajouté. Le mélange est ensuite agité
pendant 24 heures a une température de 40 °C et sous une pression de 50 bars d’hydrogene.
Le catalyseur est ensuite ¢liminé par filtration sur célite et le solvant est évaporé sous pression

réduite.

Caractéristiques générales :
Masse molaire : 607,83 g.mol
Rendement : 94 %

Point de fusion : 233 °C

Caractéristiques spectrales :

1 2
NH—CH h
w L\
, gCH\ /N
1 HC 5 N7 3
4]
H2C) H,C
k(Ha g3 i f 2|e d ¢ b a

(CH3)3COENHCHGNHCH CNHCHENHCH,CH(CHp)CH

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 0,92 ppm (t, = 6,5 Hz, 3H, CHs a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
18H, 9CH; b) ; 1,51 ppm (s, 9H, 3CH; m) ; 1,5-1,9 ppm
(ma, 8H, 4CH; c, k) ; 3,1-3,3 ppm (ma, 6H, 3CH, d, f, 1) ;
3,82 ppm (s, 2H, CH, i) ; 4,25 ppm (t, ’J = 7 Hz, 1H, CH
i); 4,76 ppm (t,°J = 7 Hz, 1H, CH e) ; 7,32 ppm (s, 1H,
CH g); 8,84 ppm (s, 1H, CH h)

RMN "C (100 MHz, MeOD) : 14,9 ppm (CHj a) ; 24-33 ppm (15CH; b, ¢, f, k, m) ; 34

ppm (CH; 1) ; 41,5 ppm (CH; d) ; 44,1 ppm (CH; 1) ; 53,2
ppm (CH j) ; 54,5 ppm (CH e) ; 117,2 ppm (C5); 131,2
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ppm (C4) ; 134,4 ppm (C2) ; 156,2 ppm (C=0) ; 169-173
ppm (3C=0)

IR (KBr) : 3380 cm™ (NH3") ; 2923 cm™ (CH,) ; 1702 cm™ (C=0O
BOC) ; 1685, 1652 et 1643 cm™ (3C=0 amide)

VI1.2.4.3. Préparation du composé 35 (MeEQO,a-Lys-Gly-His-C12)

Mode opératoire général : exemple du composé 35a

Dans un ballon de 250 ml, 7 mmoles de 2-(2-M¢éthoxyéthoxy)-acide acétique (0,94 g) sont
diluées dans 50 mL d'acétonitrile, sous agitation magnétique. Puis sont ajoutées 7 mmoles de
BOP (1 eq; 3,09 g), 14 mmoles de tri¢thylamine (2 eq ; 1,41 g) et enfin 7 mmoles de BOC-
Lys-Gly-His-Cn (33) (1 eq). Tout est solubilisé¢ en quelques minutes, le mélange prend une
coloration orangée. La réaction est laissée sous agitation a température ambiante durant 15
heures. Le solvant est évaporé sous pression réduite, un produit visqueux est obtenu. Le résidu
est repris par de 1’acétate d’éthyle puis lavé successivement par 20 mL d'une solution d'HCI
0,1 N, 20 mL de solution saturée de NaHCOs, puis deux fois par 20 mL de solution saturée de
NaCl. Apres séchage sur MgSQO, et évaporation de la phase organique, on obtient un solide
blanc qui est alors lavé par de 1'éther et filtré. Celui-ci est dispersé dans I’éther anhydre et
soumis a de I’acide chlorhydrique gazeux, produit par la réaction de 30 mL d’acide sulfurique
concentré (98%) dilué dans 10 mL d’eau sur 40 mg de chlorure de sodium. Le produit final
est un solide blanc plus ou moins hygroscopique. Le produit final est un solide blanc plus ou

moins hygroscopique que 1’on conserve a I’abri de ’humidité et a basse température.

