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INTRODUCTION

L’activité¢ de I’Unit¢ INSERM 443 et plus précisément de son groupe de Chimie
Bioorganique est la conception de molécules destinées a permettre des modifications
biospécifiques de biomatériaux, dans le but de proposer des voies d'ingénierie tissulaire, aussi

bien osseuse que vasculaire ou des systemes de relargage biocontrdlés de molécules actives.

Il s’agit de greffer de maniére covalente des molécules qui sont susceptibles d’étre
utilisées par des cellules lors de leur phase de colonisation du biomatériau ou lors de leur

croissance. Ces entités sont liées au matériau par des bras congus pour :

- é&tre chimiquement stables et donc faire jouer au systetme le role « d’agent de

concentration » des cellules sur les biomatériaux.

- ou permettre la libération des molécules supportées lors du contact des différents milieux

biologiques avec les biomatériaux.

Cette approche spécifique ne s’appuie pas sur I’utilisation de molécules engagées
dans les phénomeénes d'adhésion comme certains peptides. Enfin et surtout, elle nécessite une
définition des cibles cellulaires pour les molécules greffées mais aussi pour ce qui concerne la

coupure ¢ventuelle des bras de couplage.

L'objectif de notre travail sera la conception de systémes favorisant la colonisation
et la croissance des ostéoblastes (cellules participant a la synthese de 1'os) sur un biomatériau.
En effet, aprés un traumatisme osseux important, les processus de réossification ne sont pas
toujours aisés et la chirurgie, souvent invasive, ne permet pas a l'os de retrouver sa structure et
sa composition initiale. La réalisation de tels systemes nécessitera l'identification de
molécules susceptibles d'avoir une interaction avec la membrane de ces cellules osseuses.
Ces molécules d'intérét devront étre fixées a la surface du biomatériau. Elles seront modifiées
par association a un lien organo-silicié tout en conservant leurs propriétés biologiques.
Le systeme résultant appelé sila-conjugué sera fixé au biomatériau par l'intermédiaire d'un
bras espaceur organique, le tout permettant d'exposer le plus efficacement possible les
molécules d'intérét aux cellules. L'association du sila-conjugué au bras espaceur constituera le
bio-conjugué. Ce systéme organique pourra alors intervenir dans les processus biologiques

d'ostéogenése.
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Dans une premicre partie, aprés avoir présenté la structure du tissu osseux, nous
nous attacherons a décrire les travaux récents de conception et de réalisation des différents

biomatériaux de comblement osseux utilisés actuellement.

Dans une deuxiéme partie nous identifierons tout d'abord plusieurs molécules
susceptibles de constituer un ancrage pour les cellules, en mettant en évidence le transport de
ces molécules a travers la membrane cytoplasmique des ostéoblastes. Puis nous décrirons la
stratégie opérationnelle mise en ceuvre a partir de ces molécules d'intérét (les nucléobases
puriques et D’acide ascorbique) pour conduire, aprés association a différents liens
organo-siliciés, a des sila-conjugués. Nous poursuivrons par la réalisation du bras espaceur
permettant 1'exposition des sila-conjugués a la membrane des cellules. Les propriétés physico-
chimiques indispensables a l'interface chimie (matériau) / biologie (cellule) imposeront la
structure du bras. Enfin, I'association du bras espaceur et du sila-conjugué constituera le bio-
conjugué que nous grefferons sur le biomatériau. Ce dernier est un support fluoropolymere

(PVDF polyfluorure de vinylidéne) déja utilisé dans le domaine chirurgical.

Dans une troisiéme et derniére partie, nous présenterons 1’ensemble des tests
biologiques réalisés in vitro. Ils correspondent tout d'abord a l'évaluation de la cytotoxicité
des différents sila-conjugués synthétisés dans la partie précédente, puis a des tests d'inhibition,
par les sila-conjugués non cytotoxiques, du transporteur des molécules naturelles considérées.
Pour finir nous décrirons des expériences d’adhésion cellulaire sur le matériau greffé

au bio-conjugué.
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PREMIERE PARTIE :

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE :

LE TISSU OSSEUX
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L’os est un tissu complexe et dynamique [1]. Il est le si¢ge de nombreuses réactions
chimiques lui permettant d’assurer ses différentes fonctions. Son role chez les vertébrés
supérieurs est tout d'abord de constituer la "charpente" squelettique et de servir de point
d'attache aux masses musculaires pour permettre le mouvement. Il intervient également, de
par sa nature minérale, dans les phénoménes de régulation du métabolisme phosphocalcique

et comme réservoir d'éléments essentiels (Ca>” notamment) [2].

D'un point de vue mécanique, le tissu osseux peut €tre assimilé & un "matériau
composite" a fibres creuses. Cette organisation lui confére des propriétés mécaniques
spécifiques. Par exemple, il offre la méme résistance a la traction que la fonte tout en étant
trois fois plus léger et dix fois moins flexible [3]. En fonction de son positionnement au sein
du squelette, I’os peut prendre différentes formes optimisant ainsi la répartition des
contraintes physiques. Nous avons les os longs (humérus, fémur), les os courts (colonne
vertébrale) et les os plats (ailes iliaques) (Schéma 1).

08 LONG

Os spongieux

5

T
s

i

.‘.III

o

.

.

D3 compact

Cavite.—. .
meédullaire

Q5 PLAT
Table externe

Métaphyse..

Epiphvse

Cartifage
articulaire

Schéma 1: Les trois variétés anatomiques d'os et la répartition du tissu osseux compact et
du tissu osseux spongieux
La compétence mécanique de 1'os dépend étroitement de son organisation
tridimensionnelle. Son architecture n'est pas figée et subit des modifications permanentes.
Cette activité particuliére, appelée remodelage osseux, associe simultanément des

phénomenes de destruction (ostéoclasie) et de reconstruction osseuse (ostéogenese).
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1-1. ORGANISATION GENERALE

Comme D’ensemble des autres tissus, 1’os débute sa croissance au stade
embryonnaire. Il se développe a partir d’une structure cartilagineuse qui petit a petit se
vascularise. Les vaisseaux sanguins permettent un apport en cellules de toute sorte ainsi qu’en
nutriments indispensables a la croissance. Au cours du temps le tissu cartilagineux est résorbé
pour laisser la place a un tissu osseux primaire qui, rapidement, se minéralise pour donner le

tissu osseux secondaire parfaitement vascularisé (Schéma 2).

=i |
%
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-
=
Sy -

-
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B F'__ F
=
B e

Schéma2: Schéma de l'élaboration de 1'os

Au cours des différentes étapes de cette ossification, la collaboration cellulaire
semble étroite entre les cellules qui dégradent le tissu cartilagineux (chondroblastes), les
cellules endothéliales des capillaires invasifs, et les cellules qui dégradent le tissu osseux, les

ostéoclastes souvent retrouvés au sommet des capillaires en développement. Le réseau

Page : 22



capillaire des tissus embryonnaires semble coordonner et diriger le développement des

membres, et pourrait servir de guide pour la formation osseuse ostéoblastique [4, 5].

L'os est un tissu conjonctif associant des cellules et une matrice extracellulaire dont
la particularit¢ est d'étre minéralisée. Les qualités mécaniques de 1'os sont liées a

l'organisation et a I'agencement de cette matrice minéralisée [2].

Les cellules qui ont en charge 1'¢laboration de cette matrice sont des cellules
spécialisées : les ostéoblastes. Elles fabriquent la phase organique de la matrice en
synthétisant des protéines de structure (collagéne de type I), mais également d'autres protéines
non collagéniques spécifiques de l'os et des protéoglycanes [3]. Puis cette matrice va se
minéraliser selon des mécanismes non encore parfaitement ¢lucidés, mais qui dépendent des
protéines non collagéniques de la matrice. En effet, ces protéines ont une affinité marquée
pour le phosphate de calcium dont elles semblent initier la nucléation et contrdler la

croissance cristalline [6].

Une fois ¢élaboré, le tissu osseux mature devient quiescent avant de subir une étape
de remodelage. Il est soumis a un processus de destruction par des cellules spécialisées, les
ostéoclastes, au cours d'une phase de résorption osseuse qui précéde généralement de
nouveaux processus d'ostéogenese. Ce perpétuel remodelage osseux s'effectue sous

I’influence de facteurs physiologiques et mécaniques [6].

1-1.1. STRUCTURE TISSULAIRE

Les composants fondamentaux du tissu osseux (cellules, trame protéique et phase
minérale) présentent un agencement différent selon la région de l'os que l'on observe.
I1 est décrit habituellement trois modes d'organisation tissulaire : le mode haversien, le mode

spongieux, et I’organisation immature.

1-1.1.1. LE TISSU OSSEUX HAVERSIEN

La structure élémentaire de 1’0os Haversien est 'ostéon (Schéma 3). 11 est centré sur
un axe vasculaire qui prend le nom de canal de Havers. L'ostéon est constitu¢ de lamelles
osseuses cylindriques concentriques et superposées. Ces lamelles sont formées de fibres de

collagéne minéralisées de méme orientation. Le canal central de 1'ostéon abrite des éléments
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vasculaires et des terminaisons nerveuses. Ce type d'os représente environ 80 % de la masse

osseuse totale.

caral DERHAYERS

“aiggeau sanguin
Merf amyéelinique

‘Lamelles
OSSELSES
concentrigues

‘Ostéocytes et
canaliciles

CANAL DEWOLKMANN

Schéma 3 : Schéma tridimensionnel d'un ostéon (ou systéme de Havers)

1-1.1.2. LE TISSU OSSEUX SPONGIEUX

Il est aussi appelé tissu osseux trabéculaire. Il est constitué¢ de lamelles osseuses
contenant des fibres de collagéne non minéralisées qui possédent toutes la méme orientation
(non concentriques). L'architecture du systéme, la taille et I'orientation des trabécules

s'organisent selon la valeur et 'orientation des contraintes mécaniques s'exercant sur le tissu

(Schéma 1).

1-1.1.3. LE TISSU IMMATURE

Ce tissu est la derniére organisation rencontrée dans le tissu osseux. C'est un

systtme non lamellaire ne possédant pas d'organisation particuliere et dont les fibres de
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collagéne sont orientées anarchiquement. Cet os immature est pratiquement toujours le

préambule a la mise en place d'un os Haversien ou spongieux.

1-1.2. STRUCTURE CELLULAIRE

L'os est un tissu vivant dans lequel I'activité des cellules est régulée par des facteurs
hormonaux systémiques et locaux (cytokines, facteurs de croissance...) indispensables au
recrutement et au maintien de 1'état différencié des cellules osseuses. En outre, ces facteurs
constituent des agents de communication entre les ostéoblastes et les ostéoclastes dans les
séquences du remodelage osseux. Tous ces signaux vont permettre un maintien de l'os en

qualité et en quantité afin d'adapter sa structure aux contraintes mécaniques qu'il subit.

L'activit¢ de néoformation osseuse est liée a l'activité de trois principaux types
cellulaires [7] hébergés par l'os adulte : les ostéoblastes, les ostéocytes et les cellules

bordantes qui proviennent de cellules ostéoprogénitrices (Schéma 4).

Q
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Cuéepragénivice Ostéopragnice N

Immmature Mature
Préostéoblaste  Osléoblaste  Ostéocyte
Mature + Celluics
Bordanles

Schéma 4 :  Origine des cellules conduisant a la synthése 1’os
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1-1.2.1. OSTEOBLASTES

L'ostéoblaste actif est une cellule spécialisée mais qui reste capable de se diviser.
La fonction de ce type cellulaire est la synthése de la trame protéique du tissu osseux.
L'ostéoblaste est toujours associ¢ a d'autres cellules du méme type, généralement sous la
forme d'un film monocellulaire posé¢ sur une couche de substance ostéoide ou matrice
extracellulaire (MEC). Cette derniére est synthétisée par les ostéoblastes eux-mémes et en
phase de minéralisation elle est adossée a un os lamellaire mature. (Schéma 5).
La minéralisation de la matrice protéique est un phénomeéne physico-chimique autonome qui
résulte de [Dintervention de nombreuses protéines non collagéniques (ostéonectine,
ostéocalcine, ostéopontine, protéoglycane) et d’éléments présents dans les liquides

extracellulaires.

Marrice orpanique

{fibres collagénes + =
substance londameniale)
nen encore minéralisées

Marrice du rissu osseux Onteoblase
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substance fondamentale

sels minéranx}

Schéma 5:  Aspect ultrastructural d'un ostéoblaste

Les ostéoblastes possédent dans leur cytoplasme des microtubules et des micro-
filaments leur permettant de se déplacer aussi bien en culture qu'au sein du tissu osseux.
Leur membrane plasmique présente, en surface, de nombreuses protéines telles que des
enzymes [8, 9], des transporteurs, des récepteurs hormonaux ou des protéines de connexion

inter-cellules.
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1-1.2.2. OSTEOCYTES

L'inclusion progressive de 'ostéoblaste dans la matrice extracellulaire résulte d'une
diminution de l'activit¢ de synthése de la cellule qui perd son alignement, c’est a dire la
plupart de ses connections, avec les autres ostéoblastes. Une fois inclus dans la matrice,

l'ostéoblaste est appelé ostéocyte (Schéma 6).
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Schéma 6:  Aspect ultrastructural d'un ostéocyte

La minéralisation de la matrice extracellulaire confine le jeune ostéocyte dans une
logette osseuse (ostéoplaste) depuis laquelle il maintient ses rapports membranaires avec les
autres cellules par I’intermédiaire de fins canalicules osseux. Cette cellule, dite quiescente,
pourrait avoir une fonction de régulation dans 1'échange du calcium et du phosphore entre 1'os

et le sang [10].
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1-1.2.3. CELLULES BORDANTES

Ce sont des cellules qui dérivent également des ostéoblastes, et qui recouvrent la
majorité des surfaces osseuses du squelette. Elles ont une forme aplatie, allongée et sont
inactives par perte de la quasi-totalit¢ de leurs fonctions de synthése. Elles sont néanmoins
capables, comme les ostéoblastes, d'exprimer des récepteurs hormonaux et de produire des

facteurs de croissance ou des cytokines (Schéma 7).

Cstéoclaste

Ostéoblastes

Osté.ocyte

Matrice osseuse

Schéma 7: Représentation des différentes cellules au sein du tissu osseux

1-1.24. OSTEOCLASTES

La régulation des phénomeénes de résorption osseuse implique un dernier type
cellulaire original : 1'ostéoclaste [11]. Cette grande cellule multinucléée (jusqu'a 10 noyaux)
résulte de la fusion de précurseurs mononucléés (Schéma 8). Il possede une forme variable, et
présente une structure membranaire trés spécialisée appelée « bordure en brosse », qui lui

permet de se déplacer a la surface du tissu osseux.
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Schéma 8 :  Origine cellulaire des ostéoclastes

La fonction de I'ostéoclaste différencié est la résorption de la matrice. En effet, il se
structure, lors de son activation, avec un pole basal correspondant a la zone de fixation sur la
matrice extracellulaire (dégradation) et un pole apical possédant 1’ensemble des récepteurs
régulant sa propre activité. Ces derniers sont la cible de facteurs hormonaux, de cytokines et

de facteurs de croissance, pouvant étre sécrétés par les ostéoblastes (Schéma 7).

1-1.3. MATRICE EXTRACELLULAIRE

Le tissu osseux est compos¢ d'une MEC constituée d'une phase organique (22%),

d'une phase minérale (69%) et d'eau (9%).

1-1.3.1. PHASE ORGANIQUE

Elle est constituée d'un grand nombre de protéines réparties en deux familles :
- les collagenes (90%),

- les protéines non collagéniques (PNC) qui représentent 10% de la phase
organique de la MEC et qui regroupent l'ostéocalcine, la "Gla" (protéine matricielle), les

sialoprotéines et 1'ostéonectine [12].
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» collagénes

Il s'agit principalement du collagéne de type I. D'autres types de collagénes (de type
IL, III, V et X) ont été¢ détectés en faible quantité dans 1'os mais semblent provenir des tissus
conjonctifs avoisinants. Le collagéne de type I, extrémement stable, est formé par
l'association de 3 chaines polypeptidiques. Ces chaines sont tout d’abord synthétisées par les
ostéoblastes sous forme de procollagéne (Schéma 9 A et B) et s'assemblent par la suite dans la

matrice extracellulaire pour donner le tropocollageéne (Schémas 9 D).

Schéma 9: Agencement microscopique du collagéne

» protéines non collagéniques de 1'os

Les protéines non collagéniques sont longtemps restées faiblement caractérisées et
trés peu d'entre elles ont été purifiées, malgré leur importance dans le développement, la
maturation et la physiologie du tissu osseux [13, 14]. La difficulté de détection de ces
protéines est liée a leur faible proportion au sein de la phase organique ainsi qu’a une
extraction et une purification difficiles a réaliser en raison de la présence de la phase minérale.
Grace a de nouvelles techniques d'extraction séquentielle en conditions dissociatives
qui permettent de libérer sélectivement des protéines plus ou moins associées a la phase
minérale, deux types ont pu étre mis en évidence [15] : des protéines synthétisées par les
cellules osseuses (ostéocalcine), et des protéines principalement d'origine plasmatique
(albumine, glycoprotéines). L'impact de ces protéines au niveau du métabolisme cellulaire va

permettre de maintenir une balance parfaite entre la résorption et la formation osseuse.
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1-1.3.2. PHASE MINERALE

La minéralisation se produit au sein de la matrice organique extracellulaire.
Cette derniere agit comme un agent de nucléation du cristal puis de croissance et joue un role

de support servant a I'organisation de ces dépdts calciques (Schéma 10).

Espace ol se fixe
le phosphote tricoloigue
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Schéma 10 : Dépot de calcaire dans les molécules de tropocollagéne

La phase minérale est constituée de cristaux de phosphate de calcium complexes
qui se déposent sur et a l'intérieur des fibrilles de collagéne de fagon ordonnée. Le constituant
principal de la substance minérale des tissus calcifiés est 1'hydroxyapatite Ca;o(PO4)s(OH),

associée sous forme indéterminée a du carbonate de calcium (Schéma 11).

cristaux d'hydroxyapatita

mnT superficielle (dchanges rapides)

eristaux.  d'hydroayapatite
YUS &0 COUpE

* ——z0ne mayenne (échanges lents)

zone profande (stable)

Schéma 11 : Cristaux d'hydroxyapatite de calcium

La minéralisation dans 1'os est un phénoméne dirigé par les cellules osseuses.
Certains constituants de la matrice extracellulaire comme le collagéne semblent contrdler la
formation du cristal initial (nucléation) et/ou réguler la taille, la morphologie et l'orientation
des cristaux (croissance et multiplication) [16]. De plus, ces derniers comme nous l'avons vu

précédemment, vont notamment jouer un role de réservoir de calcium. Ceci sera possible par
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l'intervention de processus de capture ou de relargage de phosphate de calcium entre la

surface du cristal (échanges lents ou rapides) et le sang.

1-2. REPARATION OSSEUSE

Comme l'ensemble des tissus mous, le squelette est expos¢ a de nombreux
traumatismes internes ou externes. Ces derniers sont principalement de deux types
- des Iésions sans gravité pour le tissu, qui seront réparées par les processus

physiologiques de cicatrisation,

- des lésions trop importantes qui malgré une réossification spontanée ne se

cicatrise pas complétement. Dans ce dernier cas, I’intervention chirurgicale est indispensable.

Les pertes d'origine traumatique sont le plus souvent dues a des accidents [17] qui
provoquent des fractures compliquées, ouvertes, dévitalisées et parfois considérablement
souillées. Elles s'accompagnent souvent de I1ésions séveres des tissus mous environnants.
Les pertes non traumatiques de substance osseuse sont consécutives a l'ablation chirurgicale
de tissu osseux pathologique mais aussi a des phénomenes d'ostéoporose avancée chez
certaines femmes ménopausées. Il peut aussi s'agir de tumeurs [18 - 20], de sites d'infection
osseuse [21], mais également de tissu nécrotique au voisinage immédiat d'articulations
prothétiques, en particulier des prothéses totales de hanche [22]. La perte de substance
osseuse peut aussi étre imposée par une correction orthopédique chirurgicale (ex : traitement
d'un genu valgum, d'une scoliose) [23, 24]. A chaque fois, I’os manquant doit étre substitué¢
par un matériau offrant des conditions de comblement et de cicatrisation satisfaisantes,

associées a des qualités mécaniques optimales [25, 26].
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1-2.1. CICATRISATION OSSEUSE

Quels que soient les traumatismes subis par le tissu osseux, les mécanismes de la
cicatrisation vont suivre des schémas similaires. L'os va, en général, guérir spontanément.
Le processus de guérison peut se décomposer en quatre étapes successives [27, 28]

(Schéma 12).

Schéma 12 : Processus de régénération du tissu osseux

Dans les premieres quarante huit heures, une réaction inflammatoire aspécifique a
lieu. Lors de la fracture ou de la résection, les 1ésions occasionnées aux capillaires, présents
dans les tissus concernés (conjonctif, osseux etc... ), vont conduire a la formation d'un
hématome appel¢ aussi tissu de granulation (Schéma 12 A). Cet hématome sera le siege d'une
forte activité cellulaire, avec notamment la différentiation de cellules souches conjonctives
multipotentes en fibroblastes. Toutes ces cellules de I’inflammation vont permettre le
nettoyage de la plaie (Schéma 12 B). Trés rapidement, le mécanisme de réparation osseuse va

se mettre en place plus spécifiquement. De nouvelles cellules multipotentes, susceptibles de
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se différencier en fibroblastes, chondroblastes ou ostéoblastes, vont ainsi s’associer aux

fibroblastes déja présents dans I'hématome.

Cette zone, englobant maintenant les deux extrémités de l'os fracturé, s'appelle le
cal fibro-cartilagineux [2, 29]. L’os se nécrose superficiellement et la prolifération des

cellules conjonctives aboutit a la formation d’une trame protéique (Schéma 12 C).

De la quarante huitiéme heures a la troisieme semaine, la prolifération
fibroblastique sur la trame protéique conduit a la transformation de 1’hématome en tissu
fibreux. Peu a peu les fibroblastes vont laisser la place a des chondroblastes. Ces derniers
apparaissent tout d’abord a la périphérie du cal et vont, au terme de la troisiéme semaine,

I’envahir dans son intégralité (Schéma 12 D).

La troisiéme phase s’étend de la quatriéme semaine au troisieme mois. Durant cette
période, le cal cartilagineux va peu a peu s’ossifier. Ceci s’effectue tout d’abord par
métaplasie (ou différenciation) des chondroblastes en ostéoblastes, puis par une prolifération
ostéoblastique a partir des différentes sources osseuses que sont le périoste, 1’endoste et 1’0s

cortical. A ce stade, I’0s est peu organisé : il est appelé os primaire ou « woven bone ».

Enfin, un remaniement pouvant durer de trois mois a cinq ans transforme 1’os
primaire en os trabéculaire puis en os cortical. Ces deux derniéres étapes non représentées sur
le Schéma 12 correspondent a une évolution lente du cal jusqu'a une réparation compléte de

I’os.

Enfin, il est indispensable que la zone concernée ne subisse aucune contrainte
mécanique. En effet, ces phénomenes, réversibles en cas de déplacement, entrainent la non-

consolidation de certaines fractures [22, 30, 31].

Ces mécanismes s'effectuent conjointement a des processus de vascularisation [32].
Cette irrigation va permettre, en tout point du cal, un apport en oxygeéne et en métabolites
indispensables. Ceux-ci comblent les besoins des ostéoblastes en croissance et favorisent ainsi

l'ostéogenese [33].

Cette chronologie de la réparation tissulaire laisse entrevoir la complexité des
processus de synthese et des cycles de régulation qui leur sont associés au niveau cellulaire.
Ces phénomenes impliquent l'intervention de nombreuses molécules telles que des cytokines,
des facteurs de croissance spécifiques de l'os [34] et d’autres signaux modulables par les

cellules (protéines morphogenes, protéines non collagéniques) [35 - 37].
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1-2.2. COMBLEMENT OSSEUX

Dans certaines conditions, les processus de cicatrisation spontanée sont insuffisants

[38, 39]. Différentes solutions alternatives s'offrent alors pour combler le déficit osseux.

Des greffes d'os peuvent étre utilisées, comme les autogreffes, les allogreffes ou les
xénogreffes ; elles permettent de reconstituer du tissu osseux a partir d'os préexistant.

Ces greffes posent néanmoins plusieurs problémes que nous aborderons par la suite.

I1 est aussi possible d'utiliser des biomatériaux. Ces derniers devront respecter le
mieux possible un cahier des charges reprenant la plupart des propriétés du tissu osseux.
Les biomatériaux actuellement utilisés sont de deux types : minéraux et organiques.
Cependant des recherches sont en cours pour favoriser I'émergence d'une nouvelle famille de
biomatériaux correspondant a l'association de matériaux déja existant avec des molécules
biochimiques naturelles ou synthétiques susceptibles d'optimiser leurs propriétés

régénératrices.

1-2.2.1. LES GREFFES

La greffe d'os a été le premier geste chirurgical effectué¢ dans le but de traiter une
perte de substance osseuse. Elle est trés répandue : plus de 200 000 greffes d'os, de tout type

sont réalisées chaque année aux Etats-Unis [30, 40].

En fonction de la provenance des greffons une terminologie différente est utilisée.
Le terme d'autogreffe est employé lorsque le donneur et le receveur sont le méme individu ;
l'allogreffe est issue d’un individu de la méme espece ; la xénogreffe est une greffe fournie

par un sujet d'une espece différente de celle du receveur.

Les autogreffes constituent par nature la démarche de choix pour assurer le
comblement des pertes osseuses. Elles répondent de maniére presque idéale au cahier des
charges des matériaux de comblement osseux. Cependant leur utilisation reste restreinte.
Ceci est di a la lourdeur des techniques nécessaires a leur mise en ceuvre, et au fait qu’elles ne
conviennent qu’aux petits traumatismes localisés [22, 41]. L'autogreffe spongieuse est
toutefois le matériau de comblement idéal : il est vivant, ostéoinducteur, ostéoconducteur,
s’intégre parfaitement et garantit une parfaite biosécurité pour le patient. Il faut néanmoins lui

reprocher son faible volume disponible et ses piétres qualités mécaniques.
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L'allogreffe, aussi appelée os de banque, est un matériau dévitalisé, potentiecllement
immunogene. En I'utilisant, un phénomeéne de rejet est envisageable et sa gestion est parfois
difficile, aprés intégration. La zone de contact greffon/os greffé constitue une zone de
faiblesse. Le greffon n'est revitalis¢ que tardivement et de facon partielle. En effet, lorsque le
volume de l'allogreffe est important les phénomeénes de revascularisation ne se produisent
qu'en périphérie du greffon provoquant au cceur un déficit de revascularisation.

Dans l'intervalle, le greffon se déminéralise et reste fragile sur le plan mécanique [14, 42, 43].

Les xénogreffes constituent une piste d'autant plus intéressante qu'a I'heure actuelle,
des traitements originaux semblent pouvoir les rendre non immunogeénes sans compromettre

leurs propriétés mécaniques [44].

Enfin, malgré de grandes précautions dans la sélection des donneurs et dans les
méthodes de stérilisation, la transmission potentielle d'agents infectieux, conventionnel ou
non, ne peut étre ignorée. Le matériel de greffe osseuse est potentiellement contaminant [45].
S'il semble possible de s'affranchir des risques viraux [26], les agents infectieux
non-conventionnels (AINC) résistent aux processus de stérilisation physiques et chimiques.
Les seuls modes opératoires permettant d'arriver a les détruire sont treés agressifs et conduisent
a l'altération du tissu osseux. L'utilisation des os de banque ne permet donc pas de s'affranchir

des multiples problémes d'innocuité [46].

1-2.2.2. CAHIER DES CHARGES DES BIOMATERIAUX
DE COMBLEMENT OSSEUX

Pour pallier tous les problemes liés aux insuffisances des greffons d'origine
naturelle, des biomatériaux destinés a étre implantés en site intra-osseux ont été créés.
Cependant afin de mimer la structure et la fonctionnalité d'un os naturel, ces substituts
devraient obéir au cahier des charges correspondant au tissu qu'ils remplacent. Ils doivent
présenter un certain nombre de caractéristiques [47, 48] dont certaines sont indispensables.

Ainsi ils doivent étre :

@ - biocompatibles, a savoir étre tolérés par l'organisme et les tissus du site

d'implantation a court, moyen et long terme ; de méme, lorsqu'elle doit étre envisagée, leur

dégradation ne doit pas conduire a la libération de dérivés toxiques.

@ - ostéoconducteurs, ce qui signifie qu'ils servent de support physique au

processus d'ostéogenese.
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® - ostéoinducteurs, c’est-a-dire qu’ils induisent la différenciation de cellules
mésenchymateuses en cellules ostéoprogénitrices et éventuellement (c'est encore a I'étude)

favorisent I'ostéogenése.

@ - bioactifs, c'est-a-dire étre en mesure de déclencher ou de moduler
certains processus biologiques en relargant des composés spécifiques des molécules

naturelles, par exemple.

Si différents biomatériaux (minéraux ou organiques) possédant une ou plusieurs de
ces caractéristiques (biocompatibilié, ostéoconduction) sont connus, le biomatériau idéal
satisfaisant tous ces impératifs n'existe actuellement pas. Ce sont les notions d'ostéoinduction
et de bioactivité qui font I'objet des recherches les plus récentes. Nous en ferons état dans la

suite de cette présentation bibliographique.

1-2.2.3. BIOMATERIAUX

Le comblement des déficits osseux, quelle qu’en soit 1’origine, peut également faire
appel a des substituts non osseux, non apparentés aux greffes mais qui répondent en partie au
cahier des charges décrit précédemment. Un large éventail de matériaux d'origine synthétique
ou semi-synthétique a fait I'objet d'études depuis la fin des années cinquante. Ils sont
employés pour combler "physiquement" les pertes de substance osseuse. Ces matériaux,
principalement ostéoconducteurs ne permettent pas de réaliser un comblement osseux au sens

strict, mais ils assurent une stimulation locale de I'ostéogencse.

1-2.2.3.1. LES BIOMATERIAUX INORGANIQUES

Tous les substituts minéraux de 1'os sont a base de calcium. Actuellement il existe
différents dérivés minéraux commercialisés : des bioverres [49], des squelettes coralliens
(d'origine naturelle ou synthétique) traités industriellement [50 - 53] des céramiques [20, 54 -
56] ou des ciments [57, 58]. Les céramiques destinées au comblement osseux sont
biphasiques et associent en général I'hydroxyapatite (majoritaire) et des phosphates

tricalciques [2] (Schéma 13).
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Schéma 13 : Biomatériaux d'hydroxyapatite

La principale caractéristique biologique de ces substituts est d'étre
ostéoconducteurs. Ces matériaux sont capables d'étre liés au tissu osseux sans interposition de
tissu fibreux. Toutefois, la nature de l'interaction biomatériau-tissu osseux n'est pas encore

parfaitement cernée.

- Les bioverres : des expériences poussées sur des primates ont permis de
caractériser l'intérét de ce type de matériau qui s'incorpore parfaitement dans le tissu osseux
au contact du tissu conjonctif en empéchant 1'évolution de I'épithélium fonctionnel [49].
De plus I’évolution en orthopédie des différentes technologies autour de ces bioverres a
permis de fabriquer des prothéses extrémement résistantes pouvant s’adapter au niveau

d’articulations soumises a de fortes contraintes telle que la hanche.

- Les squelettes coralliens sont essentiellement composés de carbonate de calcium a

'état cristallin sous forme d'aragonite, et d'un nombre réduit d'acides aminés [55].
L'architecture et la porosité du matériau dépendent de I'espéce considérée (Porites,
Lobophyllia, Acrospora...). En revanche, la biocompatibilité et 1'intégration en site osseux

sont correctes pour tous les types de coraux [50, 51, 59].

- Les céramiques de phosphates de calcium sont obtenues par frittage (séchage,

calcination et broyage a haute température (1100 a 1300°C) pour éliminer les impuretés telles
que les traces de nitrate d'ammonium). La macroporosité résulte du mélange de la poudre de
phosphate de calcium avec des agents porogenes, qui seront éliminés aprés frittage par
sublimation. Ceci permet de réaliser des matériaux a partir de particules calibrées, en

contrdlant la densité et la porosité [60].
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Ces matériaux vont étre soumis lors de leur utilisation, a des contraintes de
dégradation liées au milieu biologique (phagocytose apres dissolution extracellulaire). L'HAP,
peu soluble, est dégradée tres lentement. Le B-TCP est plus soluble et plus rapidement résorbé
par les macrophages. La vitesse de dégradation des céramiques biphasées associant HAP et
TCP est donc liée aux proportions relatives des deux composants. Il faut noter que la
phagocytose des particules de céramiques phosphocalciques par les macrophages ne
déclenche pas d'activation des ostéoclastes [48, 54]. Le Schéma 14 représente un biomatériau

associant HAP et TCP, solution au remplacement de la téte fémorale.

Schéma 14 : Couverture de téte fémorale constituée d'un mélange
d'hydroxyapatide et de phosphate tricalcique
Dans un second temps, I'os néoformé et la céramique sous-jacente sont résorbés
sans discrimination par ostéoclasie. Le matériel éliminé est ensuite remplacé par de l'os
lamellaire [54]. Ces céramiques biocompatibles sont ostéoconductrices. En revanche, leurs

qualités mécaniques peuvent varier considérablement [60].

- Les ciments phosphocalciques représentent des solutions alternatives pour le
comblement de pertes osseuses. Les ciments de phosphates de calcium ou ciments
"hydrauliques" durcissent en milieu humide, sans échauffement. Ils résultent de I'action d'une
base sur un acide a l'origine de la constitution d'un mélange pateux. La phase phosphocalcique

qui précipite est différente de celle en suspension dans la pate. Les propriétés mécaniques de
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ces ciments sont fortement dépendantes de la steechiométrie de la réaction et en particulier de
la non-dilution de la pate dans le site opératoire [61]. L'intérét d'employer des ciments tient a
leur plasticité temporaire, qui permet de les modeler pour les adapter le mieux possible a la
forme de la perte de substance [57]. Des études sont conduites actuellement dans le but de

renforcer les qualités mécaniques des ciments hydrauliques [61].

1-2.2.3.2. LES BIOMATERIAUX ORGANIQUES

Un certain nombre de polymeéres ont été évalués en tant que substituts de greffe

osseuse [26, 63 - 66].

- Les poly (a-hydroxyacides) dérivés des acides lactiques (PLA) et/ou glycolique
(PGA) sont connus depuis plus d'une vingtaine d'années comme constituants de fils

résorbables.

Actuellement, la chimie de ces polyméres permet de produire des systémes
résorbables PLA/PGA sous forme de poudres, de pates visqueuses, de films et de blocs
possédant des qualités mécaniques et des vitesses de dégradation trés variables.
Les PLA/PGA sont biodégradables et biorésorbables. Ils sont hydrolysés au contact des
liquides interstitiels et les produits de dégradation sont métabolisés ou excrétés par voie rénale
[63]. Cependant leur application au comblement osseux souléve des problémes impliquant
leur processus de dégradation chimique et la réaction inflammatoire subséquente. En effet,
I'hydrolyse des PLA/PGA est une réaction acide, qui donne naissance a des composés eux-

mémes acides. Ces derniers induisent ainsi un processus chimique auto-entretenu.

Ce phénomene chimique conduit & une dégradation préférentielle et accélérée du
ceeur des picces massives dont le pH chute sensiblement. Lorsque la surface de I'implant est a
son tour dégradée, elle s'effondre et la partie centrale est mise en contact avec les tissus
avoisinants. Ceci déclenche alors une réaction inflammatoire posant un probléme important

lors de l'utilisation des implants (vis, broches, plaques) en PLA/PGA [67-69].

Des essais d’imprégnation de polymeres de PLA/PGA a role structurel avec des
protéines morphogenes ont également été réalisés, mais les études s'y rapportant sont peu

nombreuses [68, 70].

- Le polytétrafluoroéthyléne (PTFE) expansé (Gore-Tex®) peut étre utilisé sous la

forme de membranes dans lesquelles est manchonné un déficit segmentaire de facon a

protéger et orienter les phénoménes d'ostéogenése [71 - 73]. L'utilisation de BMP en
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association avec ces membranes de PTFE a été explorée in vivo sur des pertes de substance
osseuse mandibulaire chez les rongeurs. Les premiers résultats sont encourageants quant a la
colonisation et a l'orientation de la prolifération des cellules osseuses a la surface du
biomatériau [74]. Il semblerait que cette association protéine-matériau favorise la colonisation

de la surface du support par les cellules osseuses.

- Autres polymeres : Des études sont en cours sur des biomatériaux polymeres mais

aussi sur leurs monomeres constitutifs. En effet, le principe d'utilisation des monomeéres
susceptibles de se polymériser par induction (chimique ou photochimique), a déja été mis a
profit en odontologie. Afin de restaurer des pertes de substance, des comblements par des
résines acryliques autopolymérisables ou des résines composites photopolymérisables sont
pratiqués. Dans les deux cas, il est indispensable d'associer aux monomeres utilisés des
molécules secondaires comme des initiateurs (camphroquinone) qui favorisent 'amorcage de
la réaction de polymérisation. Cette technique permet, en quelques minutes, d'obtenir un
matériau de comblement parfaitement adapté a la zone 1ésée [75]. Cependant la composition
chimique de ces matériaux et leurs caractéristiques physico-chimiques n'en font que des
matériaux de restauration temporaire, ils sont rapidement dégradés par les enzymes présentes

dans la salive.

Pour finir nous aborderons la famille des hydrogels et plus particulie¢rement des
polymeres cellulosiques. La cellulose est le polymére naturel le plus rencontré au monde
(cellule végeétales, procaryotes). Ce polysaccharide, de part ses propriétés physico-chimiques
posséde de nombreuses applications notamment médicales pour la confection de membranes
de dialyse. Son emploi est envisagé comme matériau de comblement osseux. Ces premicres
applications en chirurgie orthopédique ont été en tant que matériau de scellement de prothese
[76]. En effet, ce polysaccharide est biocompatible avec les tissus biologiques et les fluides de

'organisme [77-79].

La cellulose est un polymere peu biodégradable et qui n'est pas digéré in vivo par
les systémes enzymatiques humains. De plus, c'est un matériau antithrombogéne qui possede
une activité anticoagulante [80-81]. Cependant il n'est constitué d'aucune protéine favorisant
I'adhésion cellulaire et méme si dans le domaine du comblement osseux, les propriétés
d'ostéoconduction ont pu étre validées, l'ostéointégration complete n'a pas pu étre observée

[82].
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Afin d'améliorer ces propriétés d'ostéointégratio voire de développer des propriétés
d'ostéoinduction, la cellulose a ¢été phosphorylée, formant ainsi des esters d'acide
phosphorique [83]. Cette modification a conféré a la cellulose phosphate (CP) la possibilité de
se minéraliser [84] ainsi que la possibilit¢ de jouer un role de "réservoir" de molécules

bioactives [78, 85].

Tout d'abord la cellulose phosphatée permet la nucléation a sa surface d'apatite [86,
87] ou d'HAP [88, 89] selon qu'elle est associée ou pas a du calcium. Ceci la rend
particulicrement intéressante comme matériau de comblement osseux favorisant apres

implantation la minéralisation de la zone 1ésée [90].

La cellulose phosphate peut aussi étre utilisée comme support de substances
bioactives. Un intérét majeur de ce polysaccharide est d'étre susceptible de réagir
chimiquement avec des molécules biologiquement actives donnant lieu a des systémes stables
pharmacologiquement inertes et non-toxiques [78, 91]. Ceci peut avoir deux intéréts : la
fixation covalente a la surface de la CP de molécules ou macromolécules dans 1'optique de
favoriser l'intégration de ce matériau dans les tissus, mais aussi, via sa nature hautement

hydrophile [92] permettre la délivrance controlée in vivo de substances bioactives.

Si les matériaux cités ci-dessus sont ostéoconducteurs [93], aucun n'est
ostéoinducteur [94, 95]. L'amélioration des propriétés d'ostéoinduction peut-Etre apportée par
l'association au matériau de facteurs de croissance ou de facteurs ostéogénétiques (Bone
Morphogenic Proteins BMPs) [14, 49]. Les difficultés de mise en place de cette stratégie
ainsi que son manque de reproductibilité ont conduit a choisir de nouvelles substances
ostéoinductrices. De nombreux travaux sur la matrice extracellulaire et les mécanismes
d'adhésion ont permis d'isoler une séquence peptidique de trois acides aminés présente dans la
plupart des protéines de la MEC. Ainsi, ce tripeptide RGD a pu étre greffé a la surface des
matériaux notamment dans le but de modifier leurs propriétés adhésives vis-a-vis des

cellules ; nous y reviendrons dans le paragraphe suivant.
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1-2.2.3.3. LES MATERIAUX OSTEOINDUCTEURS

Les premieres recherches sur les mécanismes d'ostéoinduction ont amené Urist a
identifier des molécules provenant de la déminéralisation d'os et susceptibles de stimuler les
processus d'ostéogenese [14]. Ces molécules ou BMPs appartiennent a la superfamille du
Transforming Growth Factor-f (TGF-). Les BMPs sont des facteurs morphogenes et
mitogenes, c’est a dire induisant la différenciation de cellules souches et leur division par
mitose. Elles ont été révélées comme agent inducteur de tissus chondro-osseux a partir de
cellules mésenchymateuses puis comme agent inducteur des processus d'ossification [96, 97].
Leur association par adsorption sur un matériau a été rapidement envisagée dans le cadre
d'importantes fractures mais n'a pas donné de résultats concluants ; des systémes de
délivrance synthétiques se sont alors avérés nécessaires [98, 99]. L'utilisation de BMPs au
sein de ciments d'hydroxyapatites a montré une trés bonne biocompatibilité ainsi qu'une
bonne ostéoinduction [100]. Les applications potentielles des BMPs sont trés vastes [41, 43,
101] et certaines de ces protéines ont été reproduites par génie génétique. Cependant le cotit
de leur fabrication est trés €levé et il n’est pas encore possible de garantir leur totale innocuité

du fait de leurs propriétés mitogenes.

Ces parametres ont amené les chercheurs a identifier des molécules beaucoup plus
petites et plus faciles a associer au biomatériau. Ainsi des études ont été effectuées sur de

nombreuses protéines composant la matrice extracellulaire (cadhérines, fibronectine etc...).

Une séquence peptidique commune a l'ensemble de ces protéines a pu étre
d'identifiée la séquence RGD (Arginine, Glycine, acide Aspartique) [102]. Les travaux sur ce
peptide ont permis de définir son rdle promoteur sur l'adhésion des cellules endothéliales
[103]. Puis, il a été établi que cette séquence était 1'unité fonctionnelle minimum induisant
l'attachement des cellules. Cette localisation au sein des protéines d'adhésion a ouvert une
nouvelle voie dans la reconnaissance des mécanismes moléculaires d'adhésion cellulaire [104,
105]. Des observations récentes avancent que la spécificité pourrait résider dans la
conformation du tripeptide RGD et le role des s€quences environnantes serait de pousser ces
peptides a adopter une conformation appropriée. Il est connu que les séquences RGD peuvent
prendre différentes conformations dans différentes protéines [106]. Au cours de ces dernicres
années, des études ont été effectuées sur l'adhésion de différents types de cellules sur des

matériaux polyméres. Ceci est réalisé par immobilisation covalente des peptides de type
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RGD. Ces essais ont été essentiellement effectués sur des matériaux destinés a la substitution
vasculaire (PET, PTFE, PVA, polyuréthanes) [107 - 109]. Dans le cadre des matériaux de
comblement osseux des travaux de recouvrement de surface par adsorption ont été réalisés par

dépot de peptides de type RGD [110].

Parallélement, certains travaux visent a modifier la nature de la fixation de la
molécule d'intérét biologique sur le biomatériau. Des techniques de fixation covalente ont été
développées : ceci implique l'utilisation de matériaux possédant une surface réactive d'un
point de vue chimique. De plus, il est indispensable dans ce type de stratégie de concevoir un
systéme organique permettant d'exposer la molécule d'intérét, aux cellules. Ainsi, des peptides
de type RGD ont pu étre greffés de fagon covalente, par l'intermédiaire d'un bras espaceur

dont la longueur a été optimisée, sur un polymere de (méthyl)métacrylate [111-113].

Ce type d'approche, par modification chimique de la surface d'un matériau, a aussi
¢été abordé dans le domaine des substituts vasculaires, avec un greffage covalent d'analogues
du site actif de 1'héparine sur du polyfluorure de vinylidéne. Ce type de travail a notamment

servi de support stratégique a la réalisation de notre projet de greffage sur le PVDF [114].

Aux vues des multiples études que nous venons d'énumérer, nous remarquons que
I'optimisation des propriétés d'ostéoinduction des matériaux de comblement s'est déroulé

selon deux axes :

- tout d'abord l'identification de substances ostéoinductrices en solution et leur

minimisation de taille afin de les rendre facilement utilisables,

- l'association de ces molécules a un biomatériau soit par adsorption, soit par

fixation covalente.

Ces méthodes posseédent des avantages et des inconvénients. Apres le recouvrement
du matériau par adsorption des molécules d'intérét (BMPs ou peptides de type RGD) des
phénomenes de relargage non contrdlé et d'échange sont observés aprés implantation in vivo
[99, 100]. En termes de fixation et de maintien de la molécule d'intérét en surface, le greffage
de facon covalente semble plus satisfaisant. Actuellement les travaux conduisant a ce type de
modification, concerne principalement les molécules héparine like (substituts vasculaires) et

les peptides de type RGD (comblement osseux et substituts vasculaires).

Bien que ces modeles induisent I'adhésion avec une bonne spécificité cellulaire
[112, 114], de nombreux champs d'investigation restent a étudier tel que des phénomenes de
colonisation conjointe ostéoblastes / cellules endothéliales favorisant [l'arrivée de

néovaisseaux a proximité du cal osseux [115-116].
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Notre travail présente 'originalité de greffer de maniére covalente des métabolites
utilisés par les cellules lors de leurs phases de colonisation du matériau ou de leur croissance.
Nous avons donc centré nos recherches sur la mise en évidence de molécules susceptibles
d'avoir une bonne affinité pour les cellules osseuses. De plus nous avons tenté d'optimiser le
bras espaceur séparant la molécule d'intérét Dbiologique et le matériau.

Cette optimisation a été menée dans deux buts bien précis :

- étre chimiquement stables, exposant ainsi la molécule d'intérét aux membranes
cellulaires et lui permettant de jouer son role "d'agent de concentration" des cellules sur les

matériaux.

- permettre la libération controlée des molécules supportées, sous Il'action
d'enzymes sécrétées par les cellules lors du contact entre ces derniéres et le matériau.
Différentes voies d'oxydation seraient susceptibles d'engendrer la coupure du bras espaceur
libérant la molécule naturelle ou un de ses proches dérivés a proximité de la zone 1ésée. La

molécule relarguée serait alors captée et utilisée par la cellule.

Il s'agit ici d'une approche spécifique qui nécessite une définition des cibles
cellulaires pour les molécules greffées ainsi que le choix de la structure chimique du bras
espaceur en tant que cible enzymatique (séquence peptidique spécifique des MMP(métallo

protéases de matrice) ou lien organo-silici¢ oxydé par les cytochromes).
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DEUXIEME PARTIE :

SYNTHESE DE BIO-CONJUGUES
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Les cellules, quelle que soit leur fonction au sein de l'organisme, vivent grace aux
échanges qu'elles effectuent, avec le milieu extérieur, via leur membrane plasmique.
Ces échanges peuvent correspondre a des signaux envoy¢s par 1'organisme pour stimuler une
fonction spécifique de la cellule. Dans ce cas, le signal est une macromolécule (cytokines,
hormones...) qui va venir se fixer avec une trés forte affinité, sur une protéine membranaire
spécifique, un récepteur. Cette fixation induit une cascade de réactions intracellulaires
conduisant au processus physiologique désiré. Ces échanges peuvent aussi €tre issus des
besoins que les cellules ont de puiser dans le milieu extérieur les éléments essentiels qu'elles
ne sont pas en mesure de synthétiser de novo. Ceci est a nouveau possible par l'intermédiaire
de protéines membranaires appelées transporteurs. Ces derniers, aprés une é&tape de

reconnaissance de la molécule a incorporer permettent son importation au sein de la cellule.

Dans le cadre de notre travail nous avons privilégié les protéines de transport.
Méme si l'utilisation de telles protéines ne peut pas se substituer aux phénomeénes naturels
d'adhésion et qu'elles présentent une plus faible affinité pour leur substrat par rapport aux
récepteurs, elles ont l'avantage de ne provoquer aucune réponse cellulaire. Nous sommes en
droit d'espérer que la présence de molécules tres affines greffées sur un matériau entrainera la
concentration des cellules a sa surface ; par voie de conséquence la mise en ceuvre des
processus d'adhésion et de prolifération en sera favorisée. Nous avons donc recherché des

molécules susceptibles d'étre reconnues par des transporteurs cellulaires.

Des études bibliographiques nous ont conduits a sélectionner comme molécules
d'intérét :

- I'acide ascorbique qui joue un réle important dans le développement des cellules
ostéoprogénitrices en favorisant notamment leur différenciation en ostéoblastes, puis en

cellules matures (ostéocytes) [1, 2]. L'acide ascorbique est aussi impliqué dans les étapes de

synthése du collagene.

- les nucléobases et leur éventuel transport. La multiplication des ostéoblastes au
niveau des zones de fracture implique un important besoin en nucléobases puisées dans le

milieu extracellulaire.
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Apres avoir vérifié l'existence d'un systéme substrat / transporteur pour l'acide
ascorbique et une ou plusieurs nucléobases, nous avons ax¢ notre travail sur le greffage de ces
molécules sur un biomatériau. L'idée de fixer directement la molécule bioactive sur un
support semblant problématique en terme d'accessibilité (différence de taille relative, replis de
la membrane cytoplasmique, ...), il apparaissait donc souhaitable de concevoir un systeme
susceptible d'autoriser 1'exposition des molécules cibles au milieu biologique et donc aux
cellules. Nous avons imaginé, a partir de la molécule d'intérét biologique, de synthétiser tout
d'abord un sila-conjugué en fixant sur la molécule d'intérét un lien organo-silicié ; la
justification de cette approche est présentée paragraphe 2-2.1.. Ce sila-conjugué serait ensuite
associé a un bras espaceur congu pour ses propriétés physico-chimiques et constituant le bio-
conjugué. Pour finir, ce dernier sera greffé sur un biomatériau susceptible d'étre implanté sur

une zone de défaut osseux. L'ensemble de la construction est présenté Figure 1.

/ Biomatériau
_‘ . 4| Ostéoblastes
Défaut —> —
0sseux l .
Lien organo-silicié Molécule d'intérét
biologique
Bras espaceur Sila-conjugué

Bio-conjugué

Figure 1:  Représentation schématique de I’objectif de notre travail
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2-1. MOLECULES D’INTERET POUR LA
RECONNAISSANCE CELLULAIRE

2-1.1. ACIDE ASCORBIQUE

Les travaux ont été réalisés sur cette molécule principalement a partir de cellules
osseuses provenant de souches immortalisées de rat (lignée ROS 17/2.8) ou de porc [1, 2].
Le transport de cette molécule a pu étre caractérisé comme un transport actif sodium
dépendant défini par un Km = 30 £ 5 uM et une Vmax = 24,3 + 2,3 nmol/s par gramme de
protéine. Enfin, d'autres études ont souligné que la partie de 'acide ascorbique reconnue par la
protéine de transport se situe au niveau des carbones 1, 2 et 3 du cycle lactonique (Figure 2).
En effet, la synthése de dérivés de 1'acide ascorbique substitués en position 2 et 3 a permis de
constater une forte diminution de l'activité de la molécule synthétisée par rapport a la

molécule naturelle [3].

Sur la base des travaux effectués sur des cellules animales, nous avons adapté les
protocoles décrits aux cellules osseuses ostéoprogénitrices humaines. Ces ostéoprogéniteurs
sont issus des cellules stromales de la moelle ossseuse humaine (HBMSC Human Bone
Marrow Stromal Cells) et sont a un stade de différenciation ostéoblastique qui leur confére
d'importantes propriétés de division et d'activité métabolique. Nous avons utilisé¢ de l'acide

ascorbique marqué au carbone 14 en position 1 (Figure 2).

Figure2: Acide L-ascorbique radioactif marqué au carbone 14

Nous avons mis des ostéoprogéniteurs en présence de concentrations variables

d'acide ascorbique radioactif et sur différentes durées. Ces expériences ont permis de
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caractériser le transport de l'acide ascorbique a I’intérieur des ostéoblastes humains. Nous
assistons a une incorporation de la radioactivité dans les cellules selon des évolutions qui sont

décrites dans la Figure 3.

Transport de I'acide ascorbique
300
250 A
200
—e—0uM
§ 150 - —m— 5uM
100 | 20uM
—¢—60uM
50
O 1 T T v\ T T
0 10 20 30 40 50 60
temps en minute
Figure3: Mise en évidence du transport de 1'acide ascorbique au sein des ostéoblastes en

fonction du temps.

Les résultats semblent mettre en évidence un processus triphasique de transport de
l'acide ascorbique. En effet, entre 0 et 15 minutes nous assistons a une entrée de l'acide
ascorbique marqué dans la cellule ; suit ensuite une décroissance de la quantité de
radioactivité dont nous devrons chercher la cause. Enfin, nous assistons a une nouvelle
croissance qui semble proportionnelle a la concentration de la molécule déposée dans les puits

de culture au début de la mise en contact et au temps.

Dans un premier temps, nous avons tenté d'analyser les phases de croissance
(0 a 15 min) et de décroissance (15 a 20 min). Les résultats d'une nouvelle expérience
effectuée sur un temps plus court et en balayant une gamme de concentrations en acide
ascorbique marqué plus étendue sont présentés dans la Figure 4 : ils reprennent parfaitement

les résultats mis en évidence dans 1'expérience précédente.
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Transport de lI'acide ascorbique
700
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Temps en min
Figure4: Mise en évidence du transport de I'acide ascorbique entre 0 et 20 minutes.

Les courbes présentées sur la Figure 4 sont représentatives d'une entrée d'acide
ascorbique dans les cellules, suivie d’une baisse de la radioactivit¢ quelle que soit la
concentration d'acide ascorbique initialement utilisée (de 5 a 120 pM). Sur cette échelle de
temps il semble que le phénomeéne d'entrée soit indépendant de la concentration initiale de la

molécule.

Nous avons cherché a expliquer les différentes étapes du phénomene mis en
¢vidence par les résultats de ces deux expériences. La premicre phase de croissance
correspondrait a l'entrée de la molécule marquée dans la cellule par le mécanisme de transport
déja décrit. Pour la phase de décroissance, nous avons tout d'abord imaginé qu'une partie des
cellules présentes dans les puits de culture pouvait étre altérée par la présence de l'acide
ascorbique. Afin de vérifier cette hypothese, nous avons déposé dans les puits ensemencés,
une quantité fixe d'acide ascorbique marqué et nous avons placé l'ensemble a température
ambiante pendant une heure. Nous avons ensuite lavé les puits en prenant soin de ne pas

détacher les cellules et renouvelé 1'expérience de transport précédemment décrite (Figure 5).
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Transport de l'acide ascorbique
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Figure5: Représentation du transport de I'acide ascorbique radioactif avant et aprés incubation

des cellules avec cette méme molécule.

La Figure 5 représente en bleu le comportement des cellules en présence de 60 uM
d'acide ascorbique et en rose le comportement cellulaire a I'addition de 60 uM d'acide
ascorbique apres une heure d'incubation préalable des cellules avec 60 uM d'acide ascorbique
et lavage des puits. La Figure 5 présente des courbes d'allure identiques ; ceci nous permet
d’avancer que 1'état physiologique des ostéoblastes n'a pas été altéré par la présence de la

molécule marquée.

Nous avons alors envisagé une dégradation possible de l'acide ascorbique lors de ou
apres son incorporation au sein des ostéoblastes. De ce catabolisme résulterait la scission de la
partie de la molécule contenant I’atome de carbone enrichi. Ce fragment radio-marqué serait
alors directement relargué par la cellule et évacué lors des lavages successifs par le tampon

PBS 1X (annexe).

Au sein des cellules, l'acide ascorbique joue un rdle de coenzyme pour la proline
hydroxylase impliquée dans la synthése du collagene [4]. L'acide ascorbique est un agent
réducteur pour I’enzyme qui se régénere ensuite par I’intermédiaire d’un autre couple oxydo-
réducteur. Cependant, si aprés oxydation, l'acide ascorbique n’est pas réduit a nouveau, il

s’accumule sous forme d’acide déhydroascorbique (DHAA). Cette accumulation, toxique
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pour la cellule, induit une dégradation irréversible de 1’acide déhydroascorbique en acide

2,3-dicétogulonique (2,3-DKG) [5, 6] (Figure 6).

COOH
OH OH
D —
OH 2H OH B
o) ? o) H,0 -
O © = . H——OH
= ) ® 2\ HO——H
HO OH 2H O 0] CH,OH
Acide L-ascorbique DHAA 2,3-DKG
Figure 6 :  Processus de dégradation irréversible de I'acide ascorbique

Ce composé est un B-céto acide susceptible de se décarboxyler en position 1 avec
libération d’une molécule de CO; radioactive [7, 8] ; ceci rendrait compte de la diminution

progressive de la radioactivité au sein des cellules (Figure 7).

o *COOH
OH ® o COOH
2H
OH OH __ o 0
oo 42 O _o HO B
® ® ——» H—+——OH ——> H OH
_ ) . { HO——H 3 C(HOH)
HO OH 2H O 0 CH,0H €Oz  CH,OH
Acide L-ascorbique DHAA 2,3-DKG
Figure 7:  Hypothése de la disparition de la radioactivité du milieu réactionnel

Cependant d'autres €tudes bibliographiques sur les différents intermédiaires de cette
dégradation font état du fait que 1’acide 2,3-dicétogulonique se retrouve, en fonction des
expériences réalisées, soit dans le sang soit dans les urines [9]. Ceci pourrait signifier que
cette décarboxylation ne se fait pas dans les milieux circulants de I'organisme, mais plutot
dans les cellules en présence d’une enzyme (décarboxylase) susceptible de catalyser la

réaction [7].
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Afin de valider une telle hypothése, nous avons réalisé un appareillage capable de
piéger un éventuel dégagement de CO, radioactif provenant de cellules ostéoprogénitrices en
croissance mis en culture dans une boite de Pétri de 10 cm? (Figure 8). Pour récupérer
I'ensemble des gaz nous avons utilisé un flux d'argon avec un débit de 5 ml / s. Ce gaz, tres

dense permet de purger l'intégralité de I'enceinte A.

Ajoult AA* Ajout chlaux éteinte

| Transfert du |

Entree Volume gazeux I Sortie
rgon
Argon

I

I

T |

: | |

I

I

I

I

| Enceintes

| hermétiques

i et purgées

<— Celuks Eau de 7
chaux
Enceinte A Enceinte B

Figure 8:  Montage permettant de caractériser le dégagement de CO, radioactif sous flux d'argon

La mesure d'un dégagement éventuel de CO, radiomarqué s'effectue par pié¢geage
au moyen d'une solution de chaux éteinte placée dans I’enceinte B. Cette expérience s'est

déroulée sur une période de 4 heures.

L’expérience terminée, nous prélevons des échantillons de la solution de chaux
¢teinte. La radioactivité des tubes est alors déterminée. Les résultats sont présentés dans
I'histogramme ci-aprés (Figure 9). Les valeurs données sont des moyennes d’expériences

réalisées en triple exemplaires.
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Dégazage de CO, sous Argon
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Figure9: Mesure du dégagement de CO, par les ostéoblastes sous flux d'Argon

Les résultats présentés dans la Figure 9 mettent en évidence la présence de
radioactivit¢é dans les fractions de chaux éteinte aprés 4 heures d'incubation des
ostéoprogéniteurs avec de l'acide ascorbique. De plus, nous remarquons qu’en absence de
cellules, l'acide ascorbique radiomarqué ne se dégrade pratiquement pas. Pour finir nous
avons réalis€ un comptage de la radioactivité présente dans les cellules lysées apres
I'expérience. Ce résultat non présenté¢ dans l'histogramme (600 + 15 cpm) valide le fait que
l'acide ascorbique est bien entré dans les cellules pendant cette réaction, la radioactivité
pouvant alors provenir de la molécule elle-méme ou d’une de ses formes de dégradation

(DHAA, 2,3-DKG) voire méme de CO, dissout sous forme HCO;".

\

Cependant les raisons physico-chimiques qui nous ont incités a utiliser un flux
d'argon posent des problémes biologiques. En effet, le flux du gaz lourd va trés rapidement
priver d'oxygéne l'enceinte A et plus ou moins le milieu tampon recouvrant les cellules.
Ces dernieres vont donc se trouver, dans des délais assez courts, dans un état d'hypoxie leur
imposant pour survivre la mise en place de voies métaboliques anaérobies. Ce sont peut-étre
ces voies qui ont provoqué la dégradation de 1'acide ascorbique comme source de carbone par

exemple.

Nous avons donc réalisé une expérience complémentaire en introduisant un flux

d'air soutenu (10 ml / s) dans les enceintes pour permettre comme précédemment, de
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récupérer un éventuel dégagement radioactif. Ceci a été possible en placant, en premier, une

enceinte pleine de chaux éteinte de facon a fixer toute trace de CO; contenu dans l'air.

Ce systeme mis en place, nous avons réitéré I'expérience décrite précédemment et

nous avons obtenu les résultats présentés dans I'histogramme de la Figure 10.

Dégazage de CO, sous Air

1600
1400
1200

1000 mt0
800 B t4h
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sous Ar sous Ar sous Air

Figure 10 : Mesure du dégagement de CO, par les ostéoblastes sous flux d'Air

t'0 correspond a la mesure de la radioactivité initiale de la chaux éteinte de la
premiere enceinte (filtre a CO,), alors que t0 correspond a la mesure de la radioactivité initiale

de la chaux éteinte de la troisiéme enceinte.

A la lecture de l'histogramme nous remarquons que la situation d'aérobie des
cellules n'est pas a 'origine de la dégradation de 'acide ascorbique qui conduit au dégagement
de CO,. Nous sommes donc bien en présence d’une décarboxylation provenant de l'acide
ascorbique au sein des ostéoblastes (puisque le 2,3-DKG est stable dans les urines et le sang

[9]). Ceci validerait I’hypothése de la présence et de I’action d’une décarboxylase.

Pour finir, la derniére phase de la Figure 2 qui suit 1'é¢tape de catabolisme décrite
précédemment correspond a une augmentation croissante de l'entrée de radioactivité dans les
cellules entre 20 et 50 minutes. Ce type de comportement cellulaire est caractéristique de la
présence en grande quantit¢ dans le milieu extérieur d'un composé (acide ascorbique).

La cellule met alors en place plusieurs processus de métabolisme de 1'acide ascorbique voire
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de ses produits de catabolisme décrits précédemment. Par exemple, le CO, émis lors de la
décarboxylation pourrait étre simultanément utilisé comme substrat par des enzymes a biotine
(carboxylases). Ceci aurait pour effet de déplacer les différents équilibres entre l'acide

ascorbique et ses multiples produits de catabolisme.

2-1.2. HYPOXANTHINE

Les bases nucléiques sont des molécules d’une importance capitale pour les cellules
et sont indispensables en grande quantité lors de la division mitotique [10]. De nombreux
travaux ont déja été effectués sur le transport des bases puriques notamment sur les
érythrocytes humains permettant de caractériser les constantes cinétiques de chacune des
bases avec plus ou moins de précisions [11]. En ce qui nous concerne, nous avons travaillé¢ sur
le transport, au sein de cellules ostéoprogénitrices humaines, de 1'adénine, de I'hypoxanthine,
et de la thymine. Pour I'adénine et la thymine leurs transports n'ont pas pu étre caractérisés ;
en effet, il semble que leur incorporation dans les cellules soit beaucoup trop rapide pour que
nous puissions les suivre et les caractériser. Néanmoins, en ce qui concerne l'hypoxanthine
nous avons eu des premiers résultats encourageant que nous avons décrits dans le paragraphe

suivant.

2-1.2.1. CARACTERISATION DU TRANSPORT

Nous avons établi un protocole permettant de caractériser un éventuel transport de
I’hypoxanthine dans les ostéoblastes au moyen dhypoxanthine marquée au

carbone 14 en position 4 (Figure 11).

Figure 11: Hypoxanthine radioactive marquée au carbone 14
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Deux solutions différentes d'hypoxanthine marquée (1uM et 36uM) ont été mises
en contact avec des cellules ostéoprogénitrices en culture [10] pendant une période de
90 minutes. A intervalle de temps réguliers, nous mesurons la quantit¢ de radioactivité

présente dans les cellules. Les résultats sont consignés dans le graphique de la Figure 12.

Entrée d'’hypoxanthine (HXT) © HXT* 36uM

BWHXT* 1uM

3000 ~

2500 -

2000 -

1500 -
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1000 -

500 -

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Temps (min)

Figure 12: Entrée de ’hypoxanthine radioactive dans les ostéoprogéniteurs en fonction du temps

Le graphique (Figure 12) montre une augmentation régulicre de la radioactivité
dans les cellules, en fonction du temps et de la concentration de la molécule dans le milieu

extracellulaire. Ce phénomene peut avoir plusieurs origines :

- une adsorption aspécifique qui conduirait a la fixation a la surface ou dans la
membrane cytoplasmique (phospholipides notamment) de nombreuses molécules
d'hypoxanthine. Ce phénoméne peut dans certains cas faire croire a un transport actif de la

molécule.

- une diffusion facilitée au travers de la membrane, dépendante du gradient de
concentration en  hypoxanthine de part et dautre de cette membrane.
Ce mécanisme conduirait a une rapide entrée de l'hypoxanthine jusqu'a l'équilibre des

concentrations des deux cotés de la membrane cytoplasmique.
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- une entrée active via un systéme de transport. Dans ce cas nous serions en

présence d'une protéine dont il serait intéressant de mettre a profit les propriétés.

Afin de valider une de ces hypothéses, nous avons utilisé des composés permettant
de bloquer les différentes sources d’énergie de la cellule. Nous avons associé deux composés
toxiques, 1’azoture de sodium (NaN3) qui bloque le fonctionnement des mitochondries et
la 3-chlorophényl mésoxalonitrile hydrazone (carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone
(CCCP)) qui permet de perméabiliser la membrane cellulaire aux protons. Cette dernicre
molécule empéche la formation d’un gradient de concentration en proton entre les deux faces
de la membrane cellulaire et bloque ainsi le fonctionnement des ATPsynthases. La cellule se
retrouve donc dans l'incapacité de produire de I'ATP source d’énergie. Aprés avoir incubé¢ les
cellules en présence de ces deux composés, nous avons placé au contact des cellules la
solution d'hypoxanthine marquée (36uM). Nous avons comparé les résultats obtenus en

présence des agents toxiques (m) (en fonction du temps) avec ceux obtenus avec

I'hypoxanthine marquée seule (®) (Figure 13).

Transport de I'hypoxanthine

® HXT*36uM
8000 - m CCCP + NaN3
7000 - 4

6000 -
5000 -
4000 - ®
3000 -
2000 -

1000 { o
0 N S | I L

0 50 100 150 200
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Figure 13 : Caractérisation du transport actif de ’hypoxanthine

En présence des agents toxiques, nous ne constatons plus d'incorporation de

radioactivité (pente nulle de la courbe en rouge Figure 12). Nous pouvons en déduire :

I'absence de toute fixation aspécifique qui se serait traduite par une

augmentation de la radioactivité.
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- l'absence d'une diffusion facilitée qui elle aussi se serait traduite par une
augmentation de la radioactivité avec l'atteinte d'un plateau a 1'équilibre des concentrations de

part et d'autre de la membrane cytoplasmique.

Ces différents éléments nous permettent d'affirmer que nous avons mis en évidence,
pour la premiere fois sur les ostéoprogéniteurs humains, le transport actif de I'hypoxanthine a

travers la membrane cytoplasmique de ces cellules.

2-1.2.2. ETUDE CINETIQUE DU TRANSPORT

Afin de définir les paramétres cinétiques du transport de 'hypoxanthine, nous avons
tout d'abord rapporté pour chaque concentration d'hypoxanthine sa vitesse d'entrée dans

10° cellules. Cette vitesse d'entrée, calculée a partir des mesures en cpm est représenté

Figure 14.
Vitesse maximale
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Figure 14 : Détermination de la vitesse maximale d’entrée de I’hypoxanthine dans les cellules

La branche d’hyperbole présentée Figure 14 est caractéristique d’un phénomeéne de
transport selon un comportement régi par une cinétique de Michaélis-Menten pour la
molécule considérée. Nous sommes parvenus a la saturation du transport en augmentant la

concentration d’hypoxanthine jusqu'a 300 uM. Cette indication nous a permis de déduire la
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vitesse maximale (Vmax) d’entrée de la molécule dans les ostéoblastes humains établie a

0,57 + 0,09 pmol / s pour 10° cellules.

Nous avons exploité les résultats de la Figure 14, grace a une représentation
mathématique de Lineweaver Burk en double inverse. Ceci nous a permis d’accéder au
deuxiéme parameétre cinétique indispensable a la caractérisation du transporteur : la constante
d’affinité de Michaélis-Menten (Km). Nous avons ainsi déterminé pour ce transport actif un

Kmde 2,3 + 0,5 uM (Figure 15).

Affinité

1N

-0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
1/[HXT*]

Figure 15: Détermination de la constante de Michaélis-Menten de I’hypoxanthine
vis a vis de son transporteur
En conclusion nous avons mis en évidence pour la premiére fois a notre
connaissance un transport actif d'hypoxanthine chez les cellules ostéoprogénitrices humaines
(Km de 2,3 £ 0,5 uM et Vmax de 0,57 £ 0,09 pmol / s pour 10° cellules) sans toutefois
pouvoir en faire de méme avec 'adénine et la thymine. Ceci est d'autant plus original que le
transport de 1'hypoxanthine chez les érythrocytes humains est un systéme de transport facilité

commun a I'ensemble des bases puriques [11].

L’hypoxanthine constitue donc une cible potentielle intéressante : sa présence a la
surface d'un biomatériau devrait permettre d'augmenter l'affinité cellulaire vis-a-vis du

matériau. Nous sommes, dés lors, en droit d'espérer qu'une fois les cellules ostéprogénitrices
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concentrées par ce biomatériau spécifiquement modifié, les phénoménes naturels d'adhésion

puis de prolifération seront facilités.

2-2. INGENIERIE MOLECULAIRE DU
SYSTEME BIO-CONJUGUE

Notre travail a consist¢ dans un premier temps a synthétiser différents
sila-conjugués. Ces derniers correspondent a l'association d'un lien organo-silicié avec les
molécules d'intérét précédemment définies. Nous avons aussi tenté de synthétiser des sila-
conjugués d'autres bases nucléiques (adénine, 6-chloropurine et thymine) afin de vérifier la
spécificité du transporteur de I'hypoxanthine pour cette derniére. Ces couplages ont été rendus
possibles, en exploitant une réaction inhabituelle pour 1'obtention de ce type de liaison (éther,
amine) : la réaction de Mitsunobu. Cette derniére nous a conduit, pour la premiére fois, a
différents sila-conjugués de longueurs de chaines différentes et de fonctions terminales

variées (Figure 16).

2
R Si R Si )
YN

SN )JP{
m, m,=1a4 m,

m, = 1 ou 4 X: ou
R=Cl, NH,
Y = Molécule d'intérét

:

Figure 16 : Formule générale des sila-conjugués

Dans un deuxiéme temps, nous avons synthétisé un bras espaceur présentant des
caractéristiques physico-chimiques particuliéres. Il est constitué de fragments organiques
séquentiels hydrophiles et hydrophobes afin de permettre la meilleure exposition du
sila-conjugué au milieu biologique aqueux [12]. Puis nous avons couplé ce bras au sila-
conjugué par l'intermédiaire d'une liaison amide ou ester, pour obtenir en fin de synthése le

bio-conjugué.

Pour finir cette partie sur la réalisation du biomatériau chimiquement modifié, nous
avons greff¢ le bio-conjugué sur le polyfluorure de vinylidéne (PVDF) matériau

biocompatible et déja largement utilisé dans le domaine médical. Nous avons caractérisé la
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présence du systéme organique a la surface du PVDF par spectrométrie infra-rouge a

transformé de Fourier (IR -TF).

2-2.1. SYNTHESE DES SILA-CONJUGUES

L’idée d’utiliser un lien silicié entre la molécule d'intérét biologique et le bras
espaceur, est motivée par plusieurs raisons faisant intervenir les propriétés chimiques des
dérivés organo-siliciés [13]. Il est possible d'envisager un relargage de cette molécule de la
surface du biomatériau par scission de la chaine siliciée. Il s'agit de I'exploitation de traits
particuliers et originaux du métabolisme des dérivés organo-siliciés. Il a été¢ décrit, dans la
littérature, différents modes de scission de chaines organo-siliciées par oxydation comme dans

le cas du silaméprobamate A (X = H,NCO,CH,) [14] :

R HO R
~ J/ Oxydation \@/ ~.__-OH
Si —_—> Si — Si Z SR
RN Enzymatique 7N\ N
) b) z Z p) by
A Silanol

La coupure des liens siliciés serait donc envisageable pour l'ensemble des sila-
conjugués synthétisés conduisant a la libération d'un dérivé vinylique de notre molécule
d'intérét. En effet, lors de 1'implantation du biomatériau il se crée dans le cal osseux une zone
d'inflammation importante ou de nombreux macrophages sont recrutés. Ces derniers par la
libération de poches lysosomiales contenant de nombreuses enzymes vont permettre une

augmentation en concentration locale importante en oxydases.

De méme, il existe dans la littérature des exemples d'oxydation d'insaturation [15,
16] qui nous permettent d'envisager la libération de la molécule naturelle. Un exemple de

schéma réactionnel est présenté ci-dessous :
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— O/S'\R — }&:NH +/ﬁ\ w s
Libération de la
molécule d'intérét
Il sera aussi intéressant de mettre a profit les caractéristiques particulieres de la
chimie des dérivés organiques du silicium. La réaction d'hydrosilylation permettant
d'introduire une fonction siliciée au sein d'une chaine carbonée comme la réaction de
substitution en a du silicium constituent des éléments forts en faveur de l'utilisation de ces

intermédiaires de synthese.

Nous avons, au fur et a mesure de notre travail de synthése, soumis les sila-
conjugués obtenus a des tests de cytotoxicité puis a des tests d'inhibition du transport de la
molécule naturelle vis-a-vis des cellules ostéoprogénitrices. L’ensemble de ces résultats

biologiques sera présenté dans la troisiéme partie de ce manuscrit.

2-2.1.1. SYNTHESE DES LIENS ORGANO-SILICIES

Nous avons congu un systéme de lien entre la molécule naturelle d'intérét et le bras
espaceur. Ce lien est constitué d'un enchainement organo-silicié saturé A ou insaturé B
(Figure 17) d'environ dix atomes. L'introduction de l'atome de silicium dans la chaine
carbonée est possible grace a une réaction trés générale pour cet hétéroatome qui est la

réaction d'hydrosilylation.

wwo/\&/)mA/ Si<\’rﬂ‘ WO\)J;SiQI’ ou wwo/\/> Si<\l,r"r

A B

Figure 17 : Liens organo-siliciés saturés A ou insaturés B

Page : 76



Cette réaction, découverte a la fin des années 40, est désormais largement
documentée [17]. L'hydrosilylation d'insaturations carbone — carbone est une des plus
importantes réactions permettant l'introduction d'un atome de silicium dans un squelette
carboné. Cette réaction peut se faire selon deux modes opératoires. Le premier fait appel a un
mécanisme radicalaire qui, a partir du trichlorosilane permet I'introduction d'un C13Si  sur un
alcéne [18 - 20]. Le second, que nous avons utilisé fait intervenir le plus souvent un complexe
chloroplatinique (catalyseur de Speier H,PtCls, 6H,O) comme catalyseur et donne les produits
d'addition correspondant avec un trés bon rendement [21]. L'acide hexachloroplatinique
permet I'hydrosilylation de doubles et triples liaisons carbone — carbone. Ainsi des
vinylsilanes ont pu facilement étre obtenus a partir de l'acétyléne [22]. Avec un alcyne
substitué la réaction d'hydrosilylation conduit a I'obtention d'alcénes régio-isomeres avec des
pourcentages de rendement variables mais toujours en faveur de l'obtention en excés de
l'isomére possédant 'insaturation en bout de chaine. Par exemple, c'est le cas dans la réaction
de I'hex-1-yne avec le trichlorosilane, qui conduit au mélange des régio-isomeéres 1- et 2-

trichlorosilylhex-1-¢éne [23].