Caractéristiques générales :

Composé M (g.mol™) Pd (°C) Rendement (%)
35a 696,75 250 81
35b 740,80 260 80
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Caractéristiques spectrales :

35a:

1 2
O _
P o n m | NH—CH h
H,COCH,CH,OCH,CNH + -
| g CH NH CI
1 H2C 5 \\C/3
4|
k (H2C)3 fH,C
] e d ¢ b a

cl H{NCHENHCH, GNHCHENHCH,CHy(CHyloCH;

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 0,93 ppm (t, °J = 6,5 Hz, 3H, CH; a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,

18H, 9CH; b) ; 1,5-1,9 ppm (ma, 8H, 4CH; c, k) ; 3,1-3,3
ppm (ma, 6H, 3CH, d, f, 1); 3,35 ppm (s, 3H, CHj3 p);
3,58 ppm (t, °J = 5 Hz, 2H, CH, o) ; 3,71 ppm (t, T =5
Hz, 2H, CH; n) ; 3,84 ppm (s, 2H, CH; i) ; 4,28 ppm (t, 3y
=7 Hz, 1H, CH j) ; 4,39 ppm (s, 2H, CH; m) ; 4,76 ppm
(t,’T =7 Hz, 1H, CH ¢); 7,41 ppm (s, 1H, CH g); 8,88
ppm (s, 1H, CH h)

RMN 3C (100 MHz, MeOD) : 14,8 ppm (CHs a); 24-33 ppm (15CH; b, ¢, f, k,); 34,2

IR (KBr) :

35b:
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ppm (CH; 1) ; 41,5 ppm (CH; d) ; 44,3 ppm (CH; 1) ; 53,5
ppm (CH j) ; 54,6 ppm (CH ¢) ; 55,7 ppm (CH m) ; 59,3
ppm (CHs p) ; 70-72 ppm (2 CH3 n, 0) ; 117,2 ppm (C5) ;
131,3 ppm (C4) ; 134,5 ppm (C2) ; 169-174 ppm (4C=0)

3340 cm™” (NH3") ; 2921 cm™ (CHy) ; 1690-1620 cm™
(4C=0 amide) ; 1115 cm™ (COC)

1 2

r q p 0o n m (|)| NH—CH h
H,COCH,CH,0OCH,CH,OCH,CNH + -
STTTar e e e e gCH_  _NH CI

I H,C s\ 3

4]
k (H.C o
(H2 )J3 1 szcl:c d c b a

cr H3NCHﬁNHCHZﬁNHCHﬁNHCHZCHz(CHZ)QCHS



RMN 'H (400 MHz, MeOD) :

RMN "C (100 MHz, MeOD) :

IR (KBr) :

0,93 ppm (t, 3 = 6,5 Hz, 3H, CH3 a) ; 1,2-1,4 ppm (ma,
18H, 9CH; b) ; 1,5-1,9 ppm (ma, 8H, 4CH; c, k) ; 3,1-
3,3 ppm (ma, 6H, 3CH; d, f, ) ; 3,35 ppm (s, 3H, CH3
r); 3,51 ppm (t, ’J =5 Hz, 2H, CH, q) ; 3,67 ppm (t, )=
5 Hz, 2H, CH; n) ; 3.75 ppm (m, 4H, 2CH; o, p) ; 3,84
ppm (s, 2H, CH, i) ; 4,28 ppm (t, °J = 7 Hz, 1H, CH j) ;
4,39 ppm (s, 2H, CH, m) ; 4,76 ppm (t, ’J = 7 Hz, 1H,
CHe); 7,41 ppm (s, 1H, CH g) ; 8,88 ppm (s, 1H, CH h)

14,8 ppm (CHs a) ; 24-33 ppm (15CH;, b, ¢, f, k,) ; 34,2
ppm (CH; 1); 41,5 ppm (CH; d); 44,4 ppm (CH; 1);
53,5 ppm (CH j) ; 54,6 ppm (CH e) ; 55,9 ppm (CH m) ;
59,4 ppm (CHj3 r); 70-73 ppm (4CH3 n, o, p, q); 117,2
ppm (C5); 131,3 ppm (C4) ; 134,5 ppm (C2); 169-174
ppm (4C=0)

3340 cm™ (NH3") ; 2921 cm™ (CHa) ; 1690-1620 cm™
(4C=0 amide) ; 1115 et 1090 cm™ (COC)

Microanalyses : expérimentale (calculée)

MeEOa-Lys-Gly-His-C12 : C: 53,97% (53,44) H:8,81% (8,54) N: 15,16 % (14,07)
MeEO,a-Lys-Gly-His-C12 : C : 53,67% (53,50) H:8.67% (8,57) N: 13,44 % (13,24)
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