H
/\/\ _— > /\/>—<— + /\/Y H
H,oPtClg H SiCl, Cl,Si
22% 78%

A partir du schéma général présenté Figure 18 nous avons envisagé la synthése des

liens organo-siliciés saturés A :

Me,Si(H)R R
\/(A)m\OAc - > ACO/é\)m\/\Si/
H,PICl,, 6H,0 /N
R -
Ho e e m=1,2,34
7N\ R = CH,CI, (CH,),Cl

Figure 18 :  Schéma général de synthése des liens organo-siliciés saturés A

Nous avons fait varier la chaine carbonée (m = 1 a 4) afin d'optimiser la longueur

du lien organo-silicié.
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La synthese des liens insaturés B s'appuie sur un schéma général similaire avec

comme point de départ un composé propargylique (Figure 19) :

Me,Si(H)R _(C3Hy) R
Ok i) . AcO” > s
H,PtCls, 6H,0 7N
_(C3Hy) R 2&
— po” s
7/ \\ m=1.2,34 CaH, ou
R = CH,CI, (CH,),Cl 7 Y

Figure 19: Schéma général de synthése des liens organo-siliciés insaturés B

Nous avons pu évaluer 1'impact des contraintes de structure imposées par la double

liaison sur le systéme de reconnaissance par le transporteur.

2-2.1.1.1. SYNTHESE DES HYDROGENOSILANES

Deux alkylchlorosilanes commerciaux - le chlorométhyldiméthylchlorosilane (1) et
le chlorobutyldiméthylchlorosilane (2) - nous ont permis d'aboutir aux
chlorométhyldiméthylsilane (3) et chlorobutyldiméthylsilane (4), par réduction par 1’hydrure
de lithium et d’aluminium [24] (Figure 20, Tableau 2).

Ck R LiAIH, H R
Si > Si

/7N ELO /7N
1 3 R=CH,CI
2 4 R =(CH,)Cl

Figure 20 :  Réduction des alkylchlorosilanes

R Rendement Rdt % Produits
HO o
CH,CI 70 Si Cl
7\ 3
(CH,).Cl S o~~~ C!
80 Si
2)4 PaaN 4

Tableau1: Rendement de la réaction de réduction des alkylchlorosilanes
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2-2.1.1.2. SYNTHESE DES LIENS ORGANO-SILICIES
SATURES

Hormis l'acétate d'allyle commercial, nous avons préparé au préalable les acétates
6 a 8 a partir des alcools insaturés correspondants avec de treés bons rendements (Figure 21,

Tableau 3). Puis nous avons soumis ces divers acétates insaturés (5 a 8) a une réaction

d'hydrosilylation.
CH,COCI / Pyr
Et,O
6-8
m=2a4
Figure 21 : Acétylation des alcools vinyliques
m Rdt % Produits
3 92 X" 0ac 7

Tableau2: Rendement de la réaction d'acétylation des alcools vinyliques

En présence d'acide hexachloroplatinique dans le THF au reflux, les
hydrogénosilanes 3 et 4 ont réagi avec les acétates 5 a 8 obtenus précédemment pour

conduire, dans de bonnes conditions, aux adduits 9 a 16 (Figure 22, Tableau 4).

R H H2PtC|6, 6H20 R M\
s A N g ™0Ac

S + m >
2N OAc N
THF
3 5-8 m=1a4 9-12 R=CHLCI
4 13-16 R=(CH,)Cl

Figure 22 : Hydrosilylation des alkylsilanes
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R m Rdt % Liens organo-siliciés
1 g | ¢ s >"onc
VRN 9
OA
2 78 C|/\/s<\/\/ ©
CH,Cl 10
3 NN
- 3 80 o si OAc
2N 1
OA
VRN 12
1 77 | s ™" onc
VRN 13
OA
2 60 CI/@l; Si<\/\/ ©
(CH2),Cl 14
4
3 45 Cl/ﬁl s >N None
VRN 15
OA
4 41 C|/HE si” NN
7\ 16

Tableau3: Rendement de la réaction d'hydrosilylation

L’augmentation de la longueur de la chaine alkyle des acétates S a 8 ne semble pas
affecter les rendements de la réaction d’hydrosilylation conduisant aux composés 9 a 12
(environ 80%). Cependant la présence du groupe chlorobutyl, volumineux, sur
I'hydrogénosilane 4 semble affecter sensiblement la réaction lorsque la chaine alkyle des
acétates croit. Nous observons une diminution réguliére du rendement d'hydrosilylation

conduisant aux composés 13 a 16.

Enfin, la méthanolyse des dérivés 9 a 16 effectuée en présence d'acide para tolueéne
sulfonique (APTS) conduit aux composés 17 a 24 dans de treés bonnes conditions : (Figure 23,

Tableau 5)

Page : 80



APTS

R R
\Si/\/ﬁm\OAc > \SiMOH
7N\ MeOH 4
9-12 m=1a4 17-20 R =CH,CI
13-16 21-24 R =(CH,),CI
Figure 23 : Méthanolyse des dérivés acétylés
R m Rdt % Liens organo-siliciés
1 92 |cr s >""on
7\ 17
OH
2 93 | s TN
VRN 18
CH,CI
NN
Cl Si OH
3 97 RN 19
OH
VRN 20
1 97 C|/H4\Si/\/\ OH
7\ 21
OH
2 98 R N N
VRN 22
(CH2)4Cl —
3 9 s > o
7\ 23
OH
VRN 24

Tableau4: Rendement de la réaction de méthanolyse
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» Aménagement de l'extrémité chloroalkyle en extrémité
aminoalkyke

Le lien organo-silicié est synthétisé dans le but d'étre fixé d'un coté a la molécule
d'intérét (partie hydroxyalkyle) et de l'autre au bras espaceur. Cette fixation est possible aprés
transformation de l'extrémité chloroalkyle du sila-conjugué en extrémité hydroxyalkyle et
ensuite la liaison ester avec le bras espaceur est réalisée. Nous avons tenté, via le méme
schéma de transformation, d'aboutir a un sila-conjugué possédant une extrémité aminoalkyle
pouvant conduire a une liaison amide avec le bras espaceur. Ceci nous a amen¢ a transformer

les groupements chloroalkyles en aminoalkyles via une réaction de type Gabriel.

A partir des alcools obtenus (17 a 20) Figure 23, nous avons obtenu les

phtalimidométhyles correspondants (Figure 24, Tableau 6).

0
PI‘(IB’EI?/DMF
A~ .
o T U ToH ———> | \N/>s|<\9m/\0H
0
17 - 20 25 -2

Figure 24 :  Obtention des dérivés phtalimidométhyles

m Rdt % Liens organo-siliciés
NN
Pht S OH
N OH
2 75 | pnt” s
RN 26
Pht S OH
3 76 o '\ 27
NN OH
4 76 | phe” si
RN 28

Tableau5: Rendement d'obtention des dérivés phtalimidométhyles
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Parmi ces composés, 27 et 28 ont cristallisé apres purification sur colonne de silice,

28 a pu étre analysé par diffraction des rayons X.

Les résultats de 1'analyse cristallographique, présentés dans la partie expérimentale,

ont permis d'aboutir a la représentation de la Figure 25.

&

LI
1-- F; .u '.'TF_;,.
Figure 25: Représentation cristallographique du composé 28

Le tableau suivant représente les caractéristiques du cristal ainsi que les longueurs
et les angles de liaison entourant l'atome de silicium. Le systéme a cristallisé selon une maille

triclinique avec les parameétres de maille présentés ci-dessous.

Code d'identification 28
Formule C17 H25N 03 Si
Masse Molaire 319.47
Température 296(2) K
Longueur Liaison 1.54178
Systeéme cristallin triclinique, P’
Paramétres de maille a="7.807 (8)
(Cuka) b=10.145 (4) A
c=11.886(4) A
o=93.53°(3)
B=105.84° (4)
v=89.77° (5)
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Longueurs de liaisons

N8 C12 1,446 (3)
C12 Sil3 1,889 (3)
Sil13 Cl14 1,855 (3)
Si13 C21 1,857 (3)
Sil3 22 1,856 (4)
Cl4CI15 1,506 (5)
C15C15 1,511 (5)

Angles de liaisons

N8 C12 Sil3 116,17 (18)
Cl14 Sil3 C12 111,18 (15)
C14Si13 C21 111,52 (18)
C14 Si13 C22 109,70 (17)
C21 Sil3 C22 111,10 (2)
C21Sil3 CI12 105,18 (15)

Ces résultats sont intéressants dans le sens ou trés peu de dérivés siliciés
tétra-alkylés ont pu étre cristallisés. Ces paramétres cristallins peuvent donc fournir des

informations pertinentes pour d'éventuelles études en mod¢lisation moléculaire.

La déprotection des phtalimidométhylsilanes 25 a 28 effectuée par I’hydrazine dans
I’¢thanol, a permis d'aboutir aux aminométhylsilanes correspondant (Figure 26,

Tableau 7).

0
\\ NoH
24
Ho M s N — >  HO s ONH,
7N EtOH "N
0
5-28 29 -32

Figure 26 : Hydrolyse des dérivés phtalimidométhylsilanes
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m Rdt % Liens organo-siliciés

HO S NH
1 | o4 S NH ”
HO S NH
2 94 v '\ 2 30
N 31
/\/\/\ .
HO S NH
4 92 Y '\ 2 32

Tableau 6 : Rendement de la réaction de libération de 1'amine libre

La volonté d'utiliser ces composés ultérieurement et leur relative instabilité, nous
ont obligés a protéger 1'amine libre par un groupe tertio-butyloxycarbonyle (BOC) et conduits

aux composés 33 a 36 (Figure 27, Tableau 8).

(0]
[l CHCI3
Ho™ N st WM, ¢ (H0000,0 5 Hoo 7 s NHBOC
m N m N\
EtsN
29 -32 33-36
Figure 27 : Protection de la fonction amine par un groupement BOC
m Rdt % Liens organo-siliciés
PN
1| 50 | HOT T s ONHBoc
7\ 33
HO _~_"~
2 45 Si/\NHBoc
N 34
HO/\/\/\S'/\NHB
i oc
3 75 N 35
4 79 Si NHBoc
7\ 36

Tableau7: Rendement de la réaction de protection de I'amine libre
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2-2.1.1.3. SYNTHESE DES FRAGMENTS SILICIES

INSATURES

Nous avons engagé les hydrogénosilanes 3 et 4 pour hydrosilyler l'acétate de

propargyle (37) ; les dérivés 38 a 41 obtenus sont présentés dans le Tableau 9.

R Acétate Rdt % Liens organo-siliciés
OAc
OAc
CH,CI 90 C'/>Si\ .o s
RN
— _.OAc 38 39
37 OAc
PN OAc
ClI” %S A
(CH2)4Cl 80 + Cl Si
7\ V%
40 M@
Tableau 8 : Rendement de la réaction d'hydrosilylation a partir de I'acétate de propargyle

Nous obtenons les différents isomeres éthyléniques de type vinylidéne et de

configuration E dans des proportions de l'ordre 60 / 40. La configuration Z, par contre,

probablement défavorisée par I'encombrement stérique autour du silicium n'a pas été obtenue

dans des proportions notables. Les deux couples d'isoméres 38 - 39 et 40 - 41 se sont révélés

inséparables par les techniques classiques de purification (chromatographie sur colonne de gel

de silice). Nous avons donc poursuivi la synthése sur les mélanges respectifs de ces acétates.

Comme en série saturée, nous avons tout d'abord effectu¢ une désacétylation des

mélanges purifiés mais non séparés des acétates 38 / 39 et 40 / 41 par méthanolyse en

présence d'acide para tolueéne sulfonique (APTS) (Figure 28, Tableau 10).
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APTS

R X o Re X
Si_ OAc > Si OH
7N MeOH 7N
38-39 J}( 42-43 R =CHCI
40-41 X - ol 44 -45 R =(CH,),Cl
AN
Figure 28 : Méthanolyse des dérivés acétylés
R Rdt % Liens organo-siliciés
I “
N OH /\j
CH.Cl | 90 | ¢ S eor” s
42 43
OH
A OH
Dgi XN
(CHo)iCl | 92 cr* Si v o b
44 45

Tableau 9 : Rendement de la réaction de méthanolyse des acétates insaturés

Les deux couples d’alcools isomeres (42-43 et 44-45) ont désormais pu étre séparés
par chromatographie sur colonne de gel de silice. Néanmoins, les différences de rapport
frontal parmi chaque couple d'isoméres ne dépassent pas 0,1 en chromatographie sur couche
mince. Ainsi la séparation en quantité importante de ces alcools nécessite plusieurs passages.
Nous avons donc cherché de nouvelles méthodes afin d'obtenir de meilleures conditions de

séparation des deux isomeres.

Divers travaux sur 1’hydrolyse enzymatique des composés organo-siliciés ont été
effectués [25]. Avec des estérases de foie de porc, par exemple, I’hydrolyse énantiosélective
du 2-méthyl-2-[(diméthyltertbutyl)silyloxyméthyl] malonate de diméthyle conduit a un exces
énantiomérique de 95% [26, 27]. Toutefois, le degré d’hydrolyse et d’énantiosélectivité

dépend fortement de 1’origine et de la nature de I’enzyme [28]. Dans le cas des acétates
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isomeres de (chlorométhyldiméthylsilyl)-2-propényle, nous avons supposé€ que la position de
I’insaturation par rapport a I’atome de silicium et au groupement acétyle pouvait induire une
sélectivit¢ pendant une hydrolyse enzymatique. De plus, 1’utilisation d’une enzyme
immobilisée permettrait un meilleur isolement aprés la réaction. Nous avons donc utilisé la
lipase de Candida antartica comme biocatalyseur immobilisé sur une résine acrylique
macroporeuse. Des aliquotes de chaque réaction ont été prélevées en fonction du temps et
analysées par RMN du proton. Les cinétiques de réaction ont été établies par comparaison des
intégrations des spectres RMN des différents mélanges avec celles des spectres des produits
purs. Toutes les réactions ont été¢ effectuées en triple exemplaire, a deux températures
différentes et les résultats représentés Figure 30 et 31. Afin de valider I’activité enzymatique a
une température proche de l'ambiante, les premicres réactions ont été effectuées a 30°C.
A cette température la lipase Candida antartica est capable d’hydrolyser le mélange des deux
acétates. Les analyses en chromatographie sur couche mince (CCM) ont révélé trois spots,
I'un correspondant aux acétates et les deux autres aux composés 42 et 43.
Les spectres RMN ont confirmé la présence d’une desacétylation avec l'apparition du signal

hyd-oxyméthyle sur le spectre (4,2-4,3 ppm) Figure 29.

CH20H (6)
W’ CH20AC (3)
SicH= @) \ (CH3)2Si (3)
CH20AC (4)

CH= (4)

M (CH3)2Si (4)

6 5
CH3COO (3+4)
CH2CI 4)
CH2CI 3) /
7 6 5 4 3 ‘ . Lo ;

Figure29: Spectres RMN du milieu réactionnel au bout de deux heures

Une étude précise du spectre, a montré que Candida antartica hydrolyse le
composé 39 avec une tres forte sélectivité. Apres 24 heures d’incubation le composé 39 a été

hydrolysé quantitativement pour donner le composé 43 alors que seulement 21% du composé
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38 a été hydrolysé en composé 42. Cependant les analyses CCM ont révélé la présence de

produits de dégradation (de faibles Rf) que nous n’avons pas essay¢ d’identifier.

Composés (mmol)

25

Temps (h)

Figure 30 : Courbes cinétiques d’hydrolyse des dérivés siliciés acétylés a 30°C

(® : compos¢ 38, m : composé€ 39, A : composé 42, ® : compose 43)

Candida antartica est connue pour étre une enzyme thermorésistante [29, 30] avec
une température optimale de réaction voisine de 60°C. C'est pourquoi I’hydrolyse du mélange
des acétates 38 et 39 a été effectuée a cette température dans le but d’optimiser les rendements
et de minimiser l'apparition de produits de dégradation. Les réactions cinétiques ont été
suivies par RMN du proton, apreés 1’addition du catalyseur. Le taux d’hydrolyse s'est avéré

supérieur, et nous avons constaté une augmentation de la sélectivité de I’hydrolyse.
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Figure31: Courbes cinétiques d’hydrolyse des dérivés siliciés acétylés a 60°C

(® : compos¢ 38, m : composé€ 39, A : composé 42, ® : compose 43)

Si nous comparons les Figures 30 et 31 au bout de 2 heures et demi par exemple
nous constatons que la proportion d’alcool 43 est 4 fois supérieure a celle de 1’acétate 39 a
30°C alors qu’a 60°C cette proportion est dix fois plus élevée. De plus a 60°C, 5 heures
seulement ont été nécessaires pour hydrolyser totalement le composé¢ 39 en composé 43
Dans ces conditions expérimentales, seul le composé 38 est resté inchangé en fin de réaction,
avec ’alcool 43 et des traces d’alcool 42. Le composé 38 a été facilement séparé des deux
alcools 42 et 43 pour étre desacétylé en présence d’acide para toluéne sulfonique dans le

méthanol et donner le composé 42 avec les rendements déja énoncés dans le Tableau 10.

Cette voie enzymatique représente donc une solution beaucoup plus efficace et
rentable pour I’obtention des alcools 42 et 43, séparés et purs. Le bilan réactionnel des

différentes étapes peut étre schématisé de la facon suivante (Figure 32) :

Page : 90



y
2:

/TAC
OA
) CI/>S'/\ Mélange

inséparable
38 Lipase 39
H
Cl Si + ClI Si
7N\ VRN
38 43 (rdt=95%/39)

Chromatographie

H

\

7N\
38 43
MeOH
APTS
CI /SI\

42 (rdt=90%/ 38)

Figure 32 : Bilan de la séparation enzymatique des isomeres 38 et 39

2-2.1.2. SYNTHESE DES SILA-CONJUGUES DE
L'ACIDE ASCORBIQUE

L'étape suivante de nos travaux a concerné le couplage des molécules d'intérét
reconnues sélectivement par les transporteurs caractérisés précédemment dans les cellules
ostéoprogénitrices, I'acide L-ascorbique et I'hypoxanthine, aux liens organo-siliciés dont nous
venons de décrire la préparation. Il s'agit en l'occurrence de former une liaison éther entre la
position 6 de l'acide ascorbique et une fonction alcool primaire du lien organo-silicié ou bien

de procéder a I'alkylation de 1'azote en position 9 d'une purine.
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Les premiers travaux réalisés 1'ont €té sur l'acide ascorbique ; nous avons axé nos
modifications sur la position 6 de la molécule qui semble plus accessible et plus réactive que
les autres positions (2 et 3). Nous avons tenté de réaliser la liaison éther en passant par la
formation d'un tosylate activateur d'une des deux fonctions alcools [31]. Cette réaction n'a
donné aucun résultat. De plus, les autres modes d'obtention de liaisons éther (H>SO4 [33]
FeCl; ou PCls / POCI; [34]) nous ont semblés particulierement agressives pour nos réactifs
(acide ascorbique). Nous avons donc cherché de nouveaux moyens d'obtention d'éther.
Les ¢études bibliographiques nous ont amenées a nous intéresser a la réaction de Mitsunobu
qui permettait de réaliser des liaisons entre une amine primaire et un alcool ou entre deux

alcools (un primaire et I'autre secondaire) [35, 36].

Nous avons travaillé sur les conditions opératoires de la réaction de Mitsunobu et
nous sommes parvenus pour la premiere fois a obtenir, avec des rendements intéressant, une

liaison éther a partir de deux alcools primaires.

2-2.1.2.1. REACTION DE MITSUNOBU

La réaction de Mitsunobu est couramment utilisée dans la formation de liaisons
carbone-hétéroatome (C-O ou C-N). Globalement, elle se présente comme une déshydratation
intermoléculaire entre un alcool et un composé comportant un proton labile en présence
d'azodicarboxylate de diéthyle et de triphényl phosphine [35]. Ce couplage entraine toujours
une inversion de configuration des carbones asymétriques concernés. Deux exemples sont

présentés ci-dessous :

- formation de liaisons C-O [36]

H OCOR OH
PPhs, DEAD - saponification -
— > " _— >
R R:  RCO,H R R; R R,

- formation de liaisons C-N [36]

OH Pht H>
: pphs, DEAD reductlon

R R Pht NH R1 R Ra
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Son mécanisme passe par la formation d'un sel d'azaphosphonium (A) associant
l'azodicarboxylate de di¢thyle (DEAD) et la triphényl phosphine (PPhs). Ce complexe, par
son role activateur, permet 1’association des deux molécules mises en jeu (complexe A et un
premier nucléophile NuH) pour fournir un sel d'azaphosphonium (B) (Figure 33).
L’autre alcool attaque ensuite le groupement triphénylphosphine avec formation de DEAD
réduit. La dernicre étape consiste en une substitution nucléophile bimoléculaire (SN,) qui

donne le produit final avec élimination d'oxyde de triphénylphosphine.

i i T
C,HsO—C—N=N—C—O0C,Hs + PPhs_— » CZH5O—C—I|\I—N=b—OC2H5
®PPh;
DEAD complexe A
0]
Nu-H 1 H Il e R-OH I @ e
— C2H5O_C_’|\I_N_C_OC2H5 Nu —_—> CszO_C_NH + Ph3P_OR Nu
®PPhg 2
complexe B

® Fo
PhP_OR Nu| — > PhP=0 + RNu

Figure 33 : Meécanisme général de réaction de Mitsunobu [30]

Le couplage de deux fonctions alcools n’avait été réalisé jusqu’a présent, en
utilisant le couple DEAD / PPh;, que pour former des éthers d’alkyle et aryle, d’énol ou des
dialkyléther cycliques. Plus récemment des fluoroéthers ont également été synthétisés
[36, 37]. A notre connaissance la formation efficace d’éthers a partir d’alcools peu activés, par
ce moyen, n'a jamais été mentionnée. De nouveaux systémes redox comme le TMAD-TBP
(N,N,N’,N’-tétraméthylazodicarboxylate ~ /  tributylphosphine)  [38], [’ADDP-TBP
(1,1’-(azodicarboxyl)-dipipéridine / tributylphosphine) et le TIPA-TBP (N,N,N’,N’-
tétraisopropylazodicarboxylate / tributylphosphine) ont été utilisés dans le cas de nucléophiles

possédant un pKa élevé afin d'améliorer les rendements des réactions.

Pour notre part, nous avons tenté d'utiliser le systtme TMAD / TBP avec les deux
alcools primaires (lien organo-silicié et acide ascorbique) ; la réaction n’a malheureusement
pas donné de résultats exploitables. Nous sommes alors revenus a un systéme plus classique

DEAD / PPhs.
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Nous avons pu ainsi obtenir les sila-conjugués de I'acide ascorbique avec des
rendements allant de 30 a 50% et cela pour la premiere fois a notre connaissance. Les résultats

sont présentés dans les chapitres suivants.

2-2.1.2.2. OBTENTION DES SILA-CONJUGUES
CHLOROMETHYLES

La formation d'une liaison éther entre la fonction hydroxyle primaire en
position 6 de l'acide ascorbique et les liens organo-siliciés 9 a 16 a ét¢ effectuée avec la
triphényl phosphine et ’azodicarboxylate de diéthyle dans du THF a —4°C: (Figure 34,
Tableau 11)

R
OH O/\H/\si/
m /X

OH OH
o ho” SN g DEAD/ PPhy o
—O0 * m /N > —O0
THF
HO OH 17 -24 R : -CH,Cl, (CHp),cl HO OH 46 -33
Acide L-ascorbique m:1a4

Figure34: Réaction de Mitsunobu avec I'acide ascorbique comme substrat
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R Liens organo-siliciés Rdt % Sila-conjugués
m=1,234
o s Non 20
7\ 17
0N s el
OH
o s NN 30 oH 7
CH,CI 7N\ 18 o
— O
o s TN o 30 —
7\ 19 HO OH
46 - 49
OH
/N 20
C|/ﬁ4\ s N on 27
VRN 21
o o N sithal
CI/(/z;Si<\/\/ 11 OH "
(CH2)4Cl 22 o,
— 50 - 53
Y N NP,
cr 4si 19
/7 N\ 24

Tableau 10 : Rendement de la réaction de Mitsunobu avec I'acide ascorbique comme substrat

La réaction de Mitsunobu effectuée dans les mémes conditions sur les liens organo-

siliciés insaturés 42 a 45 a donné les résultats présentés dans le Tableau 12.
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Liens organo-siliciés Rdt % Sila-conjugués
m=1,23,4
o
JL/ si” >al
o s OH OH / \
/ N\ 26 o
—O0
Q X
HO OH 54
o o/\/jsn(\cn
OH
o Si/\)
27 o
/7 N\ —0
43 S
HO OH 55
OJL PN
A ,JQOH on NG
—0
ﬂ HO - OH 56
OH O/\/>Si 2 Cl
/H\ /\) o
CI” " 4 gj
S 23 SN
ﬁ HO - OH 57

Tableau 11 :

insaturés comme substrat

Rendement de la réaction de Mitsunobu avec 1'acide ascorbique et les alcools
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2-2.1.2.3. OBTENTION DES SILA-CONJUGUES
AMINOMETHYLES

Les liens organo-siliciés synthétisés dans le chapitre précédant (33 a 36 paragraphe
2-2.1.1.2) et possédant une fonction amine protégée ont aussi été utilisés dans une réaction de

Mitsunobu conduisant a la formation d’une liaison éther avec l'acide ascorbique (Tableau 13).

Liens organo-siliciés Sila-conjugués

Rdt %

m=1,2,3,4 m=1,2,3,4
33:28%
O, s NHBoc
OH
HO N si” “NHBoc | 34:41% o
m N 5
33-36 35: 42% Ho” o
58 - 61
36 : 46% - =

Tableau 12: Rendement de la réaction de Mitsunobu avec 1'acide ascorbique et les dérivés siliciés
protégés comme substrat
Cette réaction nous permet d'aboutir a des sila-conjugués qui posséderont une
extrémité aminée permettant de réaliser une liaison amide avec le bras espaceur. Les tests de
cytotoxicité et d'activité des sila-conjugués synthétisés dans ce chapitre (2 l'exception des

composés 58 a 61) sont présentés dans la troisiéme partie de notre mémoire.

2-2.1.3. SYNTHESE DES SILA-CONJUGUES DE BASES
NUCLEIQUES

Nous avons synthétisé des sila-conjugués de différentes bases nucléiques, tout
d'abord des sila-conjugués de bases puriques (adénine, 6-chloropurine et surtout
hypoxanthine) puis d'une base pyrimidique (thymine). Les sila-conjugués de ces différentes
bases nous ont permis de définir si nous sommes en présence d'un transport de purine

aspécifique ou si le transport est spécifique de I'hypoxanthine.
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2-2.1.3.1. SYNTHESE DES SILA-CONJUGUES DE PURINES

Nous avons dans un premier temps synthétis€ le sila-conjugué¢ saturé de
I’hypoxanthine possédant une chaine carbonée courte (3 carbones) autour de ’atome de
silicium. La 6-chloropurine commerciale a été alkylée au moyen du bromure d’allyle, puis
soumise a une réaction d’hydrosilylation pour conduire au composé 63. Ce composé est alors
acétoxylé¢ par I’acétate de sodium dans le DMF au niveau de son extrémité
chlorométhylsilyle. Puis le composé 64 obtenu subit une méthanolyse permettant I’obtention

de la molécule désirée 65 (Figures 35 et 36).

Cl Cl

cl
7 N NaH / DMF NZ N HoPtClg / THF NZ N
LIy — LD P
N ll\l N N Ho o N
H

BFV\ Si cl N

/N

v k/\&/\m
62 &3 /N

Figure 35: Obtention de la 6-chloropurine silylée saturée

o]
AcONa/DMF & N APTS/MeOH HN N\
) |
LG T
X N N N
S OA Si OH
SN / N\
64 65

Figure 36 :  Obtention de I'hypoxanthine silylée saturée

Au cours de cette méthanolyse catalysée par I'APTS, la fonction acétoxy est
transformée en fonction alcool, mais nous assistons aussi a la substitution du chlore du
composé¢ 64 par un oxygene. Nous obtenons ainsi directement le sila-conjugué saturé de

I'hypoxanthine 65.

Puis nous avons fait réagir la 6-chloropurine avec les liens organo-siliciés insaturés
42 ct 43 au moyen de la réaction de Mitsunobu. Les résultats sont présentés dans le

Tableau 14.
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Rdt

6-Chloropurine | Liens organo-siliciés Sila-conjugués

(%)
cl
N N
A\
OH |
CI/\SiJL/ k\N N>
/7 N\ 90
Cl
o N 42 ~gji—_-C
P > / 66
\N N
| Cl

H H
/\j N/ | N\>
NN
CI/>S\ 26 k\N '
43 v\Si/\CI
/ N\

Tableau 13: Rendement de la réaction de Mitsunobu avec la 6-chloropurine comme substrat

Si le dérivé 66 est isolé avec un excellent rendement, I'utilisation du dérivé 43 par

contre, conduit a I’analogue 67 avec un tres faible rendement.

Dans un premier temps la 6-chloropurine modifiée 66 a conduit au dérivé 68 par
l'intermédiaire de 1’acide trifluoroacétique dans de 1’eau. Ceci nous permet d'obtenir le sila-

conjugué de I'hypoxanthine 68 avec un rendement de 56% (Figure 37).

Cl o)
NZ N\ CF,COH  Hn N
Yy = B
N k\
N H,0 N N
66 68
\Si\/CI \Si\/CI

Figure37: Transformation du dérivé chloré de la 6-chloropurine en dérivé chloré
de I'hypoxanthine
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Ce faible rendement nous a incit¢ a mettre a profit 'originalité de la réaction
précédente qui consiste, en méme temps, a transformer la position 6 de la chloropurine en

hypoxanthine et a permettre la méthanolyse de la fonction acétate (Figure 38).

ol ol
NZ N AcONa/DMF NZ N\ APTS /MeOH  HN N\
L\ | _ > | >> _ = LQ& | '>

NS NS
N N N N N N

)
w F a 7 x

~si_-C i OAC
Figure 38 :  Obtention du dérivé hypoxanthine hydroxylé

Nous avons donc synthétisé trois dérivés de 1’hypoxanthine 66, 68 et 70 qui vont

étre engagés dans les différents tests biologiques (Troisiéme partie).

Mettant a profit la réactivité de la 6-chloropurine nous l'avons ainsi modifié a I'aide

de thiourée, pour conduire au compos¢ 71 avec un rendement de 60% [39] (Figure 39).

Cl S
= N Thiourée N
N | \ o HN | \
S N
N N Isopropanol N N
66 = yal
~sj_-C ~sj_-C

Figure 39 : Obtention d'un analogue soufré de I'hypoxanthine

L'analogue hydroxylé du composé 71 a été synthétisé¢ également a partir de 66 mais
en introduisant le soufre plus tardivement dans la synthése. Nous obtenons ainsi le composé

72 avec 70% de rendement et la molécule 73 avec 45% de rendement (Figure 40).
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Figure 40 :  Obtention du sila-conjugué thiohydroxylé de I'hypoxanthine 72

L'adénine soumise a la réaction de Mitsunobu avec le lien organo-silicié insaturé 42
a conduit au composé 74 avec un rendement de 51% puis au composé 75 (71%) apres

acétoxylation et pour finir au composé 76 (78%) apres méthanolyse basique (Figure 41).

NH, NH,
NZ N DEAD / PPh3 Z N
K | \> + HO\)LSi/\CI —_— k | \>
> N /N THF N N
H 42 =
74 (51%) R =Cl H/

( Sl\/R
75 (71%) R=0Ac |/
76 (78%) R = OH

Figure 41 : Obtention d'un sila-conjugué de 1'adénine 76
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2-2.1.3.2. SYNTHESE DES SILA-CONJUGUES DE LA
THYMINE

Pour réaliser sélectivement l'alkylation en 1 de la thymine [40] nous avons effectué
tout d'abord une protection indirecte en effectuant une dibenzoylation suivie d'une
débenzoylation sélective. Nous avons obtenu exclusivement le composé monobenzoylé en

position N-3 (77) avec un rendement de 90% [41] (Figure 42).

Bz Bz
Cl CH3CN N~ __CHON | i
Pyrldlne )\ K2COs N Yo
I

H Bz H

Figure 42 : Protection sélective en position N-3 de la thymine

Ce dérivé a ensuite été engagé dans une réaction de Mitsunobu avec les fragments
siliciés insaturés 42 et 43. Les rendements de couplage de l'isomére E avec la thymine se
révelent plus faibles que ceux obtenus avec 42, comme observé précédemment avec la

6-chloropurine. (Tableau 15).
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B
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cl /SI\ 26 " o
43
- o s
7N 79

Tableau 14 : Rendement de la réaction de Mitsunobu avec la thymine comme substrat

Aprés déprotection du groupement benzoyle (85%), le composé 80 obtenu est

ensuite engagé dans une réaction en deux étapes conduisant au dérivé acétylé 81 (70%) par

réaction avec l'acétate de sodium dans le DMF, puis au composé hydroxylé 82 (94%) apres

méthanolyse catalysée par 1'acide p-toluéne sulfonique (Figure 43).
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Figure 43 :  Synthése du sila-conjugué 82 de la thymine

La majorit¢ de ces composés, comme ceux de l'acide ascorbique et de
I’hypoxanthine, a fait l'objet de tests de cytotoxicité puis de tests plus spécifiques de leur

reconnaissance par les systémes de transport des ostéoprogéniteurs.

2-2.2. LES BRAS ESPACEURS

La molécule cible doit étre exposée aux cellules, donc déployée dans un milieu
principalement aqueux. La partie du bras espaceur proche de l'analogue devra donc posséder
des caractéristiques hydrophiles, favorisant ainsi le dépliement du systeme dans les fluides
biologiques. A partir de travaux déja décrits dans la littérature [12], nous avons pensé utiliser
un lien polyéther. Parallelement, il est indispensable d'éviter un repliement de cette partie
hydrophile porteuse de la cible sur le biomatériau qui est le plus souvent hydrophile.
Nous avons donc introduit un segment hydrophobe pour éloigner le bras de la surface du

matériau : I’acide caproique a été choisi pour cette opération [12].

Nous avons doté une des extrémités de ce bras espaceur d’un systeme acrylique,
rendant possible le greffage sur le support par voie radicalaire aprés irradiation.
A T'autre extrémité, une fonction organique réactive permettra de condenser 1'analogue de la

molécule naturelle considérée.
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Nous avons ainsi envisagé la synthése d'un bras espaceur possédant une vingtaine

d'atomes permettant de mieux exposer la molécule cible aux cellules (Figure 44).

O| O
\)\ O /\)k
X NHWX\/\O/\/ ~"o O—Molécule
d'intérét
o
X=0, NH
Figure 44 : Schéma du bras espaceur associé a la cible

Nous avons débuté par la synthése du lien hydrophobe en associant l'acide

6-amino-caproique avec du chlorure d'acryloyle dans une solution aqueuse d'hydroxide de

calcium [42] (Figure 45).

0] 0]
\)kCI + HzNw — > X NH/M(
o 2) HCl conc o

Figure 45: Synthése de la partie hydrophobe du bras espaceur

Nous obtenons, le produit 83 avec un rendement de 70%. De plus, il posséde une
entité acrylique nécessaire a notre stratégie de greffage. Pour la synthése de la partie
hydrophile nous sommes partis de triéthyléne glycol. Une réaction de Michaél entre le mono-
alcoolate du triéthylene glycol en exces et de 1acrylate de tertiobutyle

(Figure 46), a permis d'obtenir le produit 84 avec 95% de rendement [43].

O (0]
1) Na/ THF
HO\/\O/\/O\/\OH + \)L 2—») . HO\/\O/\/O\/\O/\/[kQ_F
1N
84

Figure 46 :  Synthése de la partie hydrophile du bras espaceur

Ce composé possede une extrémité acide carboxylique protégée sous forme d'ester
de tertiobutyle. La condensation des deux fragments hydrophobe (83) et hydrophile (84)
effectuée selon la méthode classique d'estérification par association d'un alcool et d'un acide
non activé, n'a donné aucun résultat. Nous avons alors utilisé les modes opératoires pratiqués
en synthese peptidique [44, 45] : activation de la fonction acide du composé (83) par le

dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et couplage avec la fonction alcool (Figure 47).
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Figure 47 : Couplage par estérification conduisant au bras complet

Nous avons ainsi obtenu le composé 85 avec un rendement de 25%. Par crainte que
la liaison ester ne soit trop rapidement dégradée dans le milieu biologique nous avons
entrepris la synthése d'amides (X = NH) dont la liaison est plus énergétique. Il était donc
nécessaire d'introduire une fonction amine sur le compos¢é 84. Nous I'avons réalisé en trois

étapes (Figure 48). La premicre conduit au tosylate 86 avec 70% de rendement [46].

() 0]
/\/[k T /\/[t
HO\/\O/\/O\/\O —> TsO\/\O/\/O\/\O
84 Pyridine 86
NaN3;| DMF

Q 0
|
HzN\/\O/\/O\/\O/\/J\O_F & Nsv\o/\/o\/\o/\/lk
88 87

MeOH

Figure 48 :  Obtention d'une amine libre sur la partie hydrophile

Le groupe tosyle a ensuite été substitu¢ au moyen d’azoture de sodium dans le
DMF pour donner le composé 87 avec un rendement de 80%. Puis l'azoture réduit a l'aide de
triphénylphosphine dans le méthanol. Nous avons ainsi obtenu le composé désiré 88 avec un
rendement de 85% [47]. Ce dernier, couplé au composé 87 au moyen de DCC nous a permis

d'isoler le composé 89 avec un rendement de 20% (Figure 49).

(0] O
DCC
83+8 —— \)LNH/\/\/WNH\/\O/\/O\/\O/\/MO—\‘
CH,Cl,
°© g9

Figure49 : Couplage par amidification conduisant au bras complet

Les composés 85 et 89 remplissent donc les critéres requis. Ils présentent
l'alternance de segments hydrophobe et hydrophile ainsi que des extrémités fonctionnalisées

permettant le greffage au matériau et la liaison au sila-conjugué.
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La derniere étape consiste a fixer le sila-conjugué aux bras espaceurs 85 et 89.
Ceci nécessite de déprotéger les fonctions acides terminales pour permettre ensuite leurs
activations par le DCC. Cette étape a été effectuée au moyen d'acide trifluoroacétique dans

I’anisole ; elle conduit aux composés 90 et 91 avec des rendements respectifs de 65 et 90%
(Figure 50).

(0] (0]
TFA
8 ——m \/HNH/\/\/WO\/\O/\/O\/\O/\/KOH
Anisole o
90
(0] (0]
TFA
89 — \)LNH/\/\/WNH\/\O/\/O\/\O/\/MOH
Anisole 0
91

Figure 50 : Déprotection du bras espaceur

Les produits 90 et 91 ont ensuite été engagés dans la réaction de couplage avec la
molécule (70) sélectionnée a la suite des tests biologiques préliminaires qui sont décrits dans

le troisieme partie de notre mémoire.

2-2.3. SYNTHESE DU BIO-CONJUGUE

Nous avons effectué le couplage en utilisant ici encore le dicyclohexylcarbodiimide

en présence de dichlorométhane (Figure 51).

(o}

HN N
R ) 20 DCC / CH,Cl,
\N N\)J\S_/\OH + _ >
/N

70

(o}

o o) MN I )NH
\JNHM\/\[I X\/\O/\/O\/\O/\/lo/>s\ N N
92 X=0
93 X=NH

Figure 51: Fixation de la molécule cible sur le bras espaceur
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Les composés finaux 92 et 93 sont obtenus avec des rendements respectifs de 15%

et 19%.

2-3. GREFFAGE SUR UN MATERIAU : LE
PVDF

L'étape de greffage constitue l'ultime étape dans la préparation du biomatériau
modifié¢ biospécifiquement. Nous avons choisi d'utiliser, dans un premier temps, comme
modele un matériau connu pour ses propriétés de biocompatibilité : le polyfluorure de

vinylideéne (PVDF) [48].

2-3.1. LE MATERIAU

L'essor des fluoropolymeéres date des années 1950 et a été motivé par la nécessité
de synthétiser des matériaux de bonne tenue mécanique dans des conditions d'utilisation
séveres. De formule brute (-CH,-CF,),, le PVDF est un polymére synthétisé par
polymérisation radicalaire du 1,1-difluoroéthyléne [49]. Il posséde cinq formes cristallines
dont la plus répandue est la phase o [50] (Schéma 17). Chimiquement inerte grace a sa forte
teneur en fluor, les propriétés mécaniques du PVDF en font un matériau résistant et flexible.
Il est résistant aux ultraviolets et aux rayonnements ionisants, mais a partir de certaines doses
(supérieures a 100 kGy), il subit des phénomenes de réticulation ou de dégradation.

Récemment, le PVDF a trouvé des applications dans le domaine médical [48].
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Schéma 15: Représentation en microscopie électronique a balayage de la phase alpha
du PVDF a différents grossissements
Des analyses par spectrométrie infrarouge (IR-TF) [51, 52] et par résonance
magnétique nucléaire (RMN) du °C et du '°F [53, 54] ont montré que la structure n'est pas
toujours réguliere (défauts d'arrangements monomériques correspondant a environ 5% de la

chaine polymere).

2-3.2. MODIFICATION CHIMIQUE DU PVDF

Nous avons fait subir au PVDF une irradiation par des rayonnements y, pour créer
des espéces actives permettant l'initiation des réactions de greffage du monomere considéré.
Le rayonnement y que nous avons utilisée sur les biomatériaux provient d'une source de *’Cs
(demi-vie de 30 ans). L'irradiation de I'échantillon est homogéne ; elle atteint une plus grande
profondeur que celle atteinte par des particules chargées. Nous avons cherché une technique
de caractérisation de ces variations de surface. Nous avons choisi I’infra-rouge a transformée
de Fourier (IR-TF) en mode Réflexion Totale Atténuée (ATR). L'ensemble des spectres infra-

rouge présenté ci-dessous ont été réalisés au sein du Laboratoire de Physico-Chimie
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Moléculaire (LPCM) CNRS UMR 5803 avec l'aide du Dr Bernard DESBAT. Nous allons

brievement revenir sur cette technique, largement décrite dans la littérature.

05
|

|
1y

Z)

Figure 52 : Parcours du rayonnement dans un cristal ATR

PVDF (ny)

Cette technique résulte de la propagation d’une radiation infra-rouge dans un
cristal, d’indice de réfraction n; ¢élevé. A I'interface avec un échantillon d’indice plus faible
ny, cette radiation subit une réflexion totale lorsque 1’angle d’incidence 0i est supérieur a un
angle critique Oc défini par Oc = ny/n; (Figure 52). Bien qu’il y ait réflexion totale a
I’interface, une onde évanescente va se créer dans I’échantillon. L’intensit¢ du champ
magnétique de cette onde subit une décroissance exponentielle a partir de 1’interface.
L’interaction entre le champ électrique et les moments de transition des molécules de

I’échantillon vont générer le spectre d’absorption.

2-3.2.1. IRRADIATION DU PVDF

Le PVDF utilisé au cours de cette étude est du PVDF-solef® fourni par la société
Solvay. Des études par spectrométries infra-rouges ont permis de caractériser des signaux
spécifiques de ce polymére. En effet, dans le domaine 3100 - 2900 cm™, les bandes
caractéristiques des vibrations d'élongation anti-symétriques (3205 cm™) et symétriques
(2985 cm™) des liaisons CH, mettent en évidence la contribution de la partie cristalline

(courbe mauve Figure 53).

Le film de PVDF a regu une dose de 100 kGray, dose pour laquelle nous avons la
formation d’un maximum de radicaux libres en surface comme en profondeur sans pour
autant dénaturer fortement le biomatériau. Les radicaux CH générés, se réarrangent
spontanément, en présence d'oxygeéne, en radicaux CHOO'. Ces derniers sont relativement

stables et permettent une conservation des matériaux plusieurs semaines sans altérer le

nombre des sites réactifs de surface. La réaction de greffage nécessite d'étre chauffée afin que
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la chaleur puisse permettre de dessorber 1'oxygeéne de la surface du matériau et permettre la
libération des radicaux CH  trés réactifs. Ces sites potentiellement électrophiles peuvent

constituer des cibles pour un systéme nucléophile comme des insaturations terminales.

Nous avons alors caractérisé 1’évolution de la surface de ce support par technique
IR-TF (Figure 53). Le spectre de référence du PVDF irradié non greffé est représenté en bleu

et celui du PVDF irradié en rouge.
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Figure 53 :  Caractérisation de la variation de surface du PVDF avant et aprés irradiation

Les mesures effectuées par technique IR-TF en ATR nous ont permis de
caractériser la présence des sites irradiés. En effet, I’irradiation sous air a généré a la surface
du polymére des peroxydes (ROOH) qui absorbent ici & 3532 cm™. Nous pouvons aussi
remarquer la présence de produits de dégradation : phénomene de réticulation caractérisé par
un pic 4 3584 cm™, et de dégradation caractérisée par un pic 4 3622 cm™ ainsi que I’apparition

d’alcools secondaires (3580 cm™).

Page : 111



2-3.2.2.  FIXATION DU BIO-CONJUGUE

Nous avons effectu¢ le greffage avec la molécule organique 93 (Figure 54).
En effet, nous n'avons pas pu obtenir la molécule 92 en assez grande quantité pour réaliser ces

réactions.

0
. 5 ‘ </’iu\NH
\)LNHMNH\/\O/\/O\/\O/\)LOCS\)\\/ N//l

0]

Figure 54 : Bio-conjugué 93

La réaction de greffage a été réalisée sous atmosphére inerte dans un réacteur
contenant les matériaux en PVDF (1 cm?). Nous avons ensuite ajouté une solution du
composé organique 93 dilué¢ a 10% dans du toluéne anhydre. Apres une heure de réaction
sous atmosphére inerte a 60°C, les matériaux de PVDF sont récupérés lavés et séchés.
La réaction a été réalisée a cette température afin de favoriser 1’élimination des radicaux
ROO?® et leur transformation en radicaux R°®. De plus, la présence du toluéne va permettre un

gonflement des chaines de PVDF et optimiser ’accessibilité des points de greffage.

La surface du matériau est alors étudi¢e par la technique IR-TF en ATR.
La Figure 55 montre le spectre de référence du PVDF irradi¢ non greffé (bleu) et celui du

PVDF irradié greffé pendant une heure.
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Nous avons étudié les deux spectres présentés Figure 55 sur la totalité de la fenétre

spectrale. Les différentes zones caractéristiques sont présentées dans les Figures 56 a 61.
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Fenétre spectrale de 3200 a 2700 cm™

Nous remarquons dans la fenétre spectrale comprise entre 3200 et 2700 cm’

(Figure 56) que les deux spectres présentent des différences notables. En effet, le spectre bleu

présente les pics caractéristiques des CH, vibration d’élongation asymétrique 2916 cm™ et

vibration d’élongation symétrique 2848 cm™ du polyfluorure de vinylidéne. Aprés greffage,
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nous remarquons une nette augmentation de la proportion des CH; aliphatiques qui
proviennent des différents CH, présents dans le bras espaceur. Cette augmentation peut aussi
étre en partie due a la présence dans cette zone des énergies d'élongation des liaisons Si-CHj3

qui sont particuliérement intenses.
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Figure 57: Fenétre spectrale de 1320 2 1220 cm™

Dans la fenétre spectrale représentée Figure 57 nous observons la présence d’un
épaulement nettement marqué dont la localisation a 1259 cm™ correspond sensiblement a

I’énergie vibrationnelle des liaisons Si-C.
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Figure 58 :  Fenétre spectrale de 1120 2 1010 cm™
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En regardant la fenétre spectrale entre 1120 et 1010 cm™ (Figure 58) nous

constatons des variations entre les deux spectres pouvant correspondre notamment aux

énergies des liaisons éthers (C-O-C ¢élongation)
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Figure 59 :  Fenétre spectrale de 840 a 750 cm™

Dans la fenétre spectrale entre 840 et 750 cm™ (Figure 59), nous pouvons de

nouveau constater une différence notable dans la zone située entre les deux courbes vers

815 cm™ pouvant correspondre & I’énergie d’élongation des liaisons Si-C.
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Figure 60 :  Fenétre spectrale de 740 a 620 cm™
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Dans la fenétre allant de 740 4 620 cm™ Figure 60 nous remarquons que le pic
principal, & 695 cm™ est en accord avec un pic caractéristique du spectre de référence de
I’hypoxanthine [55]. En ce qui concerne les autres variations (730 et 719 cm™) elles

pourraient correspondre aux rCH, (vibration).

Il semble que la réaction de greffage nous a permis de fixer de fagon covalente 93

sur le PVDF. Des études doivent étre réalisées pour caractériser plus précisément ce greffage.
Pour la suite, il serait particulierement intéressant de :

- renouveler ces expériences afin de valider la reproductibilité de ce greffage en

optimisant le mode opératoire,

- utiliser différents modes de détection afin d'analyser la surface du biomatériau

grefte,

- et ainsi définir d'un point de vue qualitatif et quantitatif le greffage.
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TROISIEME PARTIE :

EVALUATION BIOLOGIQUE

DES DERIVES SYNTHETISES
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Nous avons soumis I’ensemble des molécules synthétisées a des tests de
cytotoxicité. Ces travaux ont été réalisés en étroite collaboration avec le groupe de 1'Unité
INSERM 443 animé par le Dr Joélle AMEDEE. Ils sont de deux types. Le premier test utilise
le MTT (bromure de 3-(4,5-diméthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium) : ce composé est un
sel de couleur jaune en solution aqueuse a pH neutre. Il est réduit et se transforme en cristaux
bleus de formazan par les succinates deshydrogénases mitochondriales des cellules vivantes.
L'évaluation de la quantité¢ de formazan généré par les cellules apres leur incubation avec le
MTT est reliée directement a l'activité des succinates déshydrogénases, elle-méme reliée a la
viabilité cellulaire [1]. Le deuxiéme est le test au rouge neutre (RN) qui est un colorant vital
pour les cellules. Il se fixe par liaison électrostatique aux sites anioniques des membranes
lysosomiales dans les cellules vivantes. Une altération de cette membrane provoque une
diminution de la fixation de colorant ; il est alors possible, aprés quantification de la
coloration, d'évaluer le nombre de cellules vivantes aprés incubation en présence de I'un de
nos sila-conjugués [2]. Ces deux méthodes complémentaires d'évaluation de la viabilité
cellulaire permettent de déterminer le seuil de cytotoxicité des substances que nous souhaitons
tester sur les cellules ostéoprogénitrices humaines en croissance. Ces deux tests ont été
réalisés sur l'ensemble des sila-conjugués dont les formules chimiques sont représentées sur la
feuille volante ci-jointe. Par souci de clarté, nous n'avons représenté que les résultats des tests
au MTT. En effet, les tests au rouge neutre nous ont donné des résultats parfaitement

comparables.

Comme nous l'avons déja abord¢, I'ensemble des tests biologiques ont été réalisés
avec des cellules ostéoprogénitrices qui proviennent aprés différenciation de cellules
stromales de la moelle osseuse humaine (HBMSC). Ces travaux ont été réalisés par rapport a
un contrdle qui correspond a 100% de viabilité cellulaire. Ce contrdle permet d'évaluer le taux
de viabilité cellulaire en présence des différents dérivés. Si ce taux est inférieur a 70% du
controle (barre noire schématisée sur les différents histogrammes), le dérivé testé est alors

considéré comme une molécule cytotoxique.

Pour les composés non cytotoxiques les tests ont été poussés plus en avant en
réalisant des mises en compétition entre les dérivés synthétisés et les molécules naturelles
correspondantes. Les molécules testées, ayant donné des résultats positifs, ont été retenues

comme candidat éventuel a la fixation sur le bras espaceur puis sur le support polymere.
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3-1. CRIBLAGE DES COMPOSES
SYNTHETISES

3-1.1. SILA-CONJUGUES DE L'ACIDE ASCORBIQUE

3-1.1.1. TESTS DE CYTOTOXICITE

Nous avons effectué les tests de cytotoxicité des composés saturés ; les résultats

sont présentés dans 1’histogramme suivant : (Figure 61)
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Figure 61 :  Tests de cytotoxicité des différents analogues en fonction de leur concentration

Les résultats montrent clairement que lors du passage de trois a six carbones de la

chaine liée au silicium, nous avons apparition d'une cytotoxicité (a partir de cinq carbones 48
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et 49). De plus, il semble que ce phénomene soit amplifié par la présence sur l'autre partie du
fragment chlorobutylsilyle. Les composés 50 et 51 sont cytotoxiques a partir de 1 mM, et des
0,5 mM pour les composés 52 et 53.

Nous avons effectué les tests de cytotoxicité des composés insaturés ; les résultats

sont présentés dans I’histogramme de la Figure 62.
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Figure 62 : Tests de cytotoxicité des dérivés siliciés insaturés de 1'acide ascorbique

Nous constatons que le composé 54 n’est pas du tout cytotoxique et qu’il faut
atteindre des concentrations importantes (2 mM) pour voir apparaitre une cytotoxicité
cellulaire. En ce qui concerne I’analogue 55 utilisant I’isomere E silicié, nous remarquons que
les tests sont trés proches de la barre critique des 70% de survie par rapport au controle.
De plus, pour les dérivés chlorobutylsilyle nous constatons qu’ils sont, tous les deux, tres
rapidement cytotoxiques a faibles concentrations. L’ensemble des sila-conjugués possédant
une extrémité chlorobutyle est donc plus ou moins cytotoxique et ne sera pas retenu pour la

suite de nos travaux.
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3-1.1.2.

TESTS D’INHIBITION DU TRANSPORT

Dans cette expérience, nous mettons en présence les cellules ostéoprogénitrices, les

sila-conjugués de l'acide ascorbique non cytotoxiques et la molécule marquée (Figure 63).
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Figure 63 :  Inhibition du transport de I'acide ascorbique par les sila-conjugués 46 a 49

L'activité des composés 46 a 49 a été testée a une concentration correspondant a dix

fois le Km (30 puM) de la molécule naturelle ; cette concentration est choisie dans les

expériences de ce type de facon a placer les protéines de transport de la molécule naturelle

dans un ¢état de fonctionnement maximal. Si le sila-conjugué inhibe le transport, nous

pourrons alors visualiser directement les variations d'incorporation de la molécule naturelle en

nous affranchissant du parameétre correspondant a la vitesse du transport. Nous pouvons

constater que le composé 48 inhibe le transport de l'acide ascorbique a hauteur de 30%

et le composé 49 a hauteur de 50%.

Nous avons effectué¢ la méme expérience que précédemment mais en utilisant cette

fois les dérivés insaturés de 'acide ascorbique (Figure 64).
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Figure 64 : Inhibition du transport de 1'acide ascorbique par les composés 54 et 55

A la vue des résultats nous remarquons qu'il n'y a pas d'inhibition notable du

transport d'acide ascorbique par les sila-conjugués 54 et 55.

A la suite des tests sur I'ensemble des sila-conjugués de l'acide ascorbique, nous

remarquons une inhibition du transport de la molécule naturelle par les composés 48 et 49.

Cette inhibition est a relativiser aux vues des résultats de cytotoxicité¢ de ces deux composés.

Ces molécules restent trés intéressantes dans le cadre d'un relargage de ces molécules

naturelles a proximité de la zone Iésée.
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3-1.2. SILA-CONJUGUES DES BASES NUCLEIQUES

3-1.2.1. TESTS DE CYTOTOXICITE

Nous avons effectué les tests de cytotoxicité sur le sila-conjugué saturé 65 et sur les
sila-conjugués 66, 68 et 70, les résultats sont présentés dans Il'histogramme suivant :

(Figure 65).
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Figure 65: Tests de cytotoxicité des sila-conjugués de 1'hypoxanthine

I1 apparait clairement que les trois composés 65, 68 et 70 ne sont pas cytotoxiques.
Par contre le sila-conjugué (66) est particuliérement cytotoxique dés les concentrations de

0,1 mM. Nous n’avons donc pas poursuivi les travaux avec ce composé.

De méme, nous avons réalisé ces tests sur les composés synthétisés 71, 73, 76, 80,

et 82 : (Figure 66)
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Figure 66 :  Tests de cytotoxicité des autres dérivés des bases puriques

L'analyse de ces résultats, nous a permis de sélectionner les dérivés les moins
cytotoxiques 73, 76, 80 et 82. En effet 71 et 74 sont trop cytotoxiques par rapport au contrdle.
Nous avons donc réalisé les tests d'affinité des dérivés choisis par rapport au transporteur de

I’hypoxanthine.

3-1.2.2. TESTS D’INHIBITION DU TRANSPORT

Lors de ces tests, nous avons mis en compétition l'hypoxanthine marquée au
carbone 14 avec un sila-conjugué non marqué et nous avons alors évalué l'éventuel taux
d'inhibition des sila-conjugués synthétisés vis-a-vis du transport de I'hypoxanthine
(Figure 67). Nous avons testé le dérivé de la thymine, de I'adénine et de la 6-chloropurine sur
le transporteur de 1’hypoxanthine, dans le but de voir s’il y avait une réelle spécificité¢ du
transporteur pour la molécule naturelle ou si cette protéine était susceptible de faire pénétrer

différentes molécules (Figure 67).
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Figure 67 : Tests d'inhibition des sila-conjugués des autres bases nucléiques

Nous n’observons aucune modification du transporteur de 1'hypoxanthine quel que
soit le sila-conjugué utilisé. De méme, en ce qui concerne les sila-conjugués de bases

pyrimidiques, il ne semble pas que le transport de la molécule naturelle soit affecté.

Puis nous avons effectué¢ les tests des sila-conjugués de I'hypoxanthine ; les

résultats sont présentés Figure 68 :
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Figure 68 :  Transport de I’hypoxanthine marquée en présence des différents analogues.

Les résultats présentés pour les composés 65, 68 et 70 sont associés aux deux
témoins, positif (transport de 1’hypoxanthine seule #) et négatif (transport de 1’hypoxanthine
en présence de NaN; et de CCCP H).

Nous remarquons aisément que la présence du composé 65 n'inhibe pas le
transport de la molécule naturelle. En ce qui concerne les sila-conjugués 68 et 70 ils
provoquent une forte diminution de I’entrée de la molécule naturelle au cours du temps
et donc une inhibition du transport d’hypoxanthine. Les constantes d'inhibition
correspondantes de ces deux molécules sont respectivement : ICsy (70) = 6,5 pM et
ICsp (68) = 11,6 nM. Elles sont de l'ordre du Km de la molécule naturelle. Les sila-
conjugués possedent a peu prés la méme capacité de fixation sur le transporteur que la
molécule naturelle. Nous pouvons donc envisager de faire de ces deux molécules des

substrats pour la fonctionnalisation du biomatériau.

La synthése de I’ensemble de ces sila-conjugués nous a conduits aprés différents
tests biologiques, a sélectionner deux composés (68 et 70), dérivés de 1’hypoxanthine,

susceptibles d’étre reconnus par le transporteur membranaire de cette molécule naturelle.
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3-2. TEST D'ADHESION CELLULAIRE SUR
LE PVDF GREFFE

L'ensemble de nos travaux présentés précédemment nous a permis d'aboutir & un
systeme compos¢ d'un matériau polymere constitué¢ de polyfluorure de vinylidéne sur lequel
nous avons greffé¢ un bio-conjugué composé d'un bras espaceur et d'une molécule d'intérét
biologique (non-RGD) elle-méme associée a un lien organo-silicié. Cette molécule d'intérét a
été greffée parce qu'elle présentait aprés sa modification par le lien organo-silicié, une tres
bonne affinit¢ pour le transporteur de la molécule naturelle. Il était donc particulierement
important pour finaliser notre travail et valider I'hypothése de départ, de tester notre matériau

greffé chimiquement par le bio-conjugué 93 sur des ostéoprogéniteurs.

Comme nous l'avons abordé dans la premicre partie de ce mémoire
(paragraphe 1-2.2.3.3.), de nombreux travaux sont actuellement en cours sur la modification
de matériaux de fagon a favoriser leurs propriétés ostéoinductrices par rapport aux propriétés
ostéoconductrices bien connues maintenant. Ces travaux tournent principalement autour d'un
tripeptide (RGD) dont la séquence est retrouvée dans la plupart des protéines de la matrice
extracellulaire (la laminine [3], la fibronectine [4], le collagéne [5], l'ostéopontine [6]).
Ce peptide est reconnu par certains récepteurs membranaires appelés intégrines (protéine
transmembranaire) impliquées dans les phénomenes d'adhésion [7, 8]. Ces recherches donnent

lieu a de nombreuses publications dont les thémes suivent deux axes principaux :

- identifier les cibles du tripeptide RGD définissant ses modes d'interaction en tant

que séquence pro-adhésive

- tenter de transformer cette séquence en modifiant la structure spatiale (cyclisation
du RGD) ou en synthétisant des analogues qui favoriseraient I'adhésion cellulaire, voire la

spécificité de cette adhésion.

Dans les deux cas les résultats de ces travaux ont amené d'importantes évolutions
concernant l'adhésion des cellules sur les biomatériaux [9]. Nous avons donc essayé de

reprendre ici ces études en nous axant cette fois, non plus sur les objectifs et les méthodes
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(paragraphe 1-2.2.3.3.) mais sur les résultats en terme d'adhésion cellulaires et ceci d'un point

de vue chronologique.

Une des méthodes de modification d'un biomatériau a consisté par exemple a le
recouvrir d'un gel de collagéne enrichi en peptide RGDS [10], c'est a dire un peptide RGD
associé a une sérine. Ces expériences ont permis de montrer que des cellules de mélanomes de
souris (K1735M4) adhéraient de facon croissante (en nombre) a la surface du gel en fonction
de la concentration du peptide dans le gel. Parallélement, ces mémes travaux réalisés avec le
peptide RGES (l'acide aspartique est remplacé par 1'acide glutamique) n'ont montré aucune
modification en terme d'adhésion. La séquence RGD est donc un élément déterminant dans
I'adhésion des cellules, de plus sa présence au sein du collagéne (22 peptides par monomere

de collagene) permet une augmentation de 1'adhésion cellulaire d'un facteur 1,5.

Dans le méme sens, des travaux sur 1'évolution de la minéralisation de la MEC a la
surface du biomatériau modifié par du RGD ont été effectués [11]. Ils montrent que cette
minéralisation est dépendante de la densité¢ de molécules RGD présentées en surface, et est
également spécifique de cette séquence (I'utilisation de la séquence RGE n'entraine aucun

processus de minéralisation).

Parallélement, des travaux sur la spécificité du peptide proadhésif RGD ont été
menés en synthétisant des analogues [12]. Ces derniers possedent une tyrosine en lieu et place
de la glycine ce qui permet une importante fonctionnalisation (via le cycle benzénique) et un
suivi plus facile (toujours par l'intermédiaire de ce cycle aromatique). Parmi les différents
analogues synthétisés, un d'entre eux a été greffé sur un support en polyéthyléne téréphtalate
(PET). Cette modification de surface permet une augmentation de l'adhésion cellulaire
(cellules CaCo,) d'un facteur 2 par rapport au PET non greffé. Cependant, cette modification

n'apporte rien en terme d'adhésion par rapport PET greffé avec du RGDS.

Les travaux les plus récents ont permis de mettre en évidence l'importance de la
structure tridimensionnelle du peptide RGD. Des études menées sur le peptide RGD cyclique

ont montré leur trés forte activité vis-a-vis des processus d'adhésion cellulaire [13, 14].

En effet, 'étude de 1'adhésion de cellules ostéoprogénitrices humaines a été réalisée
aprés recouvrement de la surface du matériau titane (TigcAlsV) par des peptides. Ces derniers
¢taient soit linéaires (GRGDSPC) soit cycliques (c(-DFKRG-)). Les résultats apres trois
heures d'incubation donnent dans les deux cas un taux de greffage supérieur d'un facteur 2,5

par rapport au matériau non modifié [14].
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Puis ces différentes molécules peptidiques ont été fixées de fagon covalente sur du
poly(méthyl)métacrylate : PMMA [13]. Apres greffage chimique des tests d'adhésion et de
prolifération cellulaire ont ét¢ menés sur une période de 22 jours avec des ostéoblastes de
souris MC3T3-H1. Les résultats ne montrent aucune évolution entre 0 et 5 jours cependant a
partir du cinquiéme jour nous observons une forte prolifération cellulaire sur le PMMA grefté
Hiéme

par rapport au PMMA non greffé, ceci pour aboutir au 2 jour a une différence d'adhésion

d'un facteur 10.

Pour finir, nous allons aborder les matériaux de comblement vasculaires [15].
Le matériau utilisé¢ est de la silice sur laquelle est greffé de fagon covalente un systéme
organique permettant I'exposition du peptide RGDC aux cellules. Les résultats de 1'adhésion
des cellules endothéliales humaines sur des matériaux greffés sont 2,3 fois plus important

qu'en présence d'un matériau non greffé.

En ce qui concerne notre travail, nous avons effectu¢ des tests d'adhésion avec des
cellules ostéoprogénitrices humaines sur le support PVDF. Nous avons donc cultivé les
ostéoprogéniteurs, en présence de différents matériaux témoins ou modifiés, puis déterminé
qu'elle était 1'influence du bio-conjugué sur l'attachement de ces cellules. Ceci a été effectué
par I’intermédiaire d’un systéme de révélation biochimique [16, 17]. Le nombre de cellules a
la surface des biomatériaux a pu étre quantifié par dosage de l'activité¢ de l'enzyme
lysosomiale, la N-acétyl-B-D-hexosaminidase. Ceci est possible par I'addition au contact des
cellules du substrat de cette enzyme le p-nitrophényl N-acétyl-f-D-glucosaminide. Le substrat
est ainsi laissé au contact des cellules pendant plusieurs heures. La réaction est alors bloquée
par 1'ajout d'un mélange de glycine et dEDTA. En fonction du taux d'hydrolyse du substrat
nous visualisons l'apparition d'une couleur plus ou moins jaune dans les puits. Ces variations
de couleur sont quantifiées par une lecture au spectrophotomeétre a 405 nm et permettent une
corrélation avec le nombre de cellules adhérentes a la surface du biomatériau. Les résultats
sont exprimés en pourcentage d’adhésion par rapport au plastique des boites de culture,
considéré comme la valeur controle correspondante au 100% d'adhésion. Les résultats de ce

test sont présentés Figure 69.
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Figure 69 : Test de I’adhésion des ostéoblastes sur PVDF greffé et non greffé

Le 100% du controle correspond a 'attachement des ostéoblastes sur le plastique.

Le témoin d’agarose constitue le support sur lequel nous avons déposé nos
différents matériaux pendant 1’incubation. Ce support correspond a un témoin de
non-adhésion cellulaire. Il apparait, aprés ces premiers résultats, que le PVDF greffé avec
le bio-conjugué 93 favorise 1'attachement des ostéoblastes en surface d’un facteur 5 par

rapport au matériau non greffé.

Nous avons détaillé dans ce chapitre 1'ensemble des modifications des matériaux
qui permettaient de favoriser l'adhésion cellulaire. Il reste particulierement difficile
d'interpréter nos résultats en les comparant a ceux exposés ci-dessus. En effet, nous n'utilisons
pas les mémes types cellulaires, les matériaux support sont la plupart du temps, différents et
pour finir, les modes opératoires different en tout point. Les résultats préliminaires de notre
travail constituent un point de départ pour poursuivre les recherches dans cette voie en

multipliant les matériaux greffés et les caractérisations des étapes de greffage et d'adhésion.
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CONCLUSION

L’étude présentée dans ce mémoire visait principalement & modifier chimiquement
un matériau polymére dans le but d’augmenter son potentiel ostéoinducteur. Nous y sommes

parvenus en plusieurs étapes :

¢ Tout d'abord nous avons identifié des molécules d’intérét peu ou pas néo-
synthétisées par les cellules ostéoprogénitrices, afin de mettre a profit I'étape de
reconnaissance de la molécule lors de son transport membranaire. Nous avons
isolé deux composés ou familles de composés : I’acide ascorbique et la famille

des bases nucléiques (principalement les purines).

¢ Puis nous avons synthétisé un bras espaceur permettant, apres greffage a un

matériau biocompatible, 1’exposition des molécules d’intérét au milieu
biologique. Le bioconjugué se compose ainsi d’un bras organique, d’un lien

organo-silicié et de la molécule d’intérét.

¢ Ensuite, nous avons entrepris le greffage de I’ensemble du bio-conjugué sur un

matériau choisi pour ses caractéristiques de biocompatibilité, de résistance vis-a-

vis des contraintes mécaniques et de radiations et a sa bonne inertie chimique.

Tout au long de nos travaux, nous avons réalis¢ différents tests biologiques.
Nous avons évalué la cytotoxicité de I’ensemble de nos sila-conjugués. Puis nous avons
réalisé¢ des tests d’inhibition du transport de la molécule naturelle. Ceci nous a conduit a
sélectionner deux sila-conjugués trés intéressants en tant qu’inhibiteur du transport de
I’hypoxanthine. Aprées 1’étape de greffage nous avons effectué les tests d’adhésion des cellules

ostéoblastiques qui se sont avérés positifs.

A T’issu de ces travaux nous avons obtenu un systéme organique possédant une
activité biologique via son extrémité hypoxanthine. Le bio-conjugué a été grefté sur le PVDF
de fagon covalente, et le systtme complet semble favoriser l'adhésion des cellules

ostéoprogénitrices.

Nous avons donc bien atteint ’objectif que nous nous étions fixé : Conception

et évaluation de modifications biospécifiques de matériaux.
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De plus, au cours de nos travaux, nous avons pu caractériser différents phénoménes

biologiques et chimique non décrits :

Transport actif de I’hypoxanthine au sein des cellules ostéoprogénitrices

humaines.

Décarboxylation spontanée de I’acide ascorbique au sein de ces mémes

cellules.

Utilisation d’une réaction enzymatique d’hydrolyse afin de séparer deux régio-

1someres.

Synthése de molécules originales par une adaptation du mode opératoire de la

réaction de Mitsunobu

I1 reste néanmoins de nombreux travaux a réaliser ; notamment d'un point de vue
chimique, il est envisageable de rechercher et de synthétiser de nouveaux sila-conjugués
présentant une bonne spécificité pour un type cellulaire donné. Il serait aussi trés intéressant
de développer de nouveaux bio-conjugués susceptibles d'étre coupé au niveau du bras
espaceur par des protéines spécifiques (MMP). Ceci pourrait nous conduire a des systemes de

délivrance controlée de substances biologiquement actives.

D’un point de vue biologique il serait important de réaliser des tests
complémentaires afin de définir le plus précisément possible les mécanismes d'adhésion des

cellules ostéoprogénitrices sur les biomatériaux.

Enfin, des études physico-chimiques pourraient permettre de caractériser
quantitativement et qualitativement le greffage de nos bioconjugués sur le PVDF, voire sur

d'autres matériaux.
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PARTIE

EXPERIMENTALE
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LA PARTIE EXPERIMENTALE

Cette partie expérimentale est divisée en trois sous parties :

La premiere correspond a la chimie et décrit le mode d’obtention des différents

composés ainsi que leurs caractéristiques physico-chimiques.

La seconde traite des tests biologiques réalisés au cours de ce travail et du détail de

leurs protocoles.

Pour finir la troisiéme partie décrit le mode opératoire mis en place lors de la

réalisation des expériences de greffage du biomatériau et I’analyse de sa surface.
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4-1. CHIMIE

4-1.1. TECHNIQUES GENERALES ET
CARACTERISATION DES PRODUITS OBTENUS

Analyses ¢lémentaires : les microanalyses de certains composés ont été effectuées par

le service central de microanalyse du CNRS (BP 22 — 69390 VERNAISON France).

Spectrographie infrarouge : pour 1’ensemble des analyses moléculaires nous avons
utilisé un spectrographe IFS-25 (Bruker) de 4000 a 400 cm™ et effectué 16 "scans". Les spectres
des liquides ont été réalisés en film liquide pur entre deux plaques de NaBr, ceux des solides
sous forme de pastilles dans KBr. En ce qui concerne les spectres IR-TF en ATR réalisés sur le
biomatériau, nous avons utilis¢é un spectrographe Nexus 870 (Thermo-Optek) avec comme
paramétrage un zéro filling de 2, une résolution de 4 et nous avons effectué¢ 100 "scans". En ce
qui concerne I’ATR, nous avons utilisé un « golden gate » (Specac) avec un cristal diamant et un

angle de 45°.
Points de fusion : les points de fusion ont été déterminés sur banc Kofler.

Chromatographie sur couche mince (CCM) : nous avons utilisé des plaques Merk de
gel de silice (60 F 254, épaisseur 0,25 mm). Comme révélateur, nous avons utilis¢ les rayons

ultraviolets (A = 365 nm) ou une solution de KMnOy diluée a 1% dans I’eau.

Chromatographie sur colonne : les séparations ont été réalisées sur gel de silice
60 Merk de granulométrie 70/200 mesh. Les pourcentages des différents solvants sont donnés en

volumes.

Spectroscopie de masse : les études par spectroscopie de masse ont été réalisées sur un
spectrometre Finnigan Mat TSQ 70 triple quadripdle en mode de bombardement atomique
(température d’ionisation : 150°C, pression d’ionisation : 20 mT, énergie électronique : 70eV,

émission courante : 2mA).

Spectroscopiec RMN : les spectres RMN, 'H, et ">C ont été enregistrés sur un

spectrométre Bruker AC 200 (‘H : 200,13 MHz ; °C : 50,32 MHz). Les déplacements chimiques
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sont donnés en ppm a champ faible du TMS et les constantes de couplage en Hertz (Hz). Le
tétraméthylsilane est pris comme référence. Nous emploierons pour décrire les spectres les
abréviations suivantes : s, singulet ; d, doublet ; t, triplet ; q, quadruplet ; m, multiplet (massif

complexe).

Cristallographie : les parameétres des mailles cristallines et les intensités diffractées ont
été mesurés sur un diffractométre automatique d'Enraf-Nonius CAD4 avec une radiation au
cuivre (CuKa, A = 1,54178 A, monochromateur en graphite). Les dimensions des réseaux ont été
affinées par moindres carrés a partir des valeurs de 0 de 25 réflexions de 1’espace. Parmi les
réflexions indépendantes collectées, seules celles satisfaisant a I’inégalité 1 > 2o(I) ont été
conservées pour les affinements. Les structures ont été établies par des méthodes classiques de
Fourier. Tous les hydrogeénes ont été positionnés par différence a partir des cartes de Fourier.
Pour I’alignement de ces structures, les atomes d’hydrogéne ont été affectés des parameétres Pi
d’agitation thermique isotrope tandis que tous les autres atomes étaient affectés des parameétres

Bij d’agitation thermique anisotrope.

Produits commerciaux et matiéres premicres : nous avons séché puis distillé les
solvants de qualité technique (¢ther, THF...). Nous avons stocké tous les solvants qui devaient
étre anhydres sur des tamis moléculaires préalablement activés dans une étuve a vide chauffée a
300°C pendant 5 heures. La trié¢thylamine comme la pyridine ont été stockées sur des pastilles de

potasse.

Appareillage : La majorité des réactions a été conduite en milieu dégazé puis sous
atmosphere inerte d’azote ou d’argon, par I’intermédiaire d’une rampe a vide. L’homogénéité du

milieu a été assurée par agitation magnétique.
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4-1.2. SYNTHESES DES COMPOSES ET
CARACTERISTIQUES PHYSICO -CHIMIQUES

3 : Chlorométhyldiméthylsilane
4 : Chlorobutyldiméthylsilane

H, H, of
Si/\CI Si/\/\/
/N /N
3 4
CsHoCISi MM = 108,6 g.mol CeéH1sCISi MM = 150,7 g.mol™

A une solution de 30 ml (0,30 mole) de chlorométhyldiméthylchlorosilane 1 ou de
chlorobutyldiméthylchlorosilane 2 (0,30 mole) commercial, dans 150 ml d'éther anhydre, nous
ajoutons 5,55g (0,15 mole) d'aluminohydrure de lithium sur une période de 4 heures a 0°C. Le
mélange est laiss¢ sous agitation 1 heure a 0°C puis 12 heures a température ambiante. Nous
rajoutons alors a l'aide d'une ampoule de coulée 15 ml d'HCI aqueux (IN). Le mélange est
ensuite filtré sur verre fritté de porosité 3 et rincé a 1'éther. Le produit est isolé par distillation du
filtrat sous pression atmosphérique. Nous récupérons 16,11g (65%) du composé 3 et 24,1g

(70%) du composé 4.

3

RMN "H (CDCls) § ppm : 0,20 (d, 6H, J=3,2Hz (CHs),) ; 2,85 (d,
J=2,3Hz 2H, CH,) ; 4,05 (m, 1H, SiH).

RMN "3C (CDCls) & ppm : -4,6 ((CHa3)2) ; 31,1 (CH.CI)
4

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,25 (d, 6H, J=3,2Hz (CHs).) ; 0,6 (m, 2H,
SiCH>) ; 1,5 (m, 2H, SiCH,CHb) ; 3,5 (d, 2H, J=6,3Hz CH,CI) ; 3,9 (m, 1H, SiH).

RMN "3C (CDCls) 8 ppm : 4,6 ((CHa)2) ; 13,7 (SiCH>) ; 21,6
(SICHoCH,) ; 35,7 (CH,CH,Cl) ; 44,6 (CH.CI).
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Composés de 6a 8

Méthode générale de synthese :

\/(A)"‘\OAC

A une solution agitée d’alcool insaturé dans la pyridine et 15 ml d’éther, est ajouté
goutte a goutte pendant 1h30 au reflux de I'éther le chlorure d'acétyle suivi de 15 mi
d'éther. La solution est laissée au reflux 1h, filtrée sur fritté 3 et le distillat est évaporé

sous pression réduite pour conduire au compose désiré.
6 : Ethanoate de but-3-ényle (m = 2)

CeH100: MM =114,1 g.mol

3-Butén-1-ol (commercial) : 5,00g (69 mmoles) ;
Pyridine : 5,47g (69 mmoles) ;

Chlorure d’acétyle : 5,43g (69 mmoles).

6,759 (85%) de composeé 6 sont recueillis.

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 1,80 (s, 3H, CH3C=0) ; 2,15 (m, 2H,
CH,CH-0Ac) ; 3,88 (t, 2H J= 6,9Hz, CH.OAc) ; 4,85 (m, 2H, CH=CH.) ; 5,53 (m, 1H,
CH=CH,).

RMN "3C (CDCls) & ppm : 20,46 (CH3C=0) ; 32,82 (CH,CH,OAC) ;
63,11 (CH,OAcC) ; 116,78 (CH,=CH) ; 133,8 (CH=CH,) ; 170,44 (C=0).

IRcm™: 1742 (C=0) ; 1640 (C=C).

7 : Ethanoate de pent-4-ényle (m = 3)

C7H120; MM =128,2 g.mol

4-Pentén-1-ol (commercial) : 5,00g (68 mmoles) ;
Pyridine : 4,59g (58 mmoles) ;

Chlorure d’acétyle : 4,54g (58 mmoles).

6,899 (92%) de composé 7 sont recueillis.

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 1,58 (m, 2H, CH,CH,OAc) ; 1,89 (s, 3H,
CHsC=0) ; 1,98 (m, 2H, =CH-CH,) ; 3,93 (t, 2H J=6,5Hz, CH,OAc) ; 4,85 (m, 2H,
CH=CH,) ; 5,53 (m, 1H, CH=CH,).

Page : 147



RMN '3C (CDCls) & ppm : 20,46 (CH3C=0) ; 27,46 (CH,CH,OAC) ;
29,69 (CH,CH=) ; 63,43 (CH,OAc) ; 114,85 (CH,=CH) ; 137,08 (CH=CH,) ; 170,44
(C=0).

IR cm™ : 1742 (C=0) ; 1640 (C=C) ; 1244 (CH5Si) ; 842 (Si-C).

8 : Ethanoate de hex-5-ényle (m =4)

CsH140: MM =142,2 g.mol

5-Hexén-1-ol (commercial) : 5,00g (50 mmoles) ;
Pyridine : 3,95g (50 mmoles) ;

Chlorure d’acétyle : 3,90g (50 mmoles).

6,989 (98%) de composeé 8 sont recueillis.

RMN 1H (CDCl3) & ppm : 1,26 (m, 2H, CH,CH»CH,0Ac) ; 1,46 (m, 2H,
CH,CH,0Ac) ; 1,84 (s, 3H, CH3C=0) ; 1,89 (m, 2H, =CH-CH)) ; 3,87 (t, 2H
J=6,8Hz, CH,0Ac) ; 4,80 (m, 2H, CH=CH,) ; 5,65 (m, 1H, CH=CHb,).

RMN 13C (CDCl3) & ppm : 19,90 (CHsC=0) ; 24,32 (CH,CH,0AC) :
27,18 (CH,=CH-CH,CH}) ; 32,42 (CH,=CH-CH>) ; 63,38 (CH,0Ac) ; 113,35 (CH,=CH) ;
137,35 (CH=CH,) ; 170,44 (C=0).

IR cm-1 : 1742 (C=0) ; 1640 (C=C) ; 842 (SiC).

Composés de 9 a 12

Méthode générale de synthese :

CI/\Si/\/Hm‘OAC
/7 \

A une solution d’acétate insaturé dans 10 ml de THF sont ajoutés le
chlorométhyldiméthylsilane 3 ainsi que 0,15 ml d’'une solution 0,1N d’H,PtCls dans
l'isopropanol. La solution est chaufféfe a 60°C pendant 15 heures.
La solution est noyée dans l'eau. Apreés extraction de la phase aqueuse, lavage au
dicholorométhane, séchage sur MgSO4 et récupération de la phase organique, les

solvants sont évaporés sous pression réduite et le composé est isolé aprés distillation.
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9 : Ethanoate de 3-(chlorométhyldiméthylsilanyl)propyle (m = 1)

CgH17CIO,Si MM = 208,7 g.mol”

Acétate d’allyle (5) : 3,68g (36 mmoles) ;
Chlorométhyldiméthylsilane (3) : 4,00g (36 mmoles).
5,099 (66%) de composé 9 (Ebgg= 85°C) sont recueillis.

RMN "H (CDCl3) & ppm : 0,05 (s, 6H, (CH3)2Si) ; 0,59 (m, 2H, CH.Si)
11,58 (m, 2H, SICH,CHy) ; 1,97 (s, 3H, CH3CO) ; 2,72 (s, 2H, CH,Cl) ; 3,95 (t, 2H
J=7,5Hz, CH,0AC).

RMN "3C (CDCls) & ppm : -4,80 ((CHs),Si) ; 9,57 (SiCH,) ; 20,83
(CH3COO) ; 22,79 (SiCH,CH>) ; 29,85 (CH,Cl) ; 66,60 (CH,0Ac) ; 170,9 (C=0).

IR cm™ : 1252 (CH3Si) ; 1742 (C=0) ; 1244 (CH5Si) ; 842 (Si-C).

10 : Ethanoate de 4-(chlorométhyldimethylsilanyl)butyle (m = 2)

CoH19CIO,Si MM =222,8 g.mol

Ethanoate de but-3-ényle (6) : 3,75g (32 mmoles) ;
Chlorométhyldiméthylsilane (3) : 4,00g (36 mmoles).
On recueille 5,099 (65%) de composé 10 (Ebg o= 98°C).

RMN "H (CDCl3) & ppm : 0,06 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,61 (m, 2H, SiCH>) ;
1,35 (m, 2H, SiCH,CH,CHo) ; 1,61 (m, 2H, SiCH,CHa) ; 1,99 (s, 3H, CH5C=0) ; 2,73 (s,
2H, CH,Cl) ; 4,01 (t, 2H J=7,4Hz, CH,OAc).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -4,18 ((CHs)2Si) ; 13,28 (SiCH>) ; 19,93
(SICH,CH>) ; 19,98 (CH3C=0) ; 30,10 (CH,Cl) ; 32,09 (CH,CH,0Ac) ; 63,09 (CH,0AC) ;
171,11 (C=0).

IR cm™ : 1730 (C=0) ; 1256 (CH,Si) ; 846 (Si-C).

11 : Ethanoate de 5-(chlorométhyldiméthylsilanyl)pentyle (m = 3)

C10H21Cl0,Si MM =236,8 g.mol”

Ethanoate de pent-4-ényle (7) : 4,50g (35 mmoles) ;
Chlorométhyldiméthylsilane(3) : 3,80g (35 mmoles).
6,009 (72%) de composé 11 (Ebg g = 108°C) sont recueillis.

RMN "H (CDCl5) & ppm : 0,06 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,61 (m, 2H, SiCHy) ;
1,33 (m, 4H, CH.CH,CH,0Ac) ; 1,60 (m, 2H, SiCH,CH>) ; 2,01 (s, 3H, CHsC=0) ; 2,74
(s, 2H, CH.CI): 4,02 (t, 2H J=7,5Hz, CH,OAc).
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RMN "3C (CDCls) & ppm : -4,65 ((CH3)-Si) ; 13,53 (SiCH>) ; 20,96
(CH3C=0) ; 23,18 (SiCH,CH>) ; 28,19 (SiCH,CH2CH>) ; 29,61 (CHCI) ; 30,25
(CH2,CH,0AC) ; 64,45 (CH,0AC) ; 171,25 (C=0).

IR cm™ : 1742 (C=0) ; 1256 (CH3Si) ; 846 (Si-C).

12 : Ethanoate de 6-(chlorométhyldiméthylsilanyl)hexényle (m = 4)

C11H23CIO,Si MM =250,8 g.mol

Ethanoate de hex-5-ényle (8) : 1,14g (8 mmoles) ;
Chlorométhyldiméthylsilane (3) : 0,87g (8 mmoles).
1,099 (54%) de composé 12 (Ebg o = 125°C) est recueilli.

RMN "H (CDCIs) 8 ppm : 0,05 (s, 6H, (CHs)2Si) ; 0,61 (m, 2H, SiCH>) ;
1,30 (m, 6H, CH,CH,CH,CH,0ACc) ; 1,54 (m, 2H, SiCH,CH>) ; 2,00 (s, 3H, CH3C=0) ;
2,73 (s, 2H, CH.CI) ; 4,00 (t, 2H J=7,3Hz, CH,OAC).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -4,63 ((CH3)2Si) ; 13,55 (SiCH>) ; 20,92
(CHsC=0) ; 23,39 (SiCH2CH>) ; 25,51 (SiCH2CH2CH>) ; 28,48 (SiCH2CH2CH2CH>) ;
30,33 (CH.CI) ; 33,0 (CH,CH-0Ac) ; 64,56 (CH.OAc) ; 170,5 (C=0).

IRcm™ : 1738 (C=0) ; 1248 (CH;Si) ; 842 (Si-C).

Composés de 13 a 16

Méthode générale de synthése :

CL\\V//A\\»///:;S(:i\\\//P%hngC

A une solution d’acétate insaturé dilué dans 10 ml de THF sont ajoutés le

chlorobutyldiméthylsilane 4 puis 0,15 ml dune solution 0,1N d'H,PtCls dans

I'isopropanol. La solution est chauffée a 60°C pendant 15 heures. La solution est noyée

dans l'eau. Apres extraction de la phase aqueuse, lavage au dichlorométhane, séchage

sur MgSO, et récupération de la phase organique, les solvants sont évaporés sous

pression réduite. Le composé est isolé aprés distillation.
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13 : Ethanoate de 3-(chlorobutyldiméthylsilanyl)propyle (m =1)

C11H23Cl10,Si MM = 250,8 g.mol

Acétate d’allyle (5) : 2,65g (26 mmoles) ;
Chlorobutyldiméthylsilane (4) : 4,00g (26 mmoles).
5,149 (77%) de composé 13 sont recueillis. (Eb = 115°C)

RMN "H (CDCls) & ppm : 0,06 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,55 (m, 4H,
(CH,SiCH,) ; 1,38 (m, 2H, SiCH,CH>) ; 1,56 (m, 2H, CH,CH,0Ac) ; 1,7 (m, 2H,
CH,CH,CI) ; 1,97 (s, 3H, CH3CO) ; 3,5 (t, 2H J=6,3Hz, CH,CI) ; 3,95 (t, 2H J=7,5Hz,
CH,0AC).

RMN *3C (CDCls) & ppm : -3,50 ((CH3)2Si) ; 10,1 (SiCH,) ; 14,2
(SiCH,) ; 20,8 (CH3CO) ; 21,0 (SiCH,CH>) ; 25,5 (SiICH,CH>) ; 36,1 (CH,CH,CI) ; 44,6
(CH.CI) ; 67,0 (CH20AC) ; 171 (C=0).

IR cm™ : 1742 (C=0) ; 1244 (CH3Si) ; 842 (Si-C).

14 : Ethanoate de 4-(chlorobutyldiméthylsilanyl)butyle (m = 2)

C12H25CI10,Si MM =264,8 g.mol

Ethanoate de but-3-ényle (6) : 3,75g (32 mmoles) ;
Chlorométhyldiméthylsilane (4) : 4,95g (36 mmoles).
5,099 (60%) de composé 14 sont recueillis. (Eb = 130°C)

RMN "H (CDCls) & ppm : 0,05 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,52 (m, 4H,
(CHSiCHb) ; 1,3 (m, 4H, Si(CH.CH.)) ; 1,52 (m, 2H, CH,CH,0Ac) ; 1,75 (m, 2H,
CH,CH,CI) ; 1,91 (s, 3H, CH3CO) ; 3,54 (t, 2H J=6,3Hz, CH,Cl) ; 3,9 (t, 2H J=7,5Hz,
CH,0AC).

RMN "3C (CDCls) & ppm : -3,5 ((CH3),Si) ; 10,1 (SiCH,) ; 14,2 (SiCH>) ;
20,8 (CH3CO) ; 21,1 (SiCH,CH,) ; 25,8 (SiCH2CH>) ; 35,5 (SiCH,CH2CH>) ; 36,3
(SiCH2CH2CH,) ; 44,6 (CH.CI) ; 67,0 (CH20Ac) ; 171 (C=0).

IR cm™ : 1742 (C=0) ; 1244 (CH3Si) ; 842 (Si-C).

15 : Ethanoate de 5-(chlorobutyldiméthylsilanyl)pentyle (m = 3)

C13H2,CI0,Si MM =278,8 g.mol

Ethanoate de pent-4-ényle (7) : 4,50g (35 mmoles) ;
Chlorobutyldiméthylsilane(4) : 5,27g (35 mmoles).
4,49 (45%) de composé 15 sont recueillis. (Eb = 145°C)
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RMN "H (CDCls) § ppm : 0,04 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,6 (m, 4H,
(CHSiCHb) ; 1,32 (m, 6H, Si(CH,CH»),CH>) : 1,52 (m, 2H, CH,CH,OAc) ; 1,76 (m, 2H,
CH,CH,Cl) ; 2,02 (s, 3H, CH3CO) : 3,49 (t, 2H J=6,3Hz, CH,Cl) : 3,95 (t, 2H J=7,5Hz,
CH,0AC).

RMN "3C (CDCls) 5 ppm : -3,4 ((CHs)Si) ; 10,2 (SiCHy) : 14,2 (SICHs) ;
20,8 (CHsCO) : 21,2 (SICH,CHs) : 25.6 (SICH,CH) : 32.5 (Si(CH,)sCHo) : 35.5
(Si(CH2)2CH>) ; 36,1 (Si(CH2).CH>) ; 44,6 (CH.CI) ; 67,1 (CH20Ac) ; 171 (C=0).

IR cm™ : 1742 (C=0) ; 1244 (CH,Si) ; 842 (Si-C).

16 : Ethanoate de 6-(chlorobutyldiméthylsilanyl)hexenyle (m = 4)

C14H29CIO,Si MM =292,8 g.mol

Ethanoate de hex-5-ényle (8) : 1,42g (10 mmoles);
Chlorobutyldiméthylsilane (5) : 1,5g (10 mmoles).
1,29 (41%) de composé 16 sont recueillis. (Eb = 160°C)

RMN "H (CDCl5) & ppm : 0,06 (s, 6H, (CH5),Si) ; 0,45 (m, 4H,
(CH.SICH,) ; 1,31 (m, 8H, Si(CH.CH,)>CH2-CH,) ; 1,57 (m, 2H, CH.CH,0Ac) ; 1,69 (m,
2H, CH.CH,CI) ; 1,94 (s, 3H, CH5CO) ; 3,54 (t, 2H J=6,3Hz, CH,Cl) : 4,01 (t, 2H
J=7,5Hz, CH,OAG).

RMN *C (CDCl3) & ppm : -3,6 ((CH3)2Si) ; 10,0 (SiCH>) ; 14,1 (SiCH>) ;
20,9 (CH3CO) ; 21,2 (SiCH2CH>) ; 25,5 (SiCH2CH>) ; 28,8 (Si(CH2)3CH>) ; 32,6
(Si(CH2)4CH>) ; 35,3 (Si(CH2)2CH>) ; 36,3 (Si(CH2).CH,) ; 44,6 (CH.CI) ; 67,0 (CH,0AC)
1 171,2 (C=0).

IR cm™ : 1738 (C=0) ; 1248 (CH3Si) ; 844 (Si-C).

Composés de 17 a 24

Méthode générale de synthese :

R
/S'\ OH m=1,23,4

R=CH,Cl 17420
R=(CH,),Cl 2142
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A une solution d’éthanoate de (chlorométhyldiméthylsilanyl)alkyle ou d’éthanoate de
(chlorobutyldiméthylsilanyl)alkyle dans 200 ml de méthanol de l'acide para toluéne
sulfonique (APTS) déshydraté est ajouté. La solution est agitée sous azote, a
température ambiante. Aprés 24 heures de réaction le solvant est évaporé sous
pression réduite, le produit est extrait au dichlorométhane et séché sur MgSO,. Le
solvant est de nouveau évaporé et les composés sont utilisés par la suite sans autre

purification.

17 : 3-(Chlorométhyldiméthylisilanyl)propan-1-ol (m =1, R=CH,CI)

CeH15CIOSi MM = 166,7 g.mol”

Ethanoate de 3-(chlorométhyldiméthylsilanyl)propyle (9) : 2,869 (13 mmoles) ;
APTS : 0,47g (2,75 mmoles).
1,969 (86%) de compose 17 est recueilli.

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,06 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,63 (m, 2H, CH.Si) ;
1,57 (M, 2H, SICH.CH>) ; 2,78 (s, 2H, CH,Cl) ; 3,58 (t, 2H J= 7,5Hz, CH,OH).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -4,2 ((CH3)2Si) ; 14,1 (SiCH,) ; 21,5
(SICH.CHs) ; 29,5 (CH-Cl) ; 60,3 (CH,OH).

IR cm™ : 3351 (OH) ; 1252 (CH3Si) ; 842 (Si-C).

18 : 4-(Chlorométhyldiméthylsilanyl)butan-1-ol (m =2, R=CH,CI)

C;H.;CIOSi MM =180,7 g.mol”

Ethanoate de 4-(chlorométhyldiméthylsilanyl)butyle (10) : 2,13g (9,6 mmoles) ;
APTS : 0,33g (1,9 mmoles).
1,249 (71%) de composé 18 est recueilli.

RMN "H (CDCls) & ppm : 0,05 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,61 (m, 2H, CH.Si) ;
1,33 (m, 2H, SiCH,CH>) ; 1,59 (m, 2H, CH.CH,0H) ; 2,8 (s, 2H, CH,Cl) ; 3,6 (t, 2H
J= 7,5Hz, CH,OH).

RMN 3C (CDCls) & ppm : -4,1 ((CH3)2Si) ; 14,3 (SiCH,) ; 21,5
(SICH,CHs); 29,4 (CH,CI) ; 36,2 (CH,CH,OH) ; 60,2 (CH,OH).

IR cm™ : 3341 (OH) ; 1256 (CH3Si) ; 846 (Si-C).
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19 : 5-(Chlorométhyldiméthylsilanyl)pentan-1-ol (m = 3, R=CH,CI)

CgH1sCIOSi MM =194,8 g.mol”

Ethanoate de 5-(chlorométhyldiméthylsilanyl)pentyle (11) : 2,86g (13 mmoles);
APTS : 0,15g (2,7 mmoles).
1,969 (95%) de composé 19 est recueilli

RMN "H (CDCl3) & ppm : 0,06 (s, 6H, (CH3)2Si) ; 0,63 (m, 2H, CH,Si) ;
1,30 (m, 4H, SiCH,CH.CHo) ; 1,5 (m, 2H, CH,CH,OH) ; 2,77 (s, 2H, CH,Cl) ; 3,58 (t, 2H
J= 7,5Hz, CH,OH).

RMN 3C (CDCls) & ppm : -4,2 ((CH3)Si) ; 13,6 (SiCH,) ; 21,6
(SICH,CHy) ; 29,5 (SiCH>CHoCH>) : 30,3 (CH,CI) ; 36,3 (CH,CH,OH) ; 62,6 (CH,OH).

IR cm™: 3346 (OH) ; 1256 (CH3Si) ; 842 (Si-C).

20 : 6-(Chlorométhyldiméthylsilanyl)hexan-1-ol (m =4, R=CH,Cl)

CoH21CIOSi MM =208,8 g.mol

Ethanoate de 6-(chlorométhyldiméthylsilanyl)hexyle (12) : 1,09g (4,4 mmoles) ;
APTS : 0,159 (8,7 mmoles).
1,00g (88%) de composé 20 est recueilli.

RMN "H (CDCl3) & ppm : 0,05 (s, 6H, (CHs).Si) : 0,6 (m, 2H, CH,Si) :
1,31 (m, 6H, SiCH,CH,CH>CH,) : 1,54 (m, 2H, CH,CH,OH) : 2,8 (s, 2H, CH,CI) ; 3,6 (t,
2H J= 7,5Hz, CH,OH).

RMN "3C (CDCls) 8 ppm : -4,6 ((CH3)2Si) ; 13,5 (SiCH,) ; 21,5
(SICH,CHy) ; 29,5 (SiCH,CH2CH>) ; 30,3 (CH,CI) ; 32,3 (CH,CH,CH,0H) ; 36,2
(CH,CH,OH) ; 62,7 (CH,OH).

IR cm™ : 3329 (OH) ; 1252 (CH3Si) ; 849 (Si-C).

21 : 3-(chlorobutyldiméthylsilanyl)propan-1-ol (m =1, R=C4HsCl)

CoH2/CIOSi MM = 208,8 g.mol

Ethanoate de 3-(chlorobutyldiméthylsilanyl)propyle (13) : 2,5g (10 mmoles) ;
APTS : 0,3g (1,75 mmoles).
29 (97%) de composé 21 sont récupeéreés.
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RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,02 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,41 (m, 4H,
(CH2SiCHb) ; 1,43 (m, 2H, SiCH,CH>) ; 1,5 (m, 2H, CHCH,OH) ; 1,72 (m, 2H,
CH,CH,Cl) ; 3,51 (t, 2H J=6,3Hz, CH,Cl) ; 3,84 (t, 2H J=7,5Hz, CH,OH).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -3,5 ((CH3)2Si) ; 10,1 (SiCH>) ; 14,2 (SiCHy) ;
21,1 (SICH,CH,) ; 25,5 (SiCH,CH>) ; 36,1 (CH,CH,CI) ; 44,6 (CH,CI) ; 65,0 (CH,OH)

IR cm™ : 3334 (OH) ; 1244 (CH3Si) ; 842 (Si-C).

22 : 4-(chlorobutyldiméthylsilanyl)butan-1-ol (m =2, R=C4HgCl)

C1oH23CIOSi MM =222,8 g.mol

Ethanoate de 4-(chlorobutyldiméthylsilanyl)butyle (14): 2,5g (9,45 mmoles) ;
APTS : 0,18g (1,05 mmoles).
2,19 (98%) de composé 22 sont recueillis.

RMN "H (CDCl3) & ppm : 0,05 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,61 (m, 4H,
(CH2SiCH?>) ; 1,4 (m, 4H, Si(CH2CHz)2) ; 1,62 (m, 2H, CH>CH>OH) ; 1,70 (m, 2H,
CH,CH,CI) ; 3,5 (t, 2H J=6,3Hz, CH,Cl) ; 3,8 (t, 2H J=7,5Hz, CH,OH).

RMN "3C (CDCl3) & ppm : -3,5 ((CH3),Si) ; 10,1 (SiCH,) ; 14,2 (SiCH>) ;
20,9 (SiCH2CH,) ; 25,5 (SICH2CH>) ; 35,5 (Si(CH2)2CH>) ; 36,2 (Si(CH2)2.CH,) ; 44,8
(CHCI) ; 63,5 (CH,0H).

IR cm™ : 3338 (OH) ; 1246 (CH3Si) ; 842 (Si-C).

23 : 5-(chlorobutyldiméthylsilanyl)pentan-1-ol (m = 3, R=C4HsCI)

C11H25CIOSi MM =236,71 g.mol

Ethanoate de 5-(chlorobutyldiméthylsilanyl)pentyle (15) : 1,2g (4,3 mmoles) ;
APTS : 0,159 (0,86 mmole).
19 (96%) de composé 23 est recueilli.

RMN "H (CDCls) & ppm : 0,05 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,51 (m, 4H,
(CH2SICH,) ; 1,32 (m, 6H, Si(CH.CH,)CH>) ; 1,52 (m, 2H, CH,CH,OH) ; 1,70 (m, 2H,
CH,CH,CI) ; 3,51 (t, 2H J=6,3Hz, CH,CI) ; 3,92 (t, 2H J=7,5Hz, CH,OH).

RMN *3C (CDCl3) § ppm : -3,5 ((CH3)2Si) ; 10,1 (SiCH,) ; 14,2 (SiCHy) ;
21,1 (SICH2CH>) ; 25,5 (SICH,CH) ; 32,6 (Si(CHz)2CH>) ; 35,8 (Si(CH2)sCHa) ; 35,9
(Si(CH2)2CHy) ; 44,3 (CH:CI) ; 62,2 (CH2OH).

IR cm™ : 3334 (OH) ; 1244 (CH3Si) ; 842 (Si-C).
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24 : 6-(chlorobutyldiméthylsilanyl)hexan-1-ol (m =4, R=C4HsCI)

C12H27CIOSi MM =250,7 g.mol”

Ethanoate de 3-(chlorobutyldiméthylsilanyl)hexenyle (16) : 1g (3,41 mmoles) ;
APTS : 0,12g (1,75 mmoles).
19 (97%) de composé 24 est recueilli.

RMN "H (CDCls) 5 ppm : 0,04 (s, 6H, (CHa),Si) ; 0,49 (m, 4H,
(CH,SICH,) : 1,41 (m, 8H, Si(CHoCH2),CHaCH) : 1,58 (m. 2H. CH,CH,OH) : 1,66 (m,
9H, CH,CH,Cl) ; 3,51 (t, 2H J=6,3Hz, CH,Cl) ; 3,8 (t, 2H J=7,5Hz, CH,0H).

RMN °C (CDCl3) 5 ppm : -3.4 ((CHs)Si) ; 10,0 (SiCH,) ; 14,2 (SICH,) ;
20,8 (CHsCOO) : 21,3 (SICH,CH) : 28,8 (Si(CHo)oCHa) : 32,6 (Si(CH,)sCHs) : 35.5
(Si(CH2)4CH>) ; 36,3 (Si(CH2).CH>) ; 44,6 (CH.CI) ; 67,5 (CH,OH).

IR cm™ : 3325 (OH) ; 1258 (CH3Si) ; 1239 (CH3Si) ; 840 (Si-C).

Composés de 25 a 28

Méthode générale de synthése :

Ho/\®m/>s<\

(0]
m=1,2,3,4

Le mélange des alcools silylés (17 a 20), de phtalimidate de potassium, de DMF
anhydre et de quelques milligrammes d’éther couronne (18-C-6) est mis a agiter au
reflux a 120°C et sous N pendant 24 heures. Le mélange est alors filtré et le DMF est
évaporé sous pression réduite. Le mélange résiduel est alors noyé dans I'eau et extrait
au dichlorométhane. La phase organique est lavée avec de I'eau, isolée et séchée sur
MgSOQO,, le solvant est évaporé sous pression réduite, puis le résidu est purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice avec un mélange d’hexane / acétate
d’éthyle 60/40.
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25 : 3-(Phtalimidométhyldiméthylsilanyl)propan-1-ol (m=1)

C14H1oNO3Si MM = 277,4 g.mol

Phtalimide de potassium : 2,22g (12 mmoles) ;
3-(Chlorométhyldiméthylsilanyl)propan-1-ol (17) : 2g (12 mmoles).
1,269 (37%) de composé 25 est recueilli.

RMN "H (CDCIl3) 8 ppm : 0,05 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,55-0,63 (m, 2H,
SiCHy) ; 1,50-1,65 (m, 2H, SiCH,CH>) ; 1,94 (large s, 1H, OH) ; 3,16 (s, 2H, CH2N) ;
3,56 (t, 2H J=6,5Hz, CH,OH) ; 7,61-7,78 (m, 5H, Pht.).

RMN *C (CDCl3) & ppm : -3,7 ((CH3)2Si) ; 10,37 (SiCH,) ; 26,7
(SiCH,CHj>) ; 28,0 (CH2N) ; 65,3 (CH20) ; 122,9 (CH Pht.) ; 132,2 (Pht. Cquat.) ; 133,6
(CH Pht.) ; 168,5 (C=0).

IR cm™ : 3366 (OH) ; 1756 (C=0) ; 1694 (C=C) ; 1254 (CH3Si);
842 (Si-C).

26 : 4-(Phtalimidométhyldiméthylsilanyl)butan-1-ol (m=2)

C15H21NO;Si MM = 291,4 g.mol”

Phtalimide de potassium : 3g (16,2 mmoles) ;
4-(Chlorométhyldiméthylsilanyl)butan-1-ol (18) : 3g (16 mmoles).
3,539 (75%) de composé 26 sont recueillis.

RMN "H (CDCl3) 8 ppm : 0,07 (s, 6H, (CHs),Si) ; 0,57-0,65 (m, 2H,
SiCH,) ; 1,34-1,65 (m, 4H, SICH,CH,CH>) ; 3,18 (s, 2H, CH2N) ; 3,56 (t, 2H J=6,5Hz,
CH,OH) ; 7,63-7,80 (m, 5H, Pht.).

RMN *3C (CDCls) & ppm : -3,7 ((CHs),Si) ; 14,2 (SiCH,) ; 19,5
(SiCH2CH>), 27.9 (Si(CH2).CHx) ; 36,2 (CH2N) ; 62,3 (CH.0) ; 122,8 (CH Pht.) ; 132,7
(Pht. Cquat.) ; 133,6 (CH Pht.) ; 168,5 (C=0).

IR cm™ : 3356 (OH) ; 1750 (C=0) ; 1690 (C=C) ; 1252 (CHsSi) ;
842 (Si-C).

27 : 5-(Phtalimidométhyldiméthylsilanyl)pentan-1-ol (m=3)

C16H23NO;Si MM = 305,4 g.mol”

Phtalimide de potassium : 2,27g (12,2 mmoles) ;
5-(Chlorométhyldiméthylsilanyl)pentan-1-ol (19) : 2,4g (12,2 mmoles).
2,859 (76%) de composé 27 sont recueillis.
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RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,07 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,57-0,65 (m, 2H,
SiCH>) ; 1,29-1,37 (m, 4H, SiCH,CH.CH,) ; 1,52 (m, 2H, Si(CH2)sCH>) ; 3,18 (s, 2H,
CH:N) ; 3,58 (t, 2H J=6,4Hz, CH,OH) ; 7,59-7,83 (m, 5H, Pht.).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -3,59 ((CHa)2Si) ; 14,66 (SiCH>) ; 23,27
(SiCH,CH?>) ; 28,06 (Si(CH2)2CHz) ; 29,46 (Si(CH2)3CH>) ; 32,2 (CH2N) ; 62,75 (CH20) ;
122,88 (CH Pht.) ; 132,17 (Pht. quat. C) ; 133,64 (CH Pht.) ; 168,50 (C=0).

IR cm™ : 3356 (OH) ; 1756 (C=0) ; 1690 (C=C) ; 1252 (CH3Si) ;
842 (Si-C).

28 : 6-(Phtalimidométhyldiméthylsilanyl)hexan-1-ol (m=4)

C17H25NO;Si MM = 319,4 g.mol”

Phtalimide de potassium : 2,4g (13 mmoles) ;
6-(Chlorométhyldiméthylsilanyl)hexan-1-ol (20) : 2,5g (12 mmoles).
2,949 (76%) de composeé 28 sont recueillis.

RMN "H (CDCl;) § ppm : 0,07 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,57-0,65 (m, 2H,
SiCH>) ; 1,30-1,41 (m, 6H, SiCHo(CH,)s) ; 1,52 (m, 2H, Si(CH2)sCHa) ; 3,14 (s, 2H,
CH.N) ; 3,57 (t, J=6,5Hz, 2H, CH,OH) ; 7,68-7,80 (m, 4H, Pht.).

RMN "3C (CDCls) & ppm : -3,7 (CH3),Si) ; 14,4 (SiCH,) ; 23,7
(SICH2CH?>) ; 27,8 (CH2N) ; 28,6 (Si(CH2).CHy) ; 32,4 (Si(CH2)sCH2) ; 33,5
(Si(CH2)4CH>) ; 62,7 (CH20) ; 122,6 (CH Pht.) ; 132,7 (Pht. Cquat.) ; 131,6 (CH Pht.) ;
168,5 (C=0).

IR cm™ : 3356 (OH) ; 1756 (C=0) ; 1690 (C=C) ; 1252 (CHsSi) ;
842 (Si-C).
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Des cristaux du composé 28 ont pu étre isolés et étudiés par cristallographie Figure 70.
Le cristal étudié nous a permis d’accéder a 'ensemble des paramétres cristallins qui
sont présentés dans le Tableau 16. Ce dernier contient de méme les modes
d’enregistrement et de traitement des données. Les coordonnées atomiques sont
détaillées dans le Tableau 17, alors que les longueurs et les angles de liaison sont

regroupés dans le Tableau 18.

.-"._r' 120
& .-\..'\-'\T\JI
7 NG

Figure 70 :  Représentation cristallographique du 6-(Phtalimidométhyldiméthylsilanyl)hexan-1-ol
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Code d'identification
Formule

Masse Molaire
Température
Longueur Liaison
Systéme cristallin
Paramétres de maille
(Cuko)

Volume

Densité

Coefticient d'absorption

F (000)

Taille du cristal

0

hkl

Réflexions collectées / unique
Transmission max. et min.
Affinement

Facteur de reliabilité

Extinction coefficient
Ap max. ; Ap min.

Tableau 15 :

28
C17 H25N 03 Si
319.47

296(2) K

1.54178 A

triclinic, P! )
a=7.807(8) A
b=10.145 (4) A
c=11.886 (4) A
o=93.53° (3)
B=105.84° (4)

7= 89.77° (5)

903.8 (10) A*

2, 1.174 Mg/m®

1.239 mm !

344

0.50 x 0.35 x 0.30 mm
3.87°; 64.91°

-9<-h<8,-11<k<I1,0<1<13
]

3033 /3033 [R(int) = 0.0000
0.7075; 0.5762

Moindres carrés
R1=0.0657, wR2 = 0.1902
R1=0.0719, wR2 = 0.1980
0.030 (4)

0.504 ;-0.370 e. A

Données expérimentales de la structure cristalline du

6-(Phtalimidométhyldiméthylsilanyl)hexan-1-ol
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X y z U(eq)
C(1) 11716 (3) 1225 (2) 1168 (2) 52 (1)
CQ) 10567 (3) 478 (2) 1578 (2) 51 (1)
C@3) 10968 (4) 792 (3) 1898 (3) 65 (1)
0 (4) 12579 (4) -1290 (3) 1787 (3) 73 (1)
C5) 13729 (4) -536 (3) 1382 (3) 71 (1)
C (6) 13313 (4) 735 (3) 1068 (3) 65 (1)
C(7) 10896 (4) 2528 (3) 900 (2) 58 (1)
N (8) 9275 (3) 2496 (2) 1176 (2) 55 (1)
C(9) 8981 (3) 1288 (3) 1569 (2) 56 (1)
0 (10) 11455 (3) 3460 (2) 509 (2) 87 (1)
0 (11) 7646 (3) 987 (2) 1840 (2) 82 (1)
C(12) 7974 (4) 3561 (3) 960 (2) 64 (1)
Si (13) 8157 (1) 4846 (1) 2208 (1) 67 (1)
C (14) 7795 (5) 4098 (3) 3512 (3) 80 (1)
C (15) 5960 (5) 3544 (4) 3383 (3) 87 (1)
C (16) 5711 (6) 2952 (4) 4464 (3) 98 (1)
C(17) 3940 (6) 2329 (5) 4322 (3) 102 (1)
C (18) 3666 (8) 1771 (6) 5401 (4) 140 (2)
C(19) 1862 (12) 1189 (8) 5256 (6) 209 (4)
0 (20) 1679 (12) 777 (17) 6217 (9) 367 (6)
C (1) 6423 (6) 6075 (4) 1627 (3) 97 (1)
C (22) 10419 (5) 5604 (4) 2584 (4) 92 (1)

Tableau 16 :

Coordonnées (en fraction de maille) et facteurs isotropes d'agitation thermique du
6-(Phtalimidométhyldiméthylsilanyl)hexan-1-ol
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Tableau 17 :

c-
c-
c-
c®-
c®-
C@3)-
CM)-
C@o)-
c-
c-
N(®)-
N(®)-
C)-
C((12)

Si (13) -
Si (13) -
Si (13) -
C (14) -
C (15)-
C (16) -
C(17)-
C (18)-

C(6)
c®
O
6
C)
CM)
Co)
C(®
C (10)
N (8)
C)
C(12)
0O (11)

- Si (13)

C (14)
c 1)
C(22)
C (15)
C (16)
c(17)
C(18)
C(19)

C(19)- 0 (20)

C(6)-
C(6)-
c®-
C@3)-
C@3)-
c-
c®-
C@o)-
C(6)-
c-

c-
c)-
c)-
CcQ®)-
CcQ®)-
c®)-
c®-
CH-
C®-
C(©)-

C®
)
c
cm
cO
cO
CM)
CE)
C®)
Co)

0(10)-C (7)-N (8)
0(10)-C (7)-C (1)
N@®)-C(7)-C(1)

C (9)-N(@8)-C(7)
C(9)-N(@8)-C(12)
C(7)-N(8)-C(12)

0 (11)-C(9)-N(8)
0(11)-C(9)-C (2)
N@®)-C(9)-C(2)

N (8)-C (12) - Si (13)
-Si(13)-C (21)
-Si(13)- C (22)
-Si(13)-C (22)
-Si(13)- C (12)
-Si (13)- C (12)

C (14)
C (14)
C (1)
C(14)
C (1)

1.372 (4)
1.380 (4)
1.481 (4)
1.377 (4)
1.482 (4)
1.390 (4)
1.382 (5)
1.377 (4)
1.212 (3)
1.393 (4)
1.379 (3)
1.466 (3)
1.217 (3)
1.889 (3)
1.855 (3)
1.857 (3)
1.856 (4)
1.506 (5)
1.511 (5)
1.485 (6)
1.500 (6)
1.492 (8)
1.283 (8)
121.4 (3)
130.6 (2)
108.0 (2)
121.5 (2)
130.8 (2)
107.7 (2)
117.0 3)
121.3 (3)
121.1 (3)
117.7 3)
124.7 (3)
129.1 (3)
106.2 (2)
1113 (2)
124.5 (2)
124.0 (2)
124.7 (2)
128.5 (3)
106.7 (2)
116.17 (18)
111.52 (17)
109.70 (18)
111.1 2)
111.18 (15)
105.18 (15)

Longueurs (9) et angles (0) de liaisons du 6-(Phtalimidométhyldiméthylsilanyl)hexan-1-ol
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Composés de 29 a 32

Méthode générale de synthese :

Ho™ \6/)m/>8i< “SNH,

m=1,2234

Au composé silylé (25 a 28) obtenu précédemment, est ajouté de I'hydrazine dans
I'éthanol absolu. La solution est agitée pendant 24 heures au reflux sous azote. Apres
filtration de la solution et évaporation du solvant le résidu est lavé avec du
dichlorométhane et de nouveau filtré sur verre fritté de porosité 3. Le produit obtenu est

utilisé dans la réaction suivante sans plus de purification.

29 : 3-(Aminométhyldiméthylsilanyl)propan-1-ol (m=1)

CeH17NOSI MM = 147,3 g.mol

Hydrazine : 0,8ml (25 mmoles) ;
3-(Phthalimidométhyldiméthylsilanyl)propan-1-ol (25) : 1,72g (6,2 mmoles).
0,689 (75%) de composé 29 est recueilli.

RMN "H (CDCl3) 8 ppm : 0,05 (s, 6H, (CH5),Si) ; 0,55-0,63 (m, 2H,
SiCH,) ; 1,50-1,65 (m, 2H, SICH,CHy) ; 2,19 (s, 2H, CH2N) ; 2,60 (large s, 3H, OH,
NHy) ; 3,56 (t, 2H J=6,2Hz, CH,OH).

RMN "3C (CDCls) & ppm : -3,7 ((CH3),Si) ; 9,5 (SiCH>) ; 26,8
(SICH2CHy) ; 30,3 (CH2N) ; 64,7 (CH20).

IR cm™ : 3356 (OH) ; 1756 (C=0) ; 1690 (C=C) ; 1252 (CH3Si) ;
842 (Si-C).
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30 : 4-(Aminométhyldiméthylsilanyl)butan-1-ol (m=2)

C;H1sNOSi MM = 161,3 g.mol

Hydrazine : 1,3ml (27,4 mmoles);
4-(Phthalimidométhyldiméthylsilanyl)butan-1-ol (26) : 2g (6,8 mmoles).
1,059 (94%) de composé 30 est recueilli.

RMN 'H (CDCIs) 8 ppm : 0,07 (s, 6H, (CHs)2Si) ; 0,51-0,59 (m, 2H,
SiCHy) ; 1,27-1,33 (m, 2H, Si(CH3).CH>) ; 1,43-1,53 (m, 2H, SiCH,CH>) ; 2,16 (s, 2H,
CH2N) ; 3,12 (large s, 3H, OH, NHy) ; 3,56 (t, 2H J=6,4 Hz, CH,OH).

RMN "3C (CDCls) 5 ppm : -3,9 ((CHa)Si) ; 13,8 (SiCH,) : 23,4
(SICH2CH>) ; 29.6 (Si(CH2)2CH>) ; 36,4 (CH2NH) ; 61,5 (CH20).

IR cm™ : 3346 (OH) ; 1750 (C=0) ; 1697 (C=C) ; 1252 (CH3Si) ;
848 (Si-C).

31 : 5-(Aminométhyldiméthylsilanyl)pentan-1-ol (m=3)

CgH21NOSi MM = 175,3 g.mol

Hydrazine : 1,0ml (20 mmoles) ;
5-(Phthalimidométhyldiméthylsilanyl)pentan-1-ol (27) : 1,55g (56 mmoles).
0,89 (91%) de composé 31 est recueilli.

RMN "H (CDCl;) § ppm : 0,07 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,57-0,65 (m, 2H,
SiCH,) ; 1,29-1,37 (m, 4H, SiCH,CH-CH,) ; 1,52 (m, 2H, Si(CH.)sCHy) ; 2,60 (large s,
3H, OH, NH>) ; 3,15 (s, 2H, CHzN) ; 3,58 (t, 2H J=6,4Hz, CH,OH).

RMN "3C (CDCl3) & ppm : -3,6 ((CH3),Si) ; 14,7 (SiCHy) ; 23, 7
(SICH2CHy) ; 28,1 (Si(CH2)2CH>) ; 29,46 (Si(CH2)sCH>) ; 32,2 (CH2N) ; 62,75 (CH20).

IR cm™ : 3350 (OH) ; 1750 (C=0) ; 1698 (C=C) ; 1259 (CH3Si) ;
838 (Si-C).

32 : 6-(Aminométhyldiméthylsilanyl)hexan-1-ol (m=4)

CoH23NOSi MM = 189,3 g.mol™

Hydrazine : 1,6ml (34 mmoles) ;
6-(Phthalimidomeéthyldiméthylsilanyl)hexan-1-ol (28) : 2,73g (8,5 mmoles).
1,489 (91%) de composé 32 est recueilli.
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RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,07 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,57-0,65 (m, 2H,
SiCH>) ; 1,28-1,35 (m, 6H, SiCH2(CH,)s) ; 1,45-1,52 (m, 2H, Si(CH,)4CH>) ; 2,14 (s, 2H,
CH:N) ; 2,60 (large s, 3H, OH, NH) ; 3,54 (t, 2H J=6,5Hz, CH,OH).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -3,7 ((CH3)2Si) ; 13,6 (SiCH>) ; 25,3
(SICH,CH?>) ; 29,9 (CH2N) ; 28,4 (Si(CH2)>CH?>) ; 32,8 (Si(CH2)3sCH>) ; 33,5
(Si(CH2)4CHy) ; 62,1 (CH20H).

IR cm™ : 3356 (OH) ; 1756 (C=0) ; 1690 (C=C) ; 1252 (CH3Si) ;
842 (Si-C).

Composés de 33 a 36

Méthode générale de synthése :

(@)
HO/\M/\S'/\N/%
s bl

m=1,23,4

A une solution d'un des (aminométhyldiméthylsilanyl) alcools (29 a 32) et de
triéthylamine dans le dichlorométhane ou le chloroforme, nous ajoutons du (BOC),0O
sous atmospheére inerte. Aprés 24 heures d’agitation a température ambiante la solution
est lavée avec une solution aqueuse acide (NaHSO4, 3x30 ml, pH=3), puis a I'eau
distillée. La phase organique est alors isolée et séchée sur MgSOQOy, filtrée et le solvant
est évaporé. Le produit est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice

avec comme éluant un mélange dichlorométhane / méthanol, 95/5.

33 : 3-(tertiobutylamidométhyldiméthylsilanyl)propan-1-ol (m=1)

C11H25NO;Si MM = 247,4 g.mol

(BOC)20 : 0,87g (4 mmoles) ;

Triéthylamine : 0,4g (4 mmoles) ;
3-(Aminomeéthyldiméthylsilanyl)propan-1-ol (29) : 0,6g (4 mmoles).
0,59 (50%) de composé 33 est recueilli.

RMN "H (CDCls) & ppm : 0,03 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,53-0,61 (m, 2H,
SiCH.) ; 1,41 (s, 9H, C(CHs)s) ; 1,52-1,63 (m, 2H, SiCH.CH>) ; 2,60 (s, 2H J=5,7Hz,
CH:N) ; 3,56 (t, 2H J=6,2Hz, CH,OH).
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RMN '3C (CDCls) & ppm : -4,5 ((CHa),Si) ; 9,6 (SiCH>) ; 26,1
(SICH2CH>) ; 28,4 (C(CHs3)3) ; 30,30 (CH2N) ; 65,2 (CH20) ; 79,1 (C(CHs)s) ; 156,9
(C=0).

IR cm™ : 3344 (OH) ; 1760 (C=0) ; 1685 (C=C) ; 1245 (CH3Si) ;
839 (Si-C).

34 : 4-(tertiobutylamidométhyldiméthylisilanyl)butan-1-ol (m=2)

C12H27NO;Si MM = 261,4 g.mol

(BOC),0 : 1,35¢g (6,2 mmoles) ;

Triéthylamine : 0,62g (6,2 mmoles) ;
4-(Aminométhyldiméthylsilanyl)butan-1-ol (30) : 1g (6,2 mmoles).
0,749 (45%) de composé 34 est recueilli.

RMN "H (CDCls) & ppm : 0,03 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,53-0,61 (m, 2H,
SiCH.) ; 1,41 (s, 9H, C(CHs)s) ; 1,46-1,63 (m, 4H, SiCH2(CHo),) ; 2,60 (d, 2H J=5,7Hz,
CH:N) ; 3,56 (t, 2H J=6,2Hz, CH,OH).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -4,5 ((CH3)2Si) ; 9,6 (SiCH>) ; 26,1
(SICH2CHy) ; 28,4 (C(CHs)s) ; 29,2 (Si(CH2)2.CH,) ; 36,30 (CH2N) ; 62,2 (CH20) ; 79,1
(C(CHas)s) ; 158,9 (C=0).

IR cm™ : 3365 (OH) ; 1754 (C=0) ; 1683 (C=C) ; 1244 (CH3Si) ;
848 (Si-C).

35 : 5-(tertiobutylamidométhyldiméthylsilanyl)pentan-1-ol (m=3)

C13H2NO;Si MM = 275,4 g.mol”

(BOC),0 : 1g (4,6 mmoles) ;

Triéthylamine : 0,46g (4,6 mmoles) ;
5-(Aminométhyldiméthylsilanyl)pentan-1-ol (31) : 0,8g (4,6 mmoles).
0,99 (75%) de composé 35 est recueilli.

RMN "H (CDCl3) 8 ppm : 0,03 (s, 6H, (CH5).Si) ; 0,54-0,63 (m, 2H,
SiCH,) ; 1,29-1,38 (m, 4H, SICH,CH,CH,) ; 1,43 (s, 9H, C(CHs)3) ; 1,46-1,65 (m, 2H,
Si(CH2)sCHa) ; 2,66 (d, 2H J=5,7Hz, CH.N) ; 3,63 (t, 2H J=6,2Hz, CH,OH).

RMN "3C (CDCls) 5 ppm : -4,5 ( (CHa):Si) : 9,6 (SICH,) ; 26,1
(SiCH2CHz) ; 28,4 (C(CHz3)3) ; 29,2 (Si(CH2)2CHz) ; 32.3 (Si(CH2)3CHy) ; 36,3 (CH2N) ;
62,7 (CH20) ; 79,1 (C(CHj3)3) ; 157,7 (C=0).

IR cm™ : 3350 (OH) ; 1750 (C=0) ; 1697 (C=C) ; 1258 (CH5Si) ;
841 (Si-C).

36 : 6-(tertiobutylamidométhyldiméthylsilanyl)hexan-1-ol (m=4)
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C14H3/NO;Si MM = 289,4 g.mol”

(BOC)20 : 3,99 (18 mmoles) ;

Triéthylamine : 1,82g (18 mmoles) ;
6-(Aminométhyldiméthylsilanyl)hexan-1-ol (32) : 3,5g (18 mmoles).
4,169 (79%) de composé 36 sont récupérés.

RMN "H (CDCl3) 5 ppm : 0,03 (s, 6H, (CH3)2Si) ; 0,53-0,61 (m, 2H,
SiCH,) ; 1,27-1,37 (m, 6H, SICH,CH2CH,CHo) ; 1,41 (s, 9H, C(CHa)s) ; 1,46-1,61 (m,
2H, Si(CH,)4CH,) ; 2,58 (d, 2H J=5,7Hz, CHoN) ; 3,6 (t, 2H J=6,2Hz, CH,OH).

RMN "3C (CDCls) 5 ppm : -4,5 ( (CHa)Si) : 9,6 (SICH,) ; 26,1
(SiCH2CH>) ; 28,4 (C(CHs)s) ; 29,2 (Si(CH2).CH>) ; 32,5 (Si(CH2)sCH2) ; 33,1
(Si(CH2)4CH?>) ; 36,3 (CH2N) ; 62,7 (CH20) ; 78,9 (C(CHj3)3) ; 159,7 (C=0).

IRcm™ : 335_(OH) ; 1756 (C=0) ; 1694 (C=C) ; 1252 (CHsSi) ;
842 (Si-C).

: Acétate de 2-(chlorométhyldiméthyisillyl) prop-2-éne
: (E) Acétate de 3-(chlorométhyldiméthylsillyl) prop-2-éne

8163

/ /
38 3

OAc
ACO\)LSi/\m k/\Si/\cl
AN N
9

CgH15CI10,Si MM = 206.7 gmol”

A une solution de 5g (0,05 mole) d'acétate de propargyle dans 10 ml de THF et 0,25 ml

de H,PtClg, ajoutés 5,75g (0,05 mole) du composé 3. La solution est chauffée a 60°C

pendant 15 heures. La solution est noyée dans I'eau puis extraite au dicholorométhane,

la phase organique est récupérée, séchée et les solvants sont évaporés sous pression

réduite. Le brut de réaction est distillé a 0,9 mmHg. Les composés 38 et 39 distillent a

65°C. 7,099 (70%) du mélange des composés 38 et 39 sont récupérés.

38
RMN "H (CDCls) & ppm : 0,25 (s, 6H, (CH3),Si) ; 2,07 (s, 3H, CHs) ;

2,85 (s, 2H, CH.CI) ; 4,7 (s, 2H, CH0Ac) ; 5,46 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ; 5,85 (d, 1H

J%M=1 2Hz, CH,=).
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RMN "3C (CDCls) & ppm : -4,80 ((CH3),Si) ; 20,83 (CH3CO) ; 29,5
(CH.CI) ; 66,30 (CH20AC) ; 125,5 (CH.=) ; 148,1 (CH,=C) ;170,9 (C=0).

39

RMN "H (CDCls) & ppm : 0,20 (s, 6H, (CH3)2Si) ; 2,08 (s, 3H, CHs) ;
2,79 (s, 2H, CH.CI) ; 4,6 (d, 2H J=4,6Hz, CH,OAc) ; 6,12 (d, 1H J=19,1Hz, =CHSI) ;
6,22 (dt, 1H J=19,1Hz et J=4,6Hz, =CH-CH.,).

RMN "3C (CDCls) & ppm : -4,80 ((CH3)-Si) ; 20,83 (CHsCO) ; 30,2
(CH.CI) ; 65 (CH,0Ac) ; 124,5 (=CHCH,) ; 147,6 (=CHSi) ;171,3 (C=0).

40 : Acétate de 2-(chlorobutyldiméthylsillyl) prop-2-éne
41 : (E) Acétate de 3-(chlorobutyldiméthylsillyl) prop-2-éne

OAc
ACO\)LSi/\/\/CI K/\Si/\/\/m

7\ 7\
40 5|
C11H21CIO,Si MM = 248,8 gmol”

A une solution de 4,45g (0,046 mole) d'acétate de propargyle dans 10 ml de THF et
0,3 ml de H,PtClg, est ajouté 7g (0,046 mole) du composé 4. La solution est chauffée a
60°C pendant 15 heures. La solution est noyée dans l'eau, la phase organique est alors

extraite au dicholorométhane et séchée sur MgSO,. Les solvants sont évaporés sous
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pression réduite et le brut de réaction est distillé a 0,9 mmHg. Les composés 40 et 41

distillent a 115°C. 10,49 (90%) du mélange des composés 40 et 41 sont récupéres.

40

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,05 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,5 (m, 2H, CH,Si)
11,38 (M, 2H, SiCH,CHa) ; 1,70 (m, 2H, CHCH,CI) ; 2.07 (s, 3H, CHsCO) ; 3,5 (t, 2H
J=6,3Hz, CH,Cl) ; 3,95 (t, 2H J=7,5Hz, CH,OAc) ; 5,49 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ; 5,9
(d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=).

RMN "3C (CDCl3) & ppm : -4,80 ((CH3),Si) ; 10,1 (SiCH,) ; 20,8
(CH5CO) ; 21,0 (SiCH»CH>) ; 35,5 (SiCH,CH,CH)) ; 44,6 (CH,Cl) ; 66,3 (CH,OAC) ;
125,5 (CH,=) ; 148,1 (CH,=C) ; 170,9 (C=0).

H“

RMN "H (CDCl5) & ppm : 0,03 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,52 (m, 2H, CH,Si)
11,4 (m, 2H, SiCH,CH,) ; 1,72 (m, 2H, CH.CH,CI) ; 2,14 (s, 3H, CH5CO) ; 3,55 (t, 2H
J=6,3Hz, CH,Cl) ; 4,69 (d, 2H J=4,6Hz, CH,OAc) ; 6,1 (d, 1H J=19,1Hz, =CHSI) ; 6,2
(dt, 1H J=19,1Hz et J=4,6Hz, =CH-CH,).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -4,8 ((CHs)2Si) ; 10,1 (SiCH,) ; 20,8 (CHsCO)
; 21,0 (SICH,CHy) ; 35,7 (SiCH.CH,CHy) ; 44,6 (CH.CI) ; 65 (CH20Ac) ; 124,5
(=CHCH,) ; 147,6 (=CHSI) ; 171,3 (C=0).

Composés 42 a 45

Méthode générale de synthese :

OH
R\Si on R /\)

R = CH,CI 42 et43
R=(CH,),Cl 44 eta5

A une solution d’éthanoate de (chlorométhyldiméthylsilanyl)alkényle ou d’éthanoate de
(chlorobutyldiméthylsilanyl)alkényle dans 200 ml de méthanol, de I'APTS déshydraté
est ajouté. La solution est agitée sous azote, a température ambiante. Aprés 24 heures
de réaction le solvant est évaporé sous pression réduite, le résidu est noyé dans l'eau
extrait puis lavé au dicholorométhane. La phase organique est alors séchée (MgSOy) et

le produit est récupéré ; les composés sont utilisés par la suite sans autre purification.
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42 : 2-(Chlorométhyldiméthylsilyl) prop-2-éne-1-ol (R=CH.CI)

CeH1:CIOSi MM = 164.7 gmol”

Acétate de 2-(chlorométhyldiméthylsillyl) prop-2-éne (38) : 10,7g (55 mmoles) ;
APTS : 1g (6 mmoles).
89 (90%) de composé 42 sont récupéreés.

RMN "H (CDCls) & ppm : 0,20 (s, 6H, (CH3),Si) ; 2,82 (s, 2H, CH,Cl) ;
4,21 (s, 2H; CH,OH) ; 5,48 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ; 5,82 (d, 1H J%™=12Hz, CH,=).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -4,92 ((CH3)2Si) ; 29,54 (CH.CI) ; 66,30
(CH,0H) ; 125,53 (CH,=) ; 148,09 (C=CHy).

43 : (E) 3-(Chlorométhyldiméthylsilyl) prop-2-éne-1-ol (R=CH,CI)

CeH13CIOSi MM = 164,7 gmol”

(E) Acétate de 3-(chlorométhyldiméthylsillyl) prop-2-éne (39) 8g (39 mmoles) ;
APTS : 0,75g (4,3 mmoles).
5,759 (90%) de composé 43 sont récupéres.

RMN "H (CDCls) & ppm : 0,20 (s, 6H, (CH3),Si) ; 2,80 (s, 2H, CHxCl) ;
4,20 (d, 2H J=4,6Hz, CH.OH) ; 5,95 (d, 1H J=19,1Hz, =CHSi) ; 6,24 (dt, 1H J=19,1Hz et
J=4,6Hz, =CH-CH,).

RMN *3C (CDCls) & ppm : -4,96 ((CHs),Si) ; 30,26 (CH.CI) ; 64,95
(CH,OH) ; 124,46 (=CH-CH,) ; 147,67 (=CH-Si).

44 : 2-(Chlorobutyldiméthylsilyl) prop-2-ene-1-ol (R=C4H;sCl)

CoH1sCIOSi MM = 206,7 gmol”

Acétate de 2-(chlorobutyldiméthylsillyl) prop-2-éne (40) 10,7g (55 mmoles) ;
APTS : 1g (6 mmoles).
89 (90%) de composé 44 sont récupeéreés.

RMN "H (CDCl3) 8 ppm : 0,05 (s, 6H, (CH3)2Si) ; 0,5 (m, 2H, CH,Si) ;
1,38 (m, 2H, SiCH.CH,) ; 1,70 (m, 2H, CH-CH.CI) ; 3,5 (t, 2H J=6,3Hz, CH.CI) ; 4.21 (s,
2H, CH,OH) ; 5,52 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ; 5,89 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH.=).

RMN '3C (CDCls) & ppm : -4,80 ((CH3)-Si) ; 10,1 (SiCH) ; 21,0

(SICH,CHy) ; 35,5 (CH2CH,CI) ; 44,6 (CH,Cl) ; 62,30 (CH,OH) ; 125,5 (CH,=) ; 1481
(CH,=C).
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45 : (E) 3-(Chlorobutyldiméthylsilyl) prop-2-éne-1-ol (R=C4HsClI)

CoH19CIOSi MM = 206,7 gmol”

(E) Acétate de 3-(chlorobutyldiméthylsillyl) prop-2-éne (41) : 8g (39 mmoles) ;
APTS : 0,75g (4,3 mmoles).
5,759 (90%) de composé 45 sont recueillis.

RMN "H (CDCls, 5 ppm : 0,05 (s, 6H, (CHs)2Si) ; 0,5 (m, 2H, CH,Si) ;
1,38 (M, 2H, SICH.CH,) ; 1,70 (m, 2H, CH.CH,CI) ; 3,5 (t, 2H J=6,3Hz, CH,Cl) ; 4.6 (d,
2H J=4,6Hz, CH,OH) ; 5,99 (d, 1H J=19,1Hz, =CHSIi) ; 6,21 (dt, 1H J=19,1Hz et
J=4,6Hz, =CH-CH,).

RMN "3C (CDCls) & ppm : -4,80 (CHs).Si) ; 10,1 (SiCH,) ; 21,0
(SICH,CHy) ; 35,5 (CH2CH.CI) ; 44,6 (CHCl) ; 61,8 (CH,0H) ; 124,5 (=CHCH,) ; 147,6
(=CHSi).

Composés de 46 a 53

Méthode générale de synthese :

HO OH

L’acide L-ascorbique est introduit dans un réacteur a double enveloppe avec la
triphenylphosphine (PPhs) et le tétrahydrofurane anhydre. Aprés avoir amené la
solution a —10°C a l'aide d'un systéme externe de refroidissement avec régulateur
thermique, I'azodicarboxylate de diéthyle (DEAD) est ajouté goutte a goutte. Puis nous

additionnons le silyl-alcool (22 a 33). La solution est agitée a température ambiante
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pendant 48 heures. Aprés avoir filtré la solution sur un fritté 3, le tétrahydrofurane est
évapore sous pression réduite et le résidu correspondant a 'alcool utilisé est purifié par
chromatographie sur colonne de silice en utilisant comme éluant un mélange d’acétate
d’éthyle/hexane (80/20).

46 : Ether 6-(3-(chlorométhyldiméthylsilanyl)propyle) de I’acide
ascorbique (m=1, R=CH,CI)

C12H21CI0¢Si MM = 324,8 g.mol”

Acide L-ascorbique : 2,10g (12 mmoles) ;

DEAD : 2,099 (12 mmoles) ;

Triphénylphosphine : 3,14g (12 mmoles) ;
3-(Chlorométhyldiméthylsilanyl)propan-1-ol (17) : 1,60g (9,6 mmoles).
0,609 (20%) de composé 46 est recueilli.

RMN "H (CDCl3) § ppm : 0,1 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,66 (m, 2H, SiCH,) ;
1,74 (m, 2H, SiCH.CH,) ; 2,78 (s, 2H, CH2CI) ; 3,78 (m, 2H, OCH>) ; 3,95 (m, 1H, Hs) ;
4,45 (m, 2H, He) ; 4,64 (d, 1H J=2Hz, Ha).

RMN "3C (CDCl3) & ppm : -4,7 ((CH3),Si) ; 9,11 (SiCH,) ; 23,9
(SICH2CHy) ; 29,9 (CH.CI) ; 63,4 (CH20) ; 70,0 (Cs) ; 74,4 (Ce) ; 76,6 (C4) ; 118,2 (C) ;
151,2 (C3) ; 172,0 (C4).

IR cm™ : 3356 (OH) ; 1756 (C=0) ; 1690 (C=C) ; 1252 (CH3Si) ;
842 (Si-C).

47: Ether 6-(4-(chlorométhyldiméthylsilanyl)butyle) de I’acide ascorbique
(m=2, R=CHCI)

C13H23CI0gSi MM =338,8 g.mol

Acide L-ascorbique : 2,28g (13 mmoles) ;
DEAD : 1,51g (13 mmoles) ;
Triphénylphosphine : 2,26g (13 mmoles) ;
4-(Chlorométhyldiméthylsilanyl)butan-1-ol (18) : 1,259 (6,9 mmoles).
0,759 (30%) de composé 47 est recueilli.
RMN "H (CDCIs) 8 ppm : 0,08 (s, 6H, (CHs)2Si) ; 0,64 (m, 2H, SiCH>) ;
1,42 (m, 2H, OCH,CHy>) ; 1,73 (m, 2H, SiCH,CH>) ; 2,75 (s, 2H, CH.CI) ; 3,77 (m, 2H,
OCHy) ; 3,95 (m, 1H, Hs) ; 4,48 (m, 2H, He) ; 4,68 (d, 1H J=2Hz, Ha).
RMN *3C (CDCls) & ppm : -4,6 ((CH3),Si) ; 13,3 (SiCH,) ; 19,6

(SiCH2CHy) ; 30,2 (CHCI) ; 35,9 (OCH2CH?>) ; 63,4 (OCH>) ; 70,0 (Cs) ; 71,7 (Ce) ; 76,6
(C4); 118,8 (C2) ; 141,2 (C3) ; 171,3 (Co).
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IR cm™ : 3360(0OH) ; 1756 (C=0) ; 1693 (C=C) ; 1249 (CH3Si) ;
839 (Si-C).

48 : Ether 6-(5-(chlorométhyldiméthylsilanyl)pentyle) de I’acide ascorbique
(m=3, R=CHCI)

C14H25CI06Si MM=352,9 g.mol”

Acide L-ascorbique : 1,70g (9,6 mmoles) ;

DEAD : 1,689 (9,6 mmoles) ;

Triphénylphosphine : 2,529 (9,6 mmoles) ;
5-(Chlorométhyldiméthylsilanyl)pentan-1-ol (19) : 1,50g (7,8 mmoles).
0,709 (28%) de composé 48 est recueilli.

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,09 (s, 6H, (CHs),Si) ; 0,62 (m, 2H, SiCH,) ;
1,34 (m, 4H, SiCH,CH.CH>) ; 1,69 (m, 2H, CH,CH,0) ; 2,75 (s, 2H, CH,CI) ; 3,73 (m,
2H, OCH>) ; 3,99 (m, 1H, Hs) ; 4,44 (m, 2H, He) ; 4,62 (d, 1H J=2Hz, H.).

RMN "3C (CDCls) & ppm : -4,6 ((CH3),Si) ; 13,6 (SiCHy) ; 23,5
(SICH2CHy) ; 25,1 (Si(CH2)2CH>) ; 29,2 (CH.CI) ; 30,3 (Si(CH2)sCH>) ; 63,4 (CH20) ;
70,0 (Cs) ; 72,2 (Ce) ; 76,3 (C4) ; 118,7 (C2) ; 147,9 (C3) ; 172,6 (Cy).

IR cm™ : 3351 (OH); 1746 (C=0) ; 1694 (C=C) ; 1251 (CH3Si) ;
837 (Si-C).

49 : Ether 6-(6-(chlorométhyldiméthylsilanyl)hexyle) de I’acide ascorbique
(m=4, R=CHCI)

C15H27CI106Si MM=366,9 g.mol™

Acide L-ascorbique : 0,84g (4,8 mmoles) ;

DEAD : 0,82g (4,8 mmoles) ;

Triphénylphosphine : 1,259 (4,8 mmoles) ;
6-(Chlorométhyldiméthylsilanyl)hexan-1-ol (20) : 0,80g (3,8 mmoles).
0,709 (28%) du composé 49 est recueilli.

RMN "H (CDCIs) 8 ppm : 0,08 (s, 6H, (CHs)2Si) ; 0,63 (m, 2H, SiCH>) ;
1,34 (m, 6H, SiCH,CH,CH.CHy) ; 1,69 (m, 2H, OCH,CH>) ; 2,75 (s, 2H, CH,CI) ; 3,77
(m, 2H, OCH>CHy) ; 3,94 (m, 1H, Hs) ; 4,44 (m, 2H, He) ; 4,63 (d, 1H J=2Hz, H,).

RMN *3C (CDCls) & ppm : -4,6 ((CH3),Si) ; 13,5 (SiCH,) ; 23,3
(SICH2CHz) ; 25,1 (Si(CH2)2CHy) ; 29,5 (Si(CH2)3CH>) ; 30,3 (CH2CI) ; 33,03 (OCH,CH>)
; 63,4 (OCH) ; 70,6 (Cs) ; 72,1 (Cs) ; 76,6 (C4) ; 118,81 (C2) ; 150,9 (C3) ; 170,0 (Cy).

IR cm™ : 3356 (OH) ; 1756 (C=0) ; 1690 (C=C) ; 1256 (CH3Si) ;
848 (Si-C).
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50 : Ether 6-(3-(chlorobutyldiméthylsilanyl)propyle) de I’acide ascorbique
(rn==1, Fz=(:4f*3(:”

C15H27CI106Si MM = 366,9 g.mol”

Acide L-ascorbique : 0,639 (3,57 mmoles) ;

DEAD : 1,04g (6 mmoles) ;

Triphénylphosphine : 3,14g (6 mmoles) ;
3-(Chlorobutyldiméthylsilanyl)propan-1-ol (21) : 1,60g (2,41 mmoles).
0,279 (30%) de composé 50 est recueilli.

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,1 (s, 6H, (CHs)2Si) ; 0,66 (m, 4H, CH,SiCH,)
: 1,38 (m, 2H, SiCH,CH>) ; 1,56 (m, 2H, CH.CH,0) : 1,70 (m, 2H, CH,CH.CI) ; 3,5 (t,
2H J=6,3Hz, CH,CI) ; 3,78 (m, 2H, OCH,) ; 3,95 (m, 1H, Hs) ; 4,45 (m, 2H, Hs) ; 4,64 (d,
1H J=2Hz, Ha).

RMN "C (CDCls) & ppm : -4,7 ((CH3)2Si) ; 9,1 (SiCH>) ; 14,2 (SiCHy) ;
23,8 (SICH,CH>) ; 25,5 (SiCH2CH>) ; 36,1 (CHCH,Cl) ; 44,6 (CH,Cl) ; 63,4 (CH,0) ;
70,4 (Cs) ; 74,4 (Cs) ; 76,6 (C4) ; 18,2 (C2) ; 161,2 (C3) ; 172,2 (C1).

IR cm™ : 3362 (OH) ; 1752 (C=0) ; 1694 (C=C) ; 1252 (CH3Si) ;
842 (Si-C).

51: Ether 6-(4-(chlorobutyldiméthylsilanyl)butyle) de I’acide ascorbique
(m=2, R=C4HsCI)

C16H20C10¢Si MM = 380,8 gmol”

Acide L-ascorbique : 0,959 (5,3 mmoles) ;

DEAD : 0,929 (5,3 mmoles) ;

Triphénylphosphine : 1,4g (5,3 mmoles) ;
3-(Chlorobutyldiméthylsilanyl)butan-1-ol (22) : 1g (4,2 mmoles).
0,359 (20%) de composé 51 est recueilli.

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,12 (s, 6H, (CHs),Si) ; 0,69 (m, 4H,
CH.SiCH,) ; 1,4 (m, 4H, Si(CH2CH2),) ; 1,62 (m, 2H, CH>CH,0) ; 1,72 (m, 2H,
CH,CH,CI) ; 3,52 (t, 2H J=6,3Hz, CH.CI) ; 3,8 (m, 2H, OCH,) ; 3,91 (m, 1H, Hs) ; 4,49
(m, 2H, He) ; 4,66 (d, 1TH J=2Hz, Hy).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -4,7 (CH3),Si) ; 9,2 (SiCH,) ; 14,2 (SiCH>) ;
23,9 (SiCH2CH>) ; 25,5 (SiCH2CH>) ; 35,5 (SICH2CH2CH.) ; 36,1 (CH2CH.CI) ; 44,7
(CHCI) ; 63,5 (CH20) ; 70,4 (Cs) ; 74,4 (Cs) ; 76,6 (C4) ; 118,2 (C2) ; 151,20 (C3) ; 172,2
(C1).

IR cm™ : 3359 (OH) ; 1750 (C=0) ; 1691 (C=C) ; 1248 (CH3Si) ;
846(Si-C).
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52 : Ether 6-(5-(chlorobutyldiméthylsilanyl)pentyle) de I’acide ascorbique
(m=3, R=C4H3C|)

C17H31CI0¢Si MM=394,83 g.mol”

Acide L-ascorbique : 0,92g (5,25 mmoles) ;

DEAD : 0,99 (5,25 mmoles) ;

Triphénylphosphine : 1,3g (5,25 mmoles) ;
3-(Chlorobutyldiméthylsilanyl)pentan-1-ol (23) : 1g (4,2 mmoles).
0,49 (25%) de composé 52 est recueilli.

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,08 (s, 6H, (CHs)Si) ; 0,7 (m, 4H, CH,SiCH,)
: 1,36 (m, 6H, Si(CH,CH»),CH>) : 1,52 (m, 2H, CH,CH,0) ; 1,69 (m, 2H, CH,CH,CI) ;
3,46 (t, 2H J=6,3Hz, CH,Cl) ; 3,81 (m, 2H, OCH,) ; 4,05 (m, 1H, Hs) : 4,41 (m, 2H, He) ;
4,61 (d, 1H J=2Hz, Ha).

RMN °C (CDCl3) 5 ppm : -4,7 ((CHa)Si) ; 9,1 (SiCH,) ; 14,2 (SiCH,) ;
23,8 (SICH,CHy) : 25,5 (SICHCHs) ; 32,4 (Si(CHa):CHs) : 35,5 (Si(CH,):CHa) : 36,1
(CH>CHCI) ; 44,6 (CH.CI) ; 63,4 (CH20) ; 70,4 (Cs) ; 74,4 (Cs) ; 76,6 (C4) ; 118,2 (C2) ;
151,2 (C3); 172,4 (Cy).

IR cm™ : 3356 (OH) ; 1756 (C=0) ; 1688 (C=C) ; 1247 (CH3Si) ;
842 (Si-C).

53 : Ether 6-(6-(chlorobutyldiméthylsilanyl)hexyle) de I’acide ascorbique
(m=4, R=C4H3C|)

C1H33CI06Si M = 408,83 g.mol

Acide L-ascorbique : 0,9g (5 mmoles) ;

DEAD : 0,87g (5 mmoles) ;

Triphénylphosphine : 1,3g (5 mmoles) ;
3-(Chlorobutyldiméthylsilanyl)hexan-1-ol (24) : 1g (4 mmoles).
0,329 (20%) de composé 53 est recueilli.

RMN "H (CDCls) & ppm : 0,12 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,71 (m, 4H,
CH,SICH,) ; 1,41 (m, 8H, Si(CH2CH.),CH,CHo) ; 1,62 (m, 2H, CH,CH,0) ; 1,70 (m, 2H,
CH,CH,CI) ; 3,52 (t, 2H J=6,3Hz, CH,Cl) ; 3,76 (m, 2H, OCH,); 3,96 (m, 1H, Hs); 4,42
(m, 2H, He); 4,68 (d, 1H J=2Hz, Ha).

RMN "3C (CDCls) & ppm : -4,7 (CHs),Si) ; 9,1 (SiCH>) ; 14,2 (SiCH>) ;
23,85 (SiCH2CH>) ; 25,5 (SiCH2CH>) ; 28,8 (Si(CH2)2CH>) ; 32,4 (Si(CH2)sCH>) ; 35,5
(Si(CH2)4CHy) ; 36,1 (CH2CHCI) ; 44,6 (CH2CI) ; 63,51 (CH20) ; 70,1 (Cs) ; 74,2 (Ce) ;
76,3 (C4) ; 118,2 (C2) ; 151,3 (C3) ; 172,4 (C).

IR cm™ : 3362 (OH) ; 1751 (C=0) ; 1686 (C=C) ; 1248 (CH3Si) ;
846 (Si-C).
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Composés 54 a 57

Méthode générale de synthese :

/ N\
OH
o R=CH,Cl 54et55
—0 R=(CH2)4C| ietéz
— CaHy t
» o Heo e ot oK

L’acide L-ascorbique est introduit dans un réacteur avec la triphenylphosphine (PPh;) et
le tétrahydrofurane sec. Aprés avoir amené la solution a —10°C a l'aide d'un systéme
externe de refroidissement avec régulateur thermique, I'azodicarboxylate de diéthyle
(DEAD) est ajouté goutte a goutte. Puis nous ajoutons le silyl-alcool (42 a 45).
La solution est agitée a cette température pendant 48 heures. Aprés avoir filtré la
solution sur un verre fritté de porosité 3, le tétrahydrofurane est évaporé sous pression
réduite et le résidu correspondant a I'alcool utilisé est purifié par chromatographie sur
colonne de gel de silice en utilisant comme éluant un mélange d'acétate
d’éthyle/hexane (80/20).

54 : Ether 6-(2-(chlorométhyldiméthylsillyl) prop-2-ényle) de I'acide ascorbique

C12H19CI06Si MM = 322,9 g.mol”

Acide L-ascorbique : 1,60g (6,1 mmoles);
DEAD : 1,559 (9,1 mmoles);
Triphénylphosphine : 2,35g (9,1 mmoles);
2-(chlorométhyldiméthylsilyl)prop-2-éne-1-ol (42) : 1g (6,1 mmoles).
0,509 (26%) de composé 54 est recueilli.

RMN 'H (CDCIs) 8 ppm : 0,22 (s, 6H, (CHs)2Si) ; 2,83 (s, 2H, CH.CI) ;
3,72 (m, 2H, Hg) ; 3,93 (m, 1H, Hs) ; 4,67 (s, 1H, H4) ; 5,09 (m, 2H, CH,C=CHy) ; 5,59
(d, 1H J%™M=1,2Hz, CH,=) : 5,96 (d, 1H J%"=1,2Hz, CH,=) .

RMN *3C (CDCls) & ppm : -4,82 ((CHs)2Si) ; 29,70 (SiCH,) ; 63,20
(OCH,C=CH,) ; 69,90 (Cs) ; 74,90 (Cs) ; 76,45 (C4) ; 119,45 (C>) ; 128,50 (C=CH,) ; 143
(C=CHz) ; 150,20 (Cs) ; 172,05 (Cy).
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55 : Ether 6-((E) 3-(chlorométhyldiméthylsilyl) prop-2-ényle) de I’acide
ascorbique

C12H19CIO0gSi M = 322,9 g.mol

Acide L-ascorbique : 2g (11,3 mmoles) ;

DEAD : 2g (11,35 mmoles) ;

Triphénylphosphine : 3g (11,35 mmoles) ;

(E) 3-(chlorométhyldiméthylsilyl)prop-2-éne-1-ol (43) : 1,5g (9,1 mmoles).
0,809 (27%) de composé 55 est récupéreé.

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,26 (s, 6H, (CHs3)Si) : 2,8 (s, 2H, CH.CI) ;
3,77 (m, 2H, He) ; 3,91 (m, 1H, Hs) ; 4,6 (s, 1H, H4) ; 5,1 (d, 2H J=4,6Hz, CH,0) ; 6,04
(d, 1H J=19,1Hz, =CHSI) ; 6,18 (dt, 1H J=19,1Hz et J=4,6Hz, =CH-CH)).

RMN '3C (CDCls) & ppm : -4,8 ((CH3),Si) ; 29,7 (SiCH,) ; 63,2
(OCH,C=CH,) ; 69,9 (Cs) ; 74,9 (Cs) ; 76,4 (C4) ; 119,4 (C>) ; 124,4 (=CH-CH,) ; 147,6
(=CH-Si) ; 150,2 (C3) ; 172,0 (C1).

IR cm™ : 3356 (OH) ; 1756 (C=0) ; 1690 (C=C) ; 1252 (CH3Si) ;
842 (Si-C).

56 : Ether 6-(2-(chlorobutyldiméthylsillyl) prop-2-ényle) de I'acide
ascorbique

C12H25Cl106Si MM = 364,9 g.mol”

Acide L-ascorbique : 2,2g (12 mmoles) ;

DEAD : 2,1g (12 mmoles) ;

Triphénylphosphine : 3,15g (12 mmoles) ;
2-(chlorobutyldiméthylsilyl)prop-2-éne-1-ol (44) : 2g (9,7 mmoles).
0,809 (22%) de composé 56 est recueilli.

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,2 (s, 6H, (CHs)2Si) ; 0,71 (m, 2H, SiCH>) ;
1,4 (m, 2H, SiCH,CHy) ; 1,71 (m, 2H, CH,CH,CI) ; 3,54 (t, 2H J=6,3Hz, CH,Cl) ; 3,79
(m, 2H, He) ; 3,81 (m, 2H, OCHo); 3,98 (m, 1H, Hs) ; 4,61 (s, 1H, H4) ; 5,49 (d, 1H
J®M=1 2Hz CH,=) : 5,92 (d, TH J*™=1,2Hz, CH,=).

RMN '3C (CDCls) & ppm : -4,8 ((CH3),Si) ; 9,1 (SiCH,) ; 23,8
(SICH2CH>) ; 36,1 (CH2CH,ClI) ; 44,6 (CHCI) ; 63,2 (OCH,C=CH,) ; 69,9 (Cs) ; 74,9
(Cs) ; 76,45 (C4) ; 119,4 (C2) ; 128,5 (C=CH>) ; 143 (C=CH>) ; 150,2 (C3) ; 172,5 (C1).

IR cm™ : 3356 (OH) ; 1756 (C=0) ; 1690 (C=C) ; 1252 (CH3Si) ;
842 (Si-C).
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57 : Ether 6-((E) 3-(chlorobutyldiméthylsilyl) prop-2-ényle) de I’acide
ascorbique

C12H25C10¢Si MM = 364,9 g.mol

Acide L-ascorbique : 2g (11,3 mmoles) ;

DEAD : 2g (11,35 mmoles) ;

Triphénylphosphine : 3g (11,35 mmoles) ;

(E) 3-(chlorobutyldiméthylsilyl)prop-2-éne-1-ol (45) : 1,5g (9,1 mmoles).
0,809 (23%) de composé 57 est recueilli.

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,2 (s, 6H, (CHs)2Si) ; 0,72 (m, 2H, SiCH>) ;
1,38 (M, 2H, SICH.CH,) ; 1,74 (m, 2H, CH.CH.CI) ; 3,5 (t, 2H J=6,3Hz, CH,Cl) : 3,81
(m, 2H, He) ; 3,86 (m, 2H, OCHo); 4,09 (m, 1H, Hs) ; 4,62 (s, 1H, H4) ; 5,89 (d, 1H
J=19,1Hz, =CHSi) ; 6,19 (dt, 1H J=19,1Hz et J=4,6Hz, =CH-CH,).

RMN '3C (CDCls) & ppm : -4,82 ((CH3)2Si) ; 9,11 (SiCH,) ; 23,85
(SICH2CH>) ; 36,1 (CH2CH,ClI) ; 44,6 (CH2CI) ; 63,20 (OCH>) ; 69,90 (Cs) ; 74,90 (Cs) ;
76,45 (C4) ; 119,45 (C,) ; 124,46 (=CH-CH,) ; 147,67 (=CH-Si) ; 150,20 (Cs) ; 172,05
(C1).

IR cm™ : 3356 (OH) ; 1756 (C=0) ; 1690 (C=C) ; 1252 (CH3Si) ;
842 (Si-C).

Composés de 58 a 61

Méthode générale de synthese :

SR
Y%

OH H 0]

@)
—O

m=1,2,3,4
HO OH

A une solution de triphénylphosphine dans du THF anhydre a —15°C, le DEAD est

ajouté goutte a goutte sur une période de 15 min, puis I'acide ascorbique et pour finir,
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une solution d’'un des alcools de tertiobutylamidométhyldiméthylsilyle (33 a 36). Le
mélange est agité a cette température pendant 24 heures. La solution de couleur brune
est filtrée sur verre fritté de porosité 3 et le solvant est évaporé sous pression réduite.
Le résidu huileux est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice en

utilisant comme éluant un mélange dichlorométhane / méthanol, 97/3.

58 : Ether 6-(3-(tertiobutylamidométhyldiméthylsilanyl)propyl) de I’acide
ascorbique (m=1)

C17H31NOsSi MM = 405,5 g.mol”

Acide L-ascorbique : 0,44g (2,5 mmoles) ;

DEAD : 0,43g (2,5 mmoles) ;

Triphénylphosphine : 0,659 (2,5 mmoles) ;
3-(tertiobutylamidométhyldiméthylsilanyl)propan-1-ol (33) : 0,5g (2 mmoles).
0,239 (28%) de composé 58 est récupéreé.

RMN "H (CDCl3) 8 ppm : 0,02 (s, 6H, (CH5),Si) ; 0,53-0,63 (m, 2H,
SiCH,) ; 1,39 (s, 9H, C(CHa)s) ; 1,52-1,63 (m, 2H, SiCH.CH>) ; 2,60 (d, 2H J=5,7Hz,
CH:N) ; 3,7 (m, 2H, OCHa) ; 3,9 (m, 1H, Hs) ; 4,4 (m, 2H, He) ; 4,64 (d, 1H J=1,3Hz, Ha).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -4,5 ((CH3)2Si) ; 9,6 (SiCH,) ; 27,1
(SICH2CHy) ; 28,4 (C(CHa)s3) ; 36,30 (CH2N) ; 62,7 (CH20) ; 70,14 (Cs) ; 74,24 (Cs) ;
76,36 (C4) ; 78,9 (C(CHa)3) ; 118,20 (C») ; 151,20 (Cs) ; 160,2 (C=0) ; 172 (C4).

IR cm™: 3352 (NH, OH); 1756 (C=0) ; 1684 (C=C) ; 1256 (Si-C def.);
1164 (COO) ; 844 (Si-C strech.).

59 : Ether 6-(4-(tertiobutylamidométhyldiméthylsilanyl)butyl) de I’acide
ascorbique (m=2)

C1gH33NO;Si MM = 419,5 g.mol

Acide L-ascorbique : 0,8g (4,5 mmoles) ;
DEAD : 0,78g (4,5 mmoles) ;
Triphénylphosphine : 1,2g (4,5 mmoles) ;
4-(tertiobutylamidométhyldiméthylsilanyl)butan-1-ol (34) : 0,95g (3,6 mmoles).
0,629 (41%) de composé 59 est récupére.

RMN "H (CDCIl3) 8 ppm : 0,03 (s, 6H, (CH3),Si) ; 0,55-0,63 (m, 2H,
SiCHy) ; 1,39 (s, 9H, C(CHs)3) ; 1,42-1,49 (m, 2H, SiCH,CH,) ; 1,52-1,63 (m, 2H,
Si(CH2)2.CH>) ; 2,60 (d, 2H J=5,7Hz, CH2N) ; 3,7 (m, 2H, OCH>) ; 3,9 (m, 1H, Hs) ; 4,4
(m, 2H, He) ; 4,64 (d, 1H J=1,3Hz, Hy).
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RMN "3C (CDCls) & ppm : -4,4 ((CH3),Si) ; 11,6 (SiCH,) ; 22,1
(SICH2CHy) ; 28,4 (C(CHa)3) ; 29,2 (Si(CH2)2CH>) ; 36,30 (CH2N) ; 63,7 (CH20) ; 70,1
(Cs) ; 74,24 (Cs) ; 76,36 (C4) ; 79,9 (C(CHa)3) ; 118,20 (C2) ; 151,20 (C3) ; 159,2 (C=0) ;
172 (C1).

IR cm™: 3343 (NH, OH) ; 1735 (C=0); 1678 (C=C) ; 1249 (Si-C def.) ;
1159 (COO) ; 846 (Si-C strech.).

60 : Ether 6-(5-(tertiobutylamidométhyldiméthylsilanyl)pentyl) de I’acide
ascorbique (m=3)

C19H34NO;Si MM = 433,5 g.mol

Acide L-ascorbique : 0,74g (4,2 mmoles);

DEAD : 0,739 (4,2 mmoles);

Triphénylphosphine : 1,1g (4,2 mmoles);
5-(tertiobutylamidomeéthyldiméthylsilanyl)pentan-1-ol (35) : 0,99 (3,4 mmoles).
0,99 (42%) de composé 60 est recueilli.

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,01 (s, 6H, (CH3)2Si) ; 0,55-0,63 (m, 2H,
SiCH,) ; 1,28-1,37 (m, 4H, SICH,CH.CH>) : 1,39 (s, 9H, C(CHs)3) ; 1,42-1,49 (m, 2H,
Si(CH2)sCHa) ; 2,60 (d, 2H J=5,7Hz, CHoN) ; 3,7 (m, 2H, OCH,) ; 3,9 (m, 1H, Hs) ; 4,4
(M, 2H, He) ; 4,64 (d, 1H J=1,3Hz, Ha).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -4,5 ( (CH3)2Si) ; 11,6 (SiCHy) ; 22,1
(SICH2CH?>) ; 28,4 (C(CHs3)3) ; 29,2 (SiCH2CH2CHy) ; 36,5 (CH2N) ; 32,9 (Si(CH2)3CHy) ;
63,7 (CH20) ; 70,1 (Cs) ; 74,24 (Ce) ; 76,36 (C4) ; 79,9 (C(CHa)s) ; 118,20 (C2) ; 151,20
(Cs) 5 159,2 (C=0) ; 172 (Cy).

IR cm™: 3356 (NH, OH) ; 1756 (C=0) ; 1684 (C=C) ; 1256 (Si-C def.) ;
1164 (COO) ; 844 (Si-C strech.).

61 : Ether 6-(6-(tertiobutylamidométhyldiméthylsilanyl)hexenyl) de I’acide
ascorbique (m=4)

C20H36NOsSi MM = 447,5 g.mol”

Acide L-ascorbique : 0,88g (5 mmoles) ;
DEAD : 0,87g (5 mmoles) ;
Triphénylphosphine : 1,31g (5 mmoles) ;
6-(tertiobutylamidométhyldiméthylsilanyl)hexan-1-ol (36) : 0,9g (3,4 mmoles).
0,839 (46%) de composé 61 est recueilli.

RMN "H (CDCI5) 8 ppm : 0,01 (s, 6H, (CHs)2Si) ; 0,50-0,58 (m, 2H,
SiCHy) ; 1,28-1,37 (m, 6H, SiCH3(CH>)3) ; 1,42 (s, 9H, C(CH3)3) ; 1,49-1,55 (m, 2H,
Si(CH2)4CHy) ; 2,60 (d, 2H J=5,7Hz, CH2N) ; 3,78 (m, 2H, OCH>) ; 3,9 (m, 1H, Hs) ; 4,4
(m, 2H, Hg) ; 4,64 (d, 1H J=1,3Hz, H4).
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RMN "3C (CDCl3) & ppm : -4,5 ( (CH3),Si) ; 11,6 (SiCH,) ; 22,1
(SICH2CH>) ; 28,4 (C(CHs)s) ; 29,2 (Si(CH2).CHy) ; 33,2 (Si(CH2)sCH) ; 35,4
(Si(CH2)4CH>) ; 36,5 (CH2N) ; 63,7 (CH20) ; 70,1 (Cs) ; 74,24 (Cs) ; 76,36 (C4) ; 79,9
(C(CHs)s) ; 118,20 (C2) ; 151,20 (C3) ; 159,2 (C=0) ; 172 (C).

IR cm™: 3356 (NH, OH) ; 1756 (C=0) ; 1684 (C=C) ; 1256 (Si-C def.);
1164 (COO) ; 844 (Si-C strech.).

62 : 6-Chloro-9-N-(3-propényl)purine.
Cl

NZ~ N

W

N

CgH7CIN, MM = 194,6 gmol”

A 25 ml de diméthylformamide (DMF) anhydre est ajouté 2,5g (16 mmoles) de 6-
chloropurine (commerciale), le tout sous atmosphére d’azote. Puis 1,1g (28,5 mmoles)
d’hydrure de sodium (NaH en suspension a 60% dans de I'huile) préalablement lavé
dans du pentane est introduit dans la solution précédente. La solution est laissée sous
forte agitation et a température ambiante pendant 2 heures. Puis 3,5g (28,5 mmoles) de
bromure d’allyle est ajouté dans la solution et le tout est alors porté au reflux du DMF
pendant 3 heures. Le solvant est coévaporé sous pression réduite avec du toluéne, puis
le résidu est filtré et lavé avec du dichlorométhane et ce dernier est évaporé toujours
sous pression réduite. Le produit (5,59) est conservé a I'état brut pour la réaction
suivante.
RMN 'H (CDCls) 8 ppm : 4,41 (d, 2H J=7Hz, CH2N) ; 5,1-5,22 (m, 2H,

CH»=) ; 5,8-6,0 (m, 1H, CH=) ; 8,1 (s, 1H, H8) ; 8,7 (s, 1H, H2).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : 48,3 (CH2-N) ; 120,26 (CH=) ; 128,9
(CH=CH) ; 142,2 (C5) ; 145,6 (C8) ; 151,7 (C6) ; 152,2 (C2) ; 156,4 (C4).
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63 : 6-Chloro-9-N-[(chlorométhyldiméthylsilyl)-3-propyl]purine.

Cl

N7~

X N
L\\«//»:;St::“\\0|

C11H16CI12N4Si MM = 303,3 gmol

Dans une solution de THF anhydre 1g (5 mmoles) du composé 62 est dissout, puis
2,15g (19 mmoles) de chlorométhyldiméthylchlorosilane (3) est ajouté. La solution est
portée au reflux du THF puis 0,3 ml d’'une solution 0,1N d’H,PtCls dans [‘isopropanol est
introduit. La solution est agitée sous atmosphére d’azote et chauffée a 80°C pendant
12 heures. Du noir végétal (environ 2g) est ajouté dans la solution et laissé au reflux du
THF pendant une heure. Le tout est filtré sur verre fritté de porosité 4 rincé au
dichlorométhane et les solvants sont évaporés sous pression réduite. Le produit 63 est
récupéré, 1,1g (72%).
RMN 'H (CDCls) 8 ppm : 0,18 (s, 6H, (CHs),Si) ; 0,4-0,5 (m, 2H,

CH,Si) ; 1,85-2,01 (m, 2H, SiCH,CH>) ; 2,79 (s, 2H, CHoCl) ; 4,31 (t, 2H, J=7Hz, CH.N)
:8,1 (s, 1H, H8) ; 8,7 (s, 1H, H2).

RMN "3C (CDCls) & ppm : -4,90 ((CH3).Si) ; 8,1 (SiCH,) ; 22,8
(CHoCH2CH?) ; 29,2 (CH2CI) ; 47,3 (CH2-N) ; 142,2 (C5) ; 145,6 (C8) ; 151,7 (C6) ;
152,2 (C2) ; 156,4 (C4).
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64 : 6-Chloro-9-N-[(acétoxyméthyldiméthylsilyl)-3-propyl]purine.

o
e

i OAc
RN

C13H1oCIN4O,Si MM = 326,9 gmol”

A 25 ml de DMF anhydre sont successivement ajoutés 0,42g (1,4 mmoles) du
composé 63 puis 0,51g (6,2 mmoles) d’acétate de sodium fraichement déshydraté.
Le mélange est alors agité sous atmosphére d’azote et chauffé au reflux du DMF
pendant 15 heures. Le solvant est alors coévaporé sous pression réduite avec du
toluéne et le produit est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice avec
comme éluant un mélange dichlorométhane / méthanol, 95/5, v/v. 0,26g (55%) du
produit 64 est recueilli.
RMN 'H (CDCI5) 8 ppm : 0,18 (s, 6H, (CH3)2Si) ; 0,4-0,5 (m, 2H,

CHSi) ; 1,7-1,8 (m, 2H, SiCH,CH>) ; 1,9 (s, 3H, CH3s) ; 4,20 (t, 2H, J=7Hz, CH2N) ; 4,8
(s, 2H, CH20Ac) ; 8,1 (s, 1H, H8) ; 8,7 (s, 1H, H2).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -4,90 ((CH3)2Si) ; 10,1 (SiCH>) ; 20,8
(CH3COO) ; 22,8 (SiCHCH>) ; 47,3 (CH>-N) ; 55,1 (CH20Ac) ; 131,2 (C5) ; 145,6 (C8) ;
150,7 (C6) ; 152,2 (C2) ; 156,4 (C4) ; 174,6 (C=0).
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65 : 6-Ox0-9-N-[(hydroxyméthyldiméthylsilyl)-3-propyl]purine.

0]
HN | N\>
N N
N
si” SOH
VRN
C11H1gN40,Si MM = 266,4 gmol”

Le composé 64 (0,11g (0,3 mmoles)) est placé dans une solution aqueuse d’acide
chlorhydrique 1N (6 ml), et porté au reflux pendant une heure. La solution est alors
neutralisée avec de la soude 1N. L’eau est coévaporée avec de lisopropanol sous
pression réduite ; les sels filtrés sur verre fritté de porosité 3 sont lavés a l'isopropanol
qui est de nouveau évaporé sous pression réduite. 0,099 (97%) du produit 65 est
récupére.

RMN "H (CDCI5) 8 ppm : 0,18 (s, 6H, (CH3)2Si) ; 0,4-0,5 (m, 2H,

CH.Si) ; 1,85-2,01 (m, 2H, CH.CH.Si) ; 4,15 (s, 2H, CH.CI) ; 4,31 (t, 2H, J=7Hz, CH.N)
; 8,1 (S’ 1H’ Hs) 1 817 (S! 1H! ﬂz)'

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -4,90 ((CH3)2Si) ; 8,1 (SiCH,) ; 22,8
(SiCH,CHy) ; 47,3 (CH2-N) ; 51,2 (CH,0OH) ; 142,2 (C5) ; 145,6 (C8) ; 151,7 (C6) ; 152,2
(C2); 165,4 (C4).

HRMS calc. 267,1277, trouvé 267,1276.
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66 : 6-Chloro-9-N-[2-(chlorométhyldiméthylsilyl)-2-propényl]purine.

67 : (E) 6-Chloro-9-N-[3-(chlorométhyldiméthylsilyl)-2-propényl]purine.

Cl
-
LY

\N N

N
S Cl
I\ P g ¢l
RN
C11H14CIN,Si MM = 301,3 gmol”

A un mélange a —15°C de triphénylphosphine dans du THF anhydre, est ajouté goutte a
goutte le DEAD sur une période de 15 minutes, puis la 6-chloropurine ; pour finir, une
solution d’'un des silyl-alcools (42 et 43) est introduite dans la solution. Le mélange est
agité a cette température pendant 24 heures. La solution est filtrée et le solvant est
évaporé sous pression réduite. Le résidu huileux est purifié par chromatographie sur
colonne de silice en utilisant comme éluant un mélange dichlorométhane / méthanol,
95/5.

66

6-chloropurine : 2,21g (14,3 mmoles) ;

DEAD : 2,5g (14,3 mmoles) ;

Triphénylphosphine : 3,75g (14,3 mmoles) ;
2-(chlorométhyldiméthylsilyl)prop-2-éne-1-ol (42) : 2,5g (15,1 mmoles).
49 (90%) de composeé 66 sont recueillis.

RMN "H (CDCl3) & ppm : 0,18 (s, 6H, (CH3).Si) ; 2,76 (s, 2H, CH,Cl) ;
4,8 (s, 2H, CHoN) ; 5,49 (d, 1H J%M=1,2Hz, CH,=) : 5,92 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ; 8,1
(s, 1H, H8) ; 8,7 (s, 1H, H2).

RMN "3C (CDCls) & ppm : -4,90 ((CH3),Si) ; 29,15 (CH,CI) ; 48,3 (CH.-
N); 125, 9 (C=CH>) ; 130,26 (CH,=) ; 142,2 (C5) ; 145,6 (C8) ; 151,7 (C6) ; 152,2 (C2) ;
156,4 (C4).

IR cm™ : 1740 (C=0) ; 1660 (N-CO) ; 1250 (Si(CHs)2) ; 830 (Si(CHa)z).
HRMS calc 301,0443, trouvé 301,0440
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67

6-chloropurine : 0,569 (2,5 mmoles) ;

DEAD : 1g (6 mmoles) ;

Triphénylphosphine : 1,6g (6 mmoles) ;

(E) 3-(chlorométhyldiméthylsilyl)prop-2-éne-1-ol (43) : 0,4g (2,5 mmoles).
0,249 (26%) de composé 67 est recueilli.

RMN "H (CDCls) & ppm : 0,18 (s, 6H, (CHs)Si) ; 2,76 (s, 2H, CHxCl) ;
4,41 (d, 2H J=4,6Hz, CH.N) ; 5,96 (d, 1H J=19,1Hz, =CHSI) ; 6,28 (dt, 1H J=19,1Hz et
J=4,6Hz, =CH-CH,) ; 8,1 (s, 1H, H2) ; 8,7 (s, 1H, H8).

RMN *3C (CDCls) & ppm : -4,90 ((CH3)2Si) ; 29,15 (CH2CI) ; 48,3 (CH.-
N) ; 124,46 (=CH-CH,) ; 142,2 (C5) ; 145,6 (C8) ; 147,67 (=CH-Si) ; 151,7 (C6) ; 152,2
(C2); 156,4 (C4).

IR cm™ : 1740 (C=0) ; 1660 (N-CO) ; 1250 (Si(CHs)2) ; 830 (Si(CHa)z).
HRMS calcd 301.0443, found 301.0440.

68 : 6-Ox0-9-N-[2-(chlorométhyldiméthylsilyl)-2-propényl]purine.

0
HI\L | "\
N
¥ N\)£s<\cn
C11H15CIN4OSi MM = 282,9 gmol'1

A 8 ml d’'une solution d’acide tri-fluoro acétique dans I'eau (3/1), maintenue a 0°C, est
ajouté 0,259 (0,8 mmoles) du composé 66. Le mélange est alors agité sous atmosphére
d'azote et a température ambiante pendant 24 heures. Aprés évaporation des solvants
sous pression réduite I'huile obtenue est neutralisée avec un mélange méthanol /
hydroxyde d’ammoniaque (3/2). Aprés une nouvelle évaporation sous pression réduite
0,29 (88%) de composé 68 est obtenu.

RMN "H (MeOD) & ppm : 0,18 (s, 6H, (CH3)2Si) ; 3,01(s, 2H, CH.Cl) ;

4,81 (s, 2H, CH.N) : 5,52 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) : 5,91 (d, 1H J%®™=1,2Hz, CH,=) ;
8,1 (s, 1H, H8) ; 8,7 (s, 1H, H2).
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RMN "3C (MeOD) & ppm : -4,90 ((CHs),Si) ; 29,4 (CH,CI) ; 51,3 (CH2-N)
; 125,9 (C=CH>) ; 130,2 (CH2=) ; 142,2 (C5) ; 145,6 (C8) ; 151,7 (C6) ; 152,2 (C2) ;
172,8 (C4).

69 : 6-Chloro-9-N-[2-(acétoxyméthyldiméthylsilyl)-2-propényl]purine.

Cl

C13H17CIN4O,Si MM = 324,8 gmol”

A une solution de DMF anhydre (15 ml) est ajouté 0,779 (2,5 mmoles) du composé 66.
Puis il est introduit 0,63g (7,6 mmoles) d’acétate de sodium fraichement déshydraté.
Le mélange est alors agité sous atmosphére d’azote et chauffé au reflux du DMF
pendant 12 heures. Le solvant est alors coévaporé sous pression réduite avec du
toluéne et le produit purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice avec
comme éluant un mélange d’hexane / acétate d’éthyle, 10/90. 0,35g (42%) de produit
69 est recueilli.
RMN "H (CDCI5) 8 ppm : 0,12 (s, 6H, (CHs)2Si) ; 1,95 (s, 3H, CH3CO) ;

3,76 (s, 2H, CH,0AC) ; 4,91 (s, 2H, CH:N) ; 5,49 (d, 1H J®"=1,2Hz, CH,=) : 5,89 (d, 1H
J%"=1,2Hz, CH,=) ; 8,1 (s, 1H, H8) ; 8,7 (s, 1H, H2).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -5,3 ((CH3)2Si) ; 20,7 (CH3CO) ; 48,3 (CH2N) ;
57,3 (CH20Ac) ; 125,9 (C=CH,) ; 130,2 (CH2=) ; 142,2 (C5) ; 145,6 (C8) ; 151,7 (C6) ;
152,2 (C2) ; 156,4 (C4) ; 172,5 (CH3CO).
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70 : 6-Ox0-9-N-[2-(hydroxyméthyldiméthylsilyl)-2-propényl]purine.
o]

HN | N\>
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C11H16N40.Si MM = 264,4 gmol”

A une solution de méthanol anhydre (25 ml) est ajouté 0,35g (1,110 mole) du
composé 69. Puis il est introduit 0,1g (0,510 mole) d’acide para-toluéne sulfonique
(APTS). Le mélange est alors agité sous atmosphére d’azote au reflux du méthanol
pendant 6 heures. Le solvant est alors évaporé sous pression réduite et le produit
purifié par chromatographie sur colonne de silice avec comme éluant un mélange de
dichlorométhane / méthanol, 95/5. 0,24g (94%) du produit 70 est recueilli.

RMN "H (CDCI5) 8 ppm : 0,2 (s, 6H, (CH3)2Si) ; 3,6 (s, 2H, CH-OH) ;

5,10 (s, 2H, CHuN) ; 5,47 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) : 5,9 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ;
8,13 (s, 1H, H8) : 8,7 (s, 1H, H2).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -4,7 ((CH3)2Si) ; 43,3 (CH2OH) ; 51,3 (CH2N) ;
125,9 (C=CH,) ; 130,2 (CH,=) ; 142,2 (C5) ; 145,6 (C8) ; 151,7 (C6) ; 152,2 (C2) ; 174,5
(C4).

HRMS calc 265.1121, found 265.1126.
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71 : 6-Thio-9-N-[2-(chlorométhyldiméthylsilyl)-2-propényl]purine.

S
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S N\)L
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7\
C11H15CIN,SSi MM = 298,1 gmol'1

A une solution d’isopropanol anhydre (25 ml) est ajouté 0,2g (0,67 mmoles) du
composé 66. Puis il est introduit 0,06g (0,8 mmoles) de thiourée. Le mélange est alors
agité sous atmospheére d’azote pendant trois heures. Le précipité blanc formé est filtré
et lavé avec de l'isopropanol. Un solide blanc, le composé 71 pesant 0,11g (58%) est
récupére.

RMN "H (DMSOd®) & ppm : 0,21 (s, 6H, (CH3)-Si) ; 2,99 (s, 2H, CH.CI) ;

4,61 (s, 2H, CH2N) : 5,54 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ; 5,98 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ;
8,14 (s, 1H, H8) : 8,7 (s, 1H, H2).

RMN "3C (DMSOd®) & ppm : -4,9 ((CH5),Si) ; 26,4 (CH.CI) ; 51,3 (CH2N)
; 125,9 (C=CH) ; 130,2 (CH2=) ; 142,2 (C5) ; 145,6 (C8) ; 151,7 (C6) ; 152,2 (C2) ;
174,5 (C4).

MS 299 (M™)

ANAL. calc for C11H45CIN4SSi (298) : C:44,29 ; H: 5,07 ; N, 18,79.
Trouvé : C:43,18: H:4,99 ;N : 18,79.
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72 : 6-Thio-9-N-[2-(acetoxymethyldimethylsilyl)-2-propenyl]purine

S
N
HI\L | \
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7\
C13H1gN4O,SSi MM = 322,5 gmol”

A une solution d’isopropanol anhydre (25 ml) est ajouté 0,55g (1,7 mmoles) du
composeé 69. Puis il est introduit 0,15g (2 mmoles) de thiourée. Le mélange est alors
agité sous atmosphére d’azote et au reflux pendant trois heures. Le précipité blanc
formé est filtré et lavé avec de l'isopropanol. Un solide blanc, le composé 72 pesant
0,389 (70%) est récupéré.

RMN "H (MeOD) & ppm : 0,26 (s, 6H, (CH3)2Si) ; 1,95 (s, 3H, CHsCO) ;

3,86 (s, 2H, CH,0Ac) ; 4,58 (s, 2H, CH2N) ; 5,42 (d, 1H J%"=1,2Hz, CH,=) ; 5,87 (d, 1H
J%"=1,2Hz, CH>=) ; 8,1 (s, 1H, H8) ; 8,7 (s, 1H, H2).

RMN "3C (MeOD) & ppm : -4,1 ((CH3)2Si) ; 20,7 (CHsCO) ; 48,3 (CH,N)
. 51,3 (CH2-N) ; 57,3 (CH,0AC) ; 125,9 (C=CH,) ; 130,3 (CH,=) ; 142,5 (C5) ; 145,6
(C8); 151,7 (C6) ; 152,2 (C2) ; 172,5 (CH3CO) ; 174,5 (C4).

IR : 1738 (C=0) ; 1600 (C=S).
MS : 323 (M™)

Page : 190



73 : 6-Thio-9-N-[2-(hydroxyméthyldiméthylsilyl)-2-propényl]purine.

S
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C11H16N4OSSi MM = 280,4 gmol

A une solution de méthanol anhydre (15 ml) est ajouté 0,2g (1,11 mmoles) du
composé 73. Puis il est introduit 0,13g (0,9 mmoles) de carbonate de potassium
(K2CO3). Le mélange est alors agité sous atmosphere d'azote au reflux du méthanol
pendant 6 heures. Le solvant est alors évaporé sous pression réduite, puis nous
ajoutons 4ml d’eau. 0,08g (45%) du produit 73 est récupéré par recristallisation dans le
méthanol.

RMN "H (CDCIs) 8 ppm : 0,18 (s, 6H, (CH3)2Si) ; 3,6 (s, 2H, CH,OH) ;

4,63 (s, 2H, CH2N) : 5,47 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ; 5,96 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ;
8,07 (s, 1H, H8) : 8,5 (s, 1H, H2).

RMN *3C (CDCls) & ppm : -5,1 ((CH3)2Si) ; 45,3 (CH,OH) ; 51,3 (CH2N) ;
125,9 (C=CH,) ; 130,3 (CH»=) ; 142,2 (C5) ; 145,6 (C8) ; 151,7 (C6) ; 152,2 (C2) ; 174,5
(C4).

ANAL. calc pour C41H4gN4OSSi (280) : C : 46,13 ; H: 5,76 ; N : 20,3
Trouvé : C:46,21 ;H:5,61; N:20,58.
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74 : 9-N-[2-(chlorométhyldiméthylisilyl)-2-propényl]adénine.

NH,
NZ N
o
si” >c
/7N

C11H16CINsSi MM = 281,3 gmol”

A un mélange de 2g (7,5 mmoles) de triphénylphosphine dans du THF anhydre (20 ml)
a —15°C, le DEAD est ajouté goutte a goutte (1,3g (7,5 mmoles)) sur une période de
15 minutes, puis 0,4g (3 mmoles) d’adénine commerciale et pour finir 0,5g (3 mmoles)
du chlorosilyl-alcool (42) sont introduits. Le mélange est agité a cette température
pendant 24 heures. La solution est filtrée et le solvant est évaporé sous pression
réduite. Le résidu huileux 0,43g (51%) du composé 74 est purifié par chromatographie
sur gel de colonne de silice en utilisant comme éluant un mélange dichlorométhane /
méthanol, 98/2.

RMN 'H (DMSOd®) & ppm : 0,18 (s, 6H, (CH3).Si) ; 2,75 (s, 2H, CH.Cl) ;

4,66 (s, 2H, CH2N) : 5,51 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ; 5,93 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ;
5,90 (large s, 2H, NH>) : 8,11 (s, 1H, H8) : 8,7 (s, 1H, H2).

RMN "3C (DMSOd®) & ppm : -3,9 ((CHs),Si) ; 20,3 (CH,CI) ; 51,3 (CH2N)
; 125,9 (C=CH>) ; 131,0 (CH2=) ; 142,2 (C5) ; 145,6 (C8) ; 151,7 (C6) ; 152,2 (C2) ;
163,5 (C4).

MS 282 (M*)
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75 : 9-N-[2-(acétoxyméthyldiméthylsilyl)-2-propényl]adénine.

NH,
NZ N
o
s o
/7N

C13H19N5028i MM = 304,8 gmol'1

Ac

A une solution de DMF anhydre (10 ml) est ajouté 0,2g (0,7 mmoles) du composé 74,
puis 0,12g (1,5 mmoles) d’acétate de sodium fraichement déshydraté. Le mélange est
alors agité sous atmospheére d’azote et chauffé au reflux du DMF pendant 12 heures. Le
solvant est alors coévaporé sous pression réduite avec du toluéne et le produit purifié
par chromatographie sur colonne de silice avec comme éluant un mélange
dichlorométhane / méthanol, 95/5. 0,15g (71%) du produit 75 est recueilli.

RMN 'H (CDCIs) 8 ppm : 0,18 (s, 6H, (CHs)2Si) ; 2,00 (s, 3H, CH3CO) ;

3,82 (s, 2H, CH.OAC) ; 4,61 (s, 2H, CHoN) ; 5,49 (d, 1H J*™=1,2Hz, CH,=) , 5,98 (d, 1H
J%M=1 2Hz, CH,=) ; 5,92 (large s, 2H, NHy) ; 8,1 (s, 1H, H8) ; 8,7 (s, 1H, H2).

RMN 3C (CDCl3) & ppm : -4,7 ((CH3)2Si) ; 20,7 (CHsCO) ; 48,3 (CHoN) ;
57,3 (CH,0AC) ; 125,9 (C=CH,) ; 130,26 (CH,=); 142,2 (C5) ; 145,6 (C8) ; 151,7 (C6) ;
152,2 (C2) ; 164,4 (C4) ; 172,5 (CHsCO).
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76 : 9-N-[2-(hydroxyméthyldiméthylsilyl)-2-propényl]adénine.

NH,
N

N/

P

X N

si” NOH
/7N

C11H17CIN5sOSi MM = 281,3 gmol'1

A une solution de méthanol anhydre (20 ml) est ajouté 0,15g (0,5 mmoles) du
composeé 75, puis 0,07g (0,5 mmoles) de carbonate de potassium (K,CO3). Le mélange
est alors agité sous atmosphére d’azote au reflux du méthanol pendant 6 heures. Le
solvant est alors évaporé sous pression réduite et le produit purifié par chromatographie
sur colonne de silice avec comme éluant un mélange de dichlorométhane / méthanol,
95/5. 0,10g (78%) du produit 76 est recueilli.

RMN "H (CDCI5) 8 ppm : 0,18 (s, 6H, (CH3)2Si) ; 3,3 (s, 2H, CH,0H) ;

4,41 (s, 2H, CH2N) ; 5,52 (d, 1H J%™M=1,2Hz, CH,=) ; 5,89 (d, 1H J%°™=1,2Hz, CH,=) ;
5,87 (large s, 2H, NH») ; 8,1 (s, 1H, H8) ; 8,7 (s, 1H, H2).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -4,2 ((CH3)2Si) ; 44,3 (CH2OH) ; 50,3 (CH2N) ;
125,7 (C=CH,) ; 130,4 (CH,=) ; 143,2 (C5) ; 145,2 (C8) ; 151,3 (C6) ; 152,2 (C2) ; 162,5
(C4).
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77 : N-3 benzoyl thymine

C12H10N203 MM = 230,22 gmol”

A 1,26g (10 mmoles) de thymine dans 15 ml d'acétonitrile et 4 ml de pyridine, nous
ajoutons goutte a goutte une solution de 6g (42.7 mmoles) de chlorure de benzoyle.
Apres 24 heures de chauffage a 60°C, la pyridine est coévaporée sous pression réduite
avec du toluene. Nous récupérons une pate jaunatre a laquelle nous ajoutons 20 ml
d’'une solution aqueuse saturée en K,COj; et 20 ml d'acétonitrile. Aprés 3 heures
d’agitation, la phase aqueuse est filtrée et évaporée. Le résidu est chromatographié sur
colonne de gel de silice pour isoler 2.5g (90%) du composé 77.

RMN "H (CDCls) & ppm : 1,80 (d, 3H J=1Hz, CHs(t)) ; 7,53 (d, 1H
J=1Hz, He(t)) ; 7,60-7,94 (m, 5H, CH Benz) ; 11,37 (s, 1H, N4H).

Page : 195



78 : N-1-[2-(chlorométhyldiméthylsilyl) prop-2-enyl]-N-3-benzoylthymine

79 : (E) N-1-[3-(chlorométhyldiméthylsilyl) prop-2-ényl]-N-3-benzoylthymine

C1gH21CIN20;Si MM = 376.93 gmol™

A un mélange de triphénylphosphine en solution dans du THF anhydre a —15°C, le
DEAD est ajouté goutte a goutte sur une période de 15 minutes. Puis la N-3 benzoyl
thymine et pour finir une solution d’un des silyl-alcools (42 et 43) sont ajoutés a la
solution. Le mélange est agité a cette température pendant 24 heures. La solution est
filtrée et le solvant évaporé sous pression réduite. Le résidu huileux est purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice en utilisant comme éluant un mélange

dichlorométhane / méthanol, 97/3.

78

N-3Benzoyl thymine : 1,129 (4,9 mmoles) ;

DEAD : 2,12g (12,15 mmoles) ;

Triphénylphosphine : 3,2g (12,15 mmoles) ;
2-(chlorométhyldiméthylsilyl)prop-2-éne-1-ol (43) : 0,8g (4,9 mmoles).
1,39 (71%) de composé 78 est recueilli.

RMN "H (CDCls) & ppm : 0,25 (s, 6H, (CHs),Si) ; 1,87 (d, 3H J=1Hz,
CHs(t)) ; 2,76 (s, 2H, CH.CI) ; 4,41 (s, 2H, CHoN) ; 5,51 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ; 5,94
(d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ; 7,03 (d, 1H J=1Hz, He(t)) ; 7,37-7,80 (m, 5H, CH Benz).

Page : 196



RMN "3C (CDCls) & ppm : -4,9 ((CH3),Si) ; 12,2 (CHa(t)) ; 29,2 (CH,-N) ;
51,7 (CHCI) ; 110,6 (CH3-C=CH) ; 130,2 (CH=) ; 128,3-135,4 (5CH de benz) ; 131,4
(Cq(Benz)) ; 140,0 (-CH=CCHa) ; 142,6 (Cq=CH>) ; 149,6 (N-CO-N) ; 162,5 (CA4(t)) ;
169,5 (CO(Benz)).

79

N-3Benzoyl thymine : 0,569 (2,5 mmoles) ;

DEAD : 1g (6 mmoles);

Triphénylphosphine : 1,6g (6 mmoles);

(E) 3-(chlorométhyldiméthylsilyl)prop-2-ene-1-ol (43) : 0,49 (2,5 mmoles).
0,249 (26%) de composé 79 est recueilli.

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,16 (s, 6H, (CHs),Si) ; 1,86 (d, 3H J=1Hz,
CHs(1)) ; 2,75 (s, 2H, CH2CI) ; 4,30 (d, 2H J=4,6Hz, CH2N) ; 5,89 (d, 1H J=19,1Hz,
=CHSIi) ; 6,25 (dt, 1H J=19,1Hz et J=4,6Hz, =CH-CHy); 7,03 (d, 1H J=1Hz, He(t)) ; 7,37-
7,80 (m, 5H, CH Benz).

RMN *3C (CDCl3) & ppm : -4,8 ((CH3)2Si) ; 12,5 (CHs(t)) ; 29,8 (CH2-N) ;
51,7 (CH,CI) ; 110,3 (CH3-C=CH) ; 124,6 (=CH-CH,) ; 128,4-135,0 (5CH de Benz) ;
131,8 (Cq(Benz)) ; 140,7 (-CH=CCHs,) ; 142,0 (Cq=CHy) ; 147,7
(=CH-Si) ; 149,6 (N-CO-N) ; 162,0 (C4(t)) ; 169,1 (CO(Benz)).

80 : N-1-[2-(chlorométhyldiméthylisilyl) prop-2-ényl]-thymine

C11H47CIN,0,Si MM = 272,8 gmol”
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A une solution de méthanol (60 ml) est ajouté 0,7g (1,85 mmoles) du composé 78. Puis
8 ml d’une solution d'ammoniaque a 32% dans de 'eau sont introduits a la seringue. Le
mélange est alors agité sous atmosphére d’azote et a température ambiante pendant
trois heures. Le solvant est alors évaporé sous pression réduite et le produit purifié par
chromatographie sur colonne de silice avec comme éluant un mélange dichlorométhane
/ méthanol, 95/5. 0,45g (85%) du produit 80 est recueilli.

RMN "H (CDCIs) 8 ppm : 0,18 (s, 6H, (CHs)2Si) ; 1,84 (d, 1H J=1Hz,

CHs(t)) ; 2,79 (s, 2H, CH.CI) ; 4,41 (s, 2H, CHoN) ; 5,56 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) : 5,96
(d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ; 7,1 (d, 1H J=1Hz, He(t)).

RMN *3C (CDCl3) 8 ppm : -5,1 ((CH3)2Si) ; 12,5 (CH3(t)) ; 29,3 (CHo-N) ;
51,9 (CH,CI) ; 110,6 (CH3-C=CH) ; 130,8 (CH,=) ; 140,6 (-CH=CCHs) ; 142,8 (Cq=CHy>)
: 149,2 (N-CO-N) ; 162,4 (C4(t)).

81 : N-1-[2-(acétoxyméthyldiméthylsilyl) prop-2-eényl]-thymine

C13H20N20,4Si MM = 296,4 gmol”

A une solution de DMF anhydre (15 ml) est ajouté 0,399 (1,43 mmoles) du composé 80.
Puis il est introduit 0,25g (3 mmoles) d’acétate de sodium fraichement déshydraté.
Le mélange est alors agité sous atmosphére d’azote et chauffé au reflux du DMF
pendant 12 heures. Le solvant est alors coévaporé sous pression réduite avec du
toluéne et le produit purifié par chromatographie sur colonne de silice avec comme
éluant un mélange d’hexane / acétate d’éthyle, 30/70. 0,3g (70%) du produit 81 est

recueilli.
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RMN "H (CDCl3) & ppm : 0,18 (s, 6H, (CH5),Si) ; 1,87 (d, 1H J=1Hz,
CHs(t)) ; 1,95 (s, 3H, CH3CO) ; 3,76 (s, 2H, CH,0Ac) ; 4,41 (s, 2H, CH:N) ; 5,53 (d, 1H
J%M=1 2Hz, CH,=) ; 5,9 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ; 7,03 (d, 1H J=1Hz, He(t)).

RMN *3C (CDCls) & ppm : -4,6 ((CH3)2Si) ; 12,5 (CHs(t)) ; 20,7
(CHsCO) ; 29,8 (CH2-N) ; 57,3 (CH20AC) ; 110,6 (CH3-C=CH) ; 130,6 (CH=) ; 140,07 (-
CH=CCHj3) ; 142,6 (Cq=CH,) ; 149,6 (N-CO-N) ; 162,5 (C4(t)) ; 172,5 (CH3CO).

82 : N-1-[2-(hydroxyméthyldiméthylsilyl) prop-2-ényl]-thymine

C11H1gN203Si MM = 254,4 gmol”

A une solution de méthanol anhydre (15 ml) est ajouté 0,3g (1 mmoles) du composé 81.
Puis il est introduit 0,14g (1 mmoles) de carbonate de potassium (K,CO3). Le mélange
est alors agité sous atmospheére d’azote a température ambiante pendant 15 heures. Le
solvant est alors évaporé sous pression réduite et le produit purifié par chromatographie
sur colonne de silice avec comme éluant un meélange de dichlorométhane / méthanol,
90/10. 0,249 (94%) du produit 82 est recueilli.

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,18 (s, 6H, (CHs),Si) ; 1,87 (d, 1H J=1Hz,

CHs(t)) ; 3,1 (s, 2H, CH,OH) ; 4,41 (s, 2H, CHoN) ; 5,47 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ; 5,89
(d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ; 6,98 (d, 1H J=1Hz, Hg(t)).

RMN °C (CDCl) & ppm : -4,9 ((CH3)2Si) ; 12,2 (CHs(t)) ; 29,7 (CH2-N) ;
45,3 (CH,OH) ; 110,1 (CHa-C=CH) ; 130,1 (CHz=) ; 140,0 (-CH=CCHs) ; 142,3
(Cq=CH) ; 149,6 (N-CO-N) ; 162,5 (CA(t)).
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83 : Acide 6-acrylamidohexanoique.

O
S PP

0]

CoH1sNO3 MM = 185,2 gmol”

Dans un tricol contenant 75 ml d’eau et 5,6 g (76,2 mmoles) de dihydroxyle de calcium,
sont additionnés 5g (38,1 mmoles) d’acide 6-aminohexanoique le tout a 0°C. Puis a la
seringue est ajouté 3,5 ml (44 mmoles) de chlorure d’acryloyle a raison de 1 ml toutes
les deux minutes. La réaction se déroule pendant cing minutes sous une forte agitation
et la solution est filtrée sur un verre fritté de porosité 4 pour éliminer le Ca(OH), en
exces. Le filtrat est de nouveau placé dans un dicol a 0°C sous forte agitation dans
lequel est ajoutée une solution d’HCI 1N afin d’acidifier la solution jusqu’a un pH=2.
Trés rapidement un précipité blanc se forme dans le ballon. La solution est alors filtrée
et le précipité blanc est recueilli et séché. 6,35g (90%) du produit 83 sont récupérés.

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 1,20-1,55 (m, 6H, CH,CH-CH,) ; 2,17 (t, 2H
J=7,1Hz, CH.CO) ; 3,1 (q, 2H J=8 et 5Hz, CH2NH) ; 5,55 (dd, 1H Jau=10Hz et

Jax=1,8Hz, CH»=) : 6,02 (dd, 1H Jua=10Hz et Jux=17Hz, CH=) ; 6,31 (dd, 1H Jxa=1,8Hz
etJXM=17Hz,Cth=)

RMN *3C (CDCl3) & ppm : 24,3 (CH,CH,COOH) ; 26,0
(NHCH,CH,CH,) ; 28,8 (NHCH,CH,) ; 33,80 (CH,COOH) ; 38,4 (NHCH,) ; 124,7
(CH2=); 131,9 (CH=) ; 165,5 (CONH) ; 174,7 (COOH).
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84 : 12-Hydroxy-4,7,10-trioxadodécanoate de tertio-butyle.

(0]
HO\/\O/\/O\/\O/\/U\Q_F

C13H2606 MM = 278,4 gmol”

Dans un dicol de 1 litre contenant 500 ml de tétrahydrofurane anhydre sont ajoutés
1449 (1,12 moles) de triéthyléne glycol commercial, le tout sous atmosphére d’azote et
sous agitation. Nous ajoutons 0,27g (12 mmoles) de sodium puis attendons la
dissolution compléte. 56g (0,37 mole) de tertbutylacrylate est alors ajouté a la seringue.
La réaction est agitée pendant 20 heures a température ambiante. 12 ml
(12 mmoles) d’HCI sont rajoutés pour neutraliser la solution. Le tout est agité pendant
30 minutes puis le THF est évaporé sous pression réduite. La solution est alors noyée
dans 200 ml d’eau salée saturée, puis dans 400 ml d’acétate d’éthyle. La phase
organique est alors extraite. Ceci est renouvelé deux fois. Les différentes phases
organiques sont alors rassemblées, séchées et le solvant est évaporé sous pression
réduite. 102g (98%) du produit 84 sont récupéres.
RMN "H (CDCls) 8 ppm : 1,33 (s, 9H, (CH3)sC) ; 2,39 (t, 2H J=7Hz,

CH.COQOO); 3,48-3,63 (m, 14H, CH,0)

RMN *3C (CDCls) & ppm : 27,9 (CHs)sC) ; 36,2 (CH,COOtBuU) ; 61,5
(CH,OH) ; 66,8 (CH2CH,COOtBuU) ; 70,2-70,5 ((OCH2CH-0),) ; 72,4 (CH,CH,OH) ; 80,3
(C(CHa)3) ; 170,8 (COO).
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85 : 12-[(6-acrylamido)hexanoate]-4,7,10-trioxadodécanoate de tertio-butyle

0] @)
\/\LNH/M(O\/\O/\/O\/\O/\)LO/
0]
C22H39NOg MM = 445,6 gmol”

Dans un dicol de 250 ml sont placés 5g (27 mmoles) du composé 83 avec 100 ml de
dichlorométhane, le tout sous azote, forte agitation et a 0°C; 5,7g (27 mmoles) de
dicyclohexylcarbodiimide sont alors ajoutés. La réaction tourne pendant 30 minutes
avant addition de 7,6g (27 mmoles) du composé 84. Aprés 20 heures de réaction a
température ambiante la solution est placée a 0°C de fagon a augmenter la précipitation
du cyclohexylcarbodiimide urée. Elle est alors filtrée sur un verre fritté de porosité 3 et
le solvant est évaporé sous pression réduite. Le produit est purifié par chromatographie
sur colonne de silice avec comme éluant un mélange de dichlorométhane / méthanol
(95/5). 3,59 (30%) du produit 85 sont récupéres.

RMN 'H (CDCIs) 8 ppm : 1,33 (m, 2H, NH(CH.)2CH>) ; 1,42 (s, 9H,
(CH3)sC) ; 1,53 (m, 2H, NHCH,CH>) ; 1,65 (m, 2H, CH,CH,CO) ; 2,2 (t, 2H J=7,7Hz,
OCH,CH,CO) ; 2,44 (t, 2H J=7,7Hz, CH,CH,CH,CO) ; 3,20 (q, 2H J=8 et 5Hz,

CH2NH) ; 3,50-3,65 (m, 10H, OCH,CH-0) ; 5,6 (dd, 1H Jav=10Hz et Jax=1,8Hz, CH>=) ;
6,1 (dd, 1H Jua=10Hz et Jux=17Hz, CH=) ; 6,31 (dd, 1H Jxa=1,8Hz et Jxu=17Hz, CH»>=).

RMN *3C (CDCls) & ppm : 24,5 (CH,CH,CH,CO) ; 26,4
(NHCHZCHZQH2) , 27,4 (NHCHzQHz) s 28,9 ((QH3)3C) X 34,6 (CHchZQHch et
CH,COOtBuU) ; 39,1 (NHCH,), 61,5 (COOCH) ; 63,3 (OCH,CH,COOtBu) ; 66,6
(COOCH,CH0) ; 70,2-70,5 ((OCH2CH20).) ; 80,3 (C(CHs3)s) ; 125,7 (CHo=) ; 131
(CH=) ; 165,5 (CONH) ; 170,7 (COOtBu) ; 173,4 (COO).
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86 : 12-Tosyl-4,7,10-trioxadodécanoate de tertio-butyle.

(@)
(0]
Qé//CL\//N\Cy/\\¢/ck\//A\(y/x\\/Jl\Cy_*___
\

0]

C20H3205S MM = 432,5 gmol”

Dans une solution de 170 ml de pyridine distillée est placé 62,59 (0,18 mole) du
composé 84, le tout sous flux d’azote, sous agitation et a 0°C. 69g (0,36 mole) de
chlorure de tosyle sont additionnés, la solution est alors ramenée a température
ambiante. Aprés 15 heures de réaction le tout est noyé dans la glace, puis extrait trois
fois avec du dichlorométhane. La phase organique est alors lavée avec 300 ml d’'une
solution d’acide acétique 2% puis 300 ml d’eau. La nouvelle phase organique est alors
séchée sur MgSO, et les solvants sont évaporés sous pression réduite. Le produit est
purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice dichlorométhane / méthanol
(90/10). 45,2g (60%) du produit 86 sont récupérés.

RMN "H (CDCI5) 8 ppm : 1,38 (s, 9H, (CHs)sC) ; 2,39 (s, 3H, CHstosyl) ;

2,43 (t, 2H J=7Hz, CH,COO) ; 3,48-3,63 (m, 12H, CH,0) ; 4,12 (t, 2H J=5Hz,
CH,Otosyl) ; 7,26-7,76 (dd, 4H J=83Hz et 7Hz, CH=CH)

RMN *3C (CDCls) & ppm : 21,6 (CHs tosyl) ; 28,1 ((CHs)sC) ; 36,2
(CH,COOtBu) ; 66,8 (CH,CH,COOtBU) ; 66,8 (CH,Otosyl) ; 69,3 (CH,CH,Otosyl) ;
70,2-70,5 ((OCH,CH20),) ; 80,4 (C(CHs)s) ; 127,9 ((CH=),) ; 129,8 ((CH=),) ; 133,1
(CCHs tosyl) ; 144,5 (CSOstosyl) 170,8 (COO).
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87 : 12-Azido-4,7,10-trioxadodécanoate de tertio-butyle.

0
N3\/\o/\/o\/\o/\)Lo_¢>

C13H25N305 MM = 303,25 gmol”

Dans une solution de 150 ml de diméthylformamide distillé (DMF) est additionné 10g
(23 mmoles) du composé 86 puis 4,5g (69 mmoles) d’azide de sodium. La solution est
agitée sous azote et a température ambiante pendant 20 heures. 25 ml d’eau sont alors
rajoutés et la solution est lavée trois fois avec du diéthyléther. La phase organique est
récupérée, séchée sur MgSO4 et le solvant est évaporé sous pression réduite. 6,69
(95%) du produit 87 sont récupéreés.
RMN "H (CDCls) & ppm : 1,33 (s, 9H, (CH3)sC) ; 2,38 (t, 2H J=7Hz,

CH.COQOO); 3,30 (m, 2H, CH2N3) ; 3,48-3,63 (m, 12H, CH-0)

RMN *3C (CDCls) & ppm : 27,9 (CHs)sC) ; 36,2 (CH,COOtBuU) ; 50,5
(CH2N3) ; 66,8 (CH2CH,COOtBu) ; 67,4 (CH2CH2N3) ; 70,2-70,5 ((OCH.CH>0)>) ; 80,3
(C(CHa)3) ; 170,8 (COO).

88 : 12-Amino-4,7,10-trioxadodécanoate de tertio-butyle.

(0]
HzN\\//\\Cy/\\¢/cl\//A\cy/\\\/Jl\C}_*___

C13H27NOs MM = 277,4 gmol”
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Dans un dicol de 200 ml contenant une solution de méthanol et 7g (23 mmoles) du
compose 87 est introduit 7,5g (29 mmoles) de triphénylphosphine (PPhs). Aprés trois
heures de réaction le méthanol est évaporé. La solution est filtrée sur un verre fritté de
porosité 4 rempli de silice (mesh 70/200) ; I'élution débute avec du dichlorométhane de
facon a éliminer la triphenylphosphine en excés, puis se poursuit avec un mélange de

dichlorométhane / méthanol (50/50) de fagon a récupérer 5,89 (91%) du produit pur 88.

Mais aussi il est possible d’ajouter a 150 ml d’éthanol anhydre 5g (12,2 mmoles) du
composé 87 puis 1,57g (49 mmoles) d’hydrazine. Le tout est agité sous azote et
chauffé a 80°C. Aprés 12 heures de réaction, la solution est filtrée sur un verre fritté de
porosité 3. Le solvant est évaporé sous pression réduite. 3g (88%) du produit 88 sont
récupéres.

RMN 'H (CDCls) 8 ppm : 1,37 (s, 9H, (CHs)sC) ; 2,2 (bs, 2H, NHy) ; 2,45

(t, 2H J=7Hz, CH,COO) ; 2,82 (t, 2H J=5,3Hz, CH,NH,) ; 3,43 (t, 2H J=5,3Hz,
CH,CHNH,) ; 3,48-3,63 (m, 12H, CH.0).

RMN "3C (CDCls) & ppm : 27,9 (CHs)sC) ; 36,1 (CH,COOtBuU) ; 41,4
(gHzNHz) ; 66,8 (QHQCHchOtBU) ; 70,2-70,5 ((OQHzQHzO)z) ; 72,8 (QHzCHzNHz) ;
80,3 (C(CHjs)s) ; 170,8 (COO).

89 : 12-[(6-acrylamido)hexanamido]-4,7,10-trioxadodécanoate de tertio-butyle

C22H39NOg MM = 445,6 gmol”

A une solution de 100 ml de dichlorométhane 5g (27 mmoles) du composé 83 est
ajouté. La solution est placée a 0°C sous azote et forte agitation, puis est introduit 5,7g
(27 mmoles) de dicyclohexylcarbodiimide. La réaction tourne pendant 30 minutes puis
pour finir 7,6g (27 mmoles) du composé 88 est ajouté. Aprés 20 heures de réaction a
température ambiante la solution est placée a 0°C de fagon a augmenter la précipitation
de la cyclohexylcarbodiimide urée. Elle est alors filtrée sur un verre fritté de porosité 3
et le solvant est évaporé sous pression réduite. Le produit est purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice avec comme éluant un mélange de

dichlorométhane / méthanol, 95/5. 3,5g (30%) du produit 89 sont récupérés.
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RMN "H (CDCls) & ppm : 1,33 (m, 2H, NH(CH,),CH>) : 1,42 (s, 9H,
(CHs)sC) ; 1,50 (m, 2H, NHCH,CH,) ; 1,61 (m, 2H, CH,CH,CO) ; 2,20 (t, 2H J=7Hz,
OCH,CH,CO) ; 2,40 (t, 2H J=7,7Hz, CH,CH,CH,CO) ; 2,95 (t, 2H J=5Hz, CHoNH) ;
3,20 (t, 2H J=5Hz, CH,NH) ; 3,50-3,65 (m, 12H, OCH,CH,0) ; 5,55 (dd, 1H Ja=10Hz
et Jax=1,8Hz, CH,=) ; 6,02 (dd, 1H Jua=10Hz et Jux=17Hz, CH=) ; 6,31 (dd, 1H
Jxa=1,8Hz et Jxy=17Hz, CH=).

RMN **C (CDCls) & ppm : 24,5 (CH,CH,CH,CO) ; 26,4
(NHCHzCHQQHz) s 27,4 (NHCHzQHz) ; 28,9 ((QHg)gC) ; 34,6 (CH2CH2QH2CO et
CH,COOtBuU) ; 39,1 (NHCH,), 61,5 (COOCH) ; 63,3 (OCH,CH,COOtBu) ; 66,6
(COOCH,CH,0) ; 70,2-70,5 ((OCH,CH,0),) ; 80,3 (C(CHs)s) ; 125,7 (CH»=) ; 131
(CH=) ; 165,5 (CONH) ; 170,7 (COOtBu) ; 173,4 (COO).

90 : acide 12-[(6-acrylamido)hexanoate]-4,7,10-trioxadodécanoique

©
-

91 : acide 12-[(6-acrylamido)hexanamido]-4,7,10-trioxadodécanoique

@) 0]

\)LNHWX\/\O/\/O\/\O/\)LOH
(0]

Dans une solution d’acide trifluoroacétique anhydre est additionné, sous azote, de

'anisole, puis un des composés 86 ou 90. La réaction est agitée pendant

1 heure 30 minutes a température ambiante. L’acide ftrifluoroacétique est ensuite

évaporé sous pression réduite et le résidu est purifié par chromatographie sur colonne

de silice avec comme éluant un mélange de dichlorométhane / méthanol, 95/5.

90: X=0

C1H31NOs MM = 389,5 gmol”

composeé 85 : 4,3g (9,6 mmoles) ;

anisole : 1,25g (11,4 mmoles) ;

acide trifluoroacétique : 150 ml ;

2,49 (65%) du composé 90 sont recueillis.
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RMN "H (CDCl3) & ppm : 1,33 (m, 2H, NH(CH>),CH,) ; 1,50 (m, 2H,
NHCH,CH>) ; 1,61 (m, 2H, CH,CH,CO) ; 2,20 (t, 2H J=7Hz, OCH,CH»CO) ; 2,50 (t, 2H
J=7,7Hz, CH,CH,CH»CO) ; 3,20 (t, 2H J=5Hz, CH,;NH) ; 3,50-3,65 (m, 14H, OCH,CH,O
et CH,0CO) ; 5,55 (dd, 1H Jay=10Hz et Jax=1,8Hz, CH»=) ; 6,02 (dd, 1H Jua=10Hz et
JMX=17HZ, Cﬂ=) s 6,31 (dd, 1H JXA=1,8HZ et JXM=17HZ, Cﬂ2=).

RMN *3C (CDCls) & ppm : 24,5 (CH,CH,CH,CO) ; 26,4
NHCH,CH,CH,) ; 27,4 (NHCH,CH,) ; 33,8 (CH,CH,CH,CO) ; 34,7 (CH,COOH) ; 39,1
NHCHy), 61,5 (COOCHS,) ; 63,6 (OCH,CH,COOH) ; 66,6 (COOCH,CH-0) ; 70,1-70,4
(OCH,CH,0),) ; 126,3 (CH»=) ; 130,7 (CH=) ; 166 (CONH) ; 173,7 (COO) ; 174,1
COOH).

P

91:X=NH

C18H32N207 MM = 388,46 gmol”

compose 89 : 1,24g (2,8 mmoles) ;

anisole : 0,4g (3,7 mmoles) ;

acide trifluoroacétique : 75 ml ;

0,959 (90%) du composé 91 sont recueillis.

RMN "H (CDCls) 8 ppm 1,33 (m, 2H, NH(CH.),CH,) ; 1,60 (m, 2H,
NHCH,CH,) ; 1,80 (m, 2H, CH,CH,CO) ; 2,15 (t, 2H J=7Hz, OCH,CH,CO) ; 2,45 (t, 2H
J=7,7Hz, CH,CH,CH,CO) ; 3,1 (t, 2H J=5,3Hz, CH,NH) ; 3,30 (t, 2H J=5Hz, CH,NH) ;
3,50-3,65 (m, 12H, OCH,CH,0) ; 5,55 (dd, 1H Jaw=10Hz et Jax=1,8Hz, CH,=) ; 6,02
(dd, 1H Jya=10Hz et Jux=17Hz, CH=) ; 6,31 (dd, 1H Jxa=1,8Hz et Jxu=17Hz, CH,=).

RMN *3C (CDCls)  ppm 24,5 (CH,CH,CH,CO) ; 26,4
NHCH2CH2CH,) ; 27,4 (NHCH,CH>) ; 34,8 (CH,CH,CH,CO et CH,COOH) ; 39,5
CONCH,) ; 40,9 (NHCH) ; 63,30 (OCH,CH,COOH) ; 66,6 (COOCH,CH,0) ; 70,3-70,6
(OCH,CH,0),) ; 125,7 (CH,=) ; 131 (CH=) ; 165,5 (CONH) ; 172,5 (COO) ; 173,8
COOH).

.~~~ A~
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92 : 12-[(6-acrylamido)hexanoate]-4,7,10-trioxadodécanoate de [ [2-(3-(N-9-
hypoxanthyl)) prop-1-ényl] diméthyl silyl] méthyle.

93 : 12-[(6-acrylamido)hexanamido]-4,7,10-trioxadodécanoate de [ [2-(3-(N-9-
hypoxanthyl)) prop-1-ényl] diméthyl silyl] méthyle.

(0]
N
o Wt
\)LNHMX\/\O/\/O\/\O/\)LOCS\ N N~
(0]

Dans une solution de 100 ml de dichlorométhane le composé acide est ajouté.
La solution, sous azote et forte agitation, est placée a 0°C, puis le
dicyclohexylcarbodiimide est additionné. La réaction tourne pendant 30 minutes puis
I'analogue 70 est introduit dans la solution. Aprés 20 heures de réaction a température
ambiante la solution est placée a 0°C de fagon a augmenter la précipitation de la
cyclohexylcarbodiimide urée. Elle est alors filtrée sur un verre fritté de porosité 3 et le
solvant est évaporé sous pression réduite. Le produit est alors purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice avec comme éluant un mélange de

dichlorométhane / méthanol, 95/5.
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C29H45N50,Si MM = 635,79 gmol™

composé 90 : 0,5g (1,28 mmoles) ;
composeé 70 : 0,36g (1,28 mmoles) ;

DCC : 0,369 (1,28 mmoles) ;
Dichlorométhane : 20 ml ;

0,159 (15%) du composé 92 sont recueillis.

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,2 (s, 6H, (CH3)2Si) ; 1,33 (m, 2H, NH(CH,),CH>) ; 1,50 (m,
2H, NHCH,CH) ; 1,6 (m, 2H, CH,CH,CO) ; 2,20 (t, 2H J=7,7Hz, OCH,CH.CO) ; 2,50
(t, 2H J=7,7Hz, CH,CH,CH,CO) : 3,20 (t, 2H J=5Hz, CH,NH) ; 3,50-3,65 (m, 14H,
OCH,CH,0 et CH,OCO) ; 5,10 (s, 2H, CH,N) ; 5,50 (dd, 1H Jau=10Hz et Jax=1,8Hz,
CH,=) ; 5,68 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH,=) ; 5,91 (d, 1H J%®™=1,2Hz, CH,=) ; 6,12 (dd, 1H
Jwa=10Hz et Jyux=17Hz, CH=) ; 6,31 (dd, 1H Jxa=1,8Hz et Jxu=17Hz, CH.=) ; 8,23 (s,
1H, H8) ; 8,7 (s, 1H, H2).

RMN "3C (CDCl3) 8 ppm : -4,7 ((CH3)2Si) ; 24,5 (CH,CH.CH,CO) ; 26,4
(NHCH,CH,CH,) ; 27,4 (NHCH,CH,) ; 33,8 (CH,CH,CH,CO) ; 34,7 (CH,COOH) ; 39,1
(NHCH,) : 43,3 (CH20) ; 51,3 (CH2-N) ; 61,5 (COOCH,) ; 63,30 (OCH,CH,COOH) ;
66,6 (COOCH,CH,0) ; 70,2-70,5 ((OCH,CH,0),) ; 125,9 (C=CH,) ; 126,2 (CH>=) ;
130,26 (CH,=) ; 130,7 (CH=) ; 142,2 (C5) ; 145,6 (C8) ; 151,7 (CB) ; 152,2 (C2) ; 166
(CONH); 173,7 (COO) ; 174,1 (COO) ; 174,5 (C4).

93: X = NH

C2oH46N6OsSi MM = 634,81 gmol™

compose 91 : 0,61g (1,6 mmoles) ;
composeé 70 : 0,45g (1,6 mmoles) ;

DCC : 0,32g (1,6 mmoles) ;
Dichlorométhane : 20 ml ;

0,199 (19%) du composé 93 sont recueillis.

RMN "H (CDCls) 8 ppm : 0,2 (s, 6H, (CH3)2Si) ; 1,33 (m, 2H, NH(CH,),CH>) : 1,50 (m,
2H, NHCH,CH,) ; 1,61 (m, 2H, CH,CH,CO) ; 2,20 (t, 2H J=7,7Hz, OCH,CH,CO) ; 2,50
(t, 2H J=7,7Hz, CH,CH,CH,CO) : 3,02 (t, 2H J=5,3Hz, CH,NH) ; 3,20 (g, 2H J=5Hz,
CH,NH) ; 3,50-3,65 (m, 12H, OCH,CH,0) ; 5,10 (s, 2H, CH2N) ; 5,45 (dd, 1H Jaw=10Hz
et Jax=1,8Hz, CH,=) ; 5,52 (d, 1H J%™=12Hz, CH,=) ; 5,86 (d, 1H J%™=1,2Hz, CH.=) ;
5,95 (dd, 1H Jua=10Hz et Jux=17Hz, CH=) ; 6,31 (dd, 1H Jxa=1,8Hz et Jxw=17Hz,
CH,=); 8,13 (s, 1H, H8) ; 8,7 (s, 1H, H2).
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RMN "3C (CDCls) & ppm : -4,7 ((CH3),Si) ; 24,5 (CH,CH,CH,CO) ; 26,4
(NHCH2CH2CH,) ; 27,4 (NHCH,CH>) ; 33,8 (CH,CH2CH,CO) ; 34,7 (CH,COOH) ; 39,1
(NHCH>) : 40,9 (NHCHS.) ; 51,3 (CH2-N) ; 61,5 (COOCH,) ; 63,30 (OCH,CH,COOH) ;
66,6 (COOCH,CH,0) ; 70,2-70,5 ((OCH2CH,0),) ; 125,9 (C=CHy) ; 126,2 (CH,=) ;
130,26 (CH.=) ; 130,7 (CH=) ; 142,2 (C5) ; 145,6 (C8); 151,7 (C6) ; 152,2 (C2) ; 166
(CONH) ; 173,7 (COO) ; 174,1 (COO) ; 174,5 (C4).
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4-2. BIOLOGIE

4-2.1. CULTURE CELLULAIRE

Les prélévements de moelle osseuse humaine (Pr. Durandeau, Service Traumatologie,
CHR Pellegrin) sont obtenus a partir de la diaphyse fémorale de patients sains (agés de 20
a 60 ans), subissant des interventions chirurgicales au niveau de la hanche aprés un traumatisme.
La moelle osseuse est homogénéisée par des passages successifs dans des aiguilles de diametre
décroissant : G-16, G-18 puis G-20 et centrifugée a 800xg pendant dix minutes. Le culot est re-
suspendu par 10 ml de milieu IMDM supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal et de
dexaméthasone a 10™® M. Cette suspension cellulaire est ensemencée a 4.10° cellules / cm” dans
ce méme milieu, incubée en atmosphére humide (5% CO,, 95% air) a 37°C. Le milieu de culture
est remplacé tous les quatre jours, et la dexaméthasone (4 la méme concentration 10 M), est

ajoutée lors des trois premiers changements de milieu.

4-2.2. CYTOCOMPATIBILITE DES SILA-CONJUGUES
SYNTHETISES

4-2.2.1. INTRODUCTION

Il s’agit de tests colorimétriques permettant de mettre en évidence une activité
métabolique cellulaire ou simplement la viabilit¢ cellulaire. La mesure de I’intensité de la
réaction colorée a 1’aide d’un spectrophotometre permet une appréciation quantitative. De plus,
pour ces tests de biocompatibilité, les cellules sont placées dans des plaques de culture de
96 puits qui permettent la lecture sur le spectrophotométre. La densité d’ensemencement est

de 20 000 cellules / cm” pour les ostéoblastes en croissance.
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4-22.2. TESTS AUMTT

» Principe

Ce test a été introduit par Moshmann [1] pour déterminer ’activit¢é métabolique
cellulaire. Le MTT ou bromure de 3-(4,5-diméthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium est un sel
de tétrazolium de couleur jaune en solution aqueuse a pH neutre. Il est métabolisé par la
succinate déhydrogénase mitochondriale des cellules vivantes en cristaux bleus de formazan.
La quantité de formazan générée par les cellules apres incubation en présence d’un agent toxique
donne I’indication du nombre et de 1’activit¢ métabolique des cellules vivantes. Toutes ces
mesures sont effectuées a partir d’un contréle positif et comparées par rapport au 100% de ce

controle.

> Protocole

Les plaques de culture sont retirées de I’incubateur apres 24 heures de contact entre les
solutions d’agent potentiellement toxiques et les cellules, chaque puits est rincé deux fois a I’aide
de 0,2 ml de tampon phosphate. Une solution de MTT (0,125 ml a 1 g/ml préparé dans un
tampon de Hanks (cf. annexe) contenant 1 g/l de glucose est distribuée dans chaque puits.
Les plaques sont replacées dans I’incubateur pendant trois heures afin que la réaction
enzymatique attendue survienne. Apres ¢élimination du surnageant, les cristaux de formazan
formés sont solubilisés par addition de 0,1 ml/puits de DMSO. La solubilisation des cristaux est
instantanée, mais leur coloration n’est stable qu’une heure. Les plaques sont donc rapidement
lues dans le spectrophotomeétre a la longueur d’onde de 540 nm, ce qui permet d’obtenir une
valeur d’absorbance par puits. La coloration s’étend de I’incolore pour les concentrations
entrainant 100% de toxicité a une couleur violacée trés foncée pour le témoin et les extraits peu

ou pas toxiques.
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4-2.2.3. TESTS DU ROUGE NEUTRE

» Principe

Ce test a ét¢ mis au point par Parish et Mullbacher [2] en 1983 pour déterminer la
viabilité cellulaire. Le rouge neutre est un colorant vital qui se fixe par liaison électrostatique aux
sites anioniques des membranes lysosomiales dans les cellules vivantes. Une altération de cette
membrane provoque une diminution de la fixation du colorant. L’intensité de la réaction colorée
permet d’évaluer le nombre de cellules vivantes apres incubation en présence de 1’agent supposé

toxique.

> Protocole

Les plaques de culture sont retirées de 1’incubateur aprés 24 heures de contact entre le
compos¢é apparemment toxique et les cellules. Chaque puits est alors rincé au moins deux fois a
’aide de 0,2 ml de tampon phosphate. Une solution de rouge neutre a 0,4% (v/v) dans le milieu
de culture (100 pl/puits) est distribuée dans chacun des puits. Apres trois heures d’incubation a
37°C, la solution de rouge neutre est enlevée et 1’extraction du colorant est réalisée en ajoutant
100pl/puits d’une solution a 1% (v/v) dans I’eau d’acide acétique dans 50% (v/v) d’éthanol.
Les plaques sont agitées pendant cinq minutes. Nous obtenons dans chacun des puits une
coloration d’intensité variable dont 1’absorbance est mesuré sur le spectrophotomére a la
longueur d’onde de 540 nm. La coloration s’étend de 1’incolore pour les extraits entrainant 100%
de toxicité¢ a une couleur plus ou moins rouge pour le témoin et les extraits peu toxiques. Les
résultats que nous avons obtenus sont trés proches voire identiques a ceux mesurés avec le test
MTT. C’est pour cela que dans un souci de clarté nous avons préféré ne présenter dans le

manuscrit que les résultats des tests MTT
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4-2.3. TESTS DU TRANSPORT DES MOLECULES
NATURELLES D'INTERET BIOLOGIQUE

4-2.3.1. TRANSPORT DE L'ACIDE ASCORBIQUE

» Principe

Nous avons effectué ce test afin de caractériser le transport de l'acide ascorbique au
sein des ostéoblastes humains. Les travaux déja décrits pour différents autres types cellulaires
nous ont servi de support d'étude. Nous avons utilisé des cellules humaines en croissance que
nous avons laiss¢é incuber sur différentes durées avec de I'acide ascorbique marqué

radioactivement au carbone 14 et a différentes concentrations.

» Protocole

Nous avons utilisé des plaques de culture 24 puits ensemencées a raison de
5000 cellules/puits. Apres 24 heures de croissance dans 1'é¢tuve a 37°C, 5% CO,, les puits sont
lavés trois fois avec 1 ml de tampon phosphate (annexe). Une solution de 0,3 ml, contenant la
molécule marquée dans le tampon a différentes concentrations, est déposée dans chacun des
puits. La réaction est chronométrée et au temps choisi, le puits est vidé et aussitot lavé trois fois
avec 1 ml de tampon de fagon a bloquer le processus d’entrée de la molécule. Les puits sont alors
vidés du tampon et les cellules sont laissées 2 heures a +4°C en présence de 0,3 ml d’eau
distillée. La lyse des cellules effectuée, les puits sont nettoyés et ’ensemble de la solution
aqueuse est récupéré et mélangé dans un tube a du liquide a scintillation. L’ensemble des tubes
est alors placé dans le compteur gamma et les mesures sont enregistrées en coups par minute

(cpm). Les mesures sont ensuite comparées a des contrdles négatifs et positifs.
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4-2.3.2. CARACTERISATION DE LA DEGRADATION DE
L'ACIDE ASCORBIQUE

» Principe

Pour tenter d'¢lucider l'allure des différentes courbes que nous avions obtenues dans
I'expérience précédente, nous avons imaginé un montage susceptible de caractériser une
éventuelle dégradation de la molécule naturelle soit dans le milieu tampon soit dans la cellule
elle-méme. Pour cela, nous avons de nouveau utilisé des ostéoblastes humains et de l'acide
ascorbique marqué radioactivemement ; mais cette fois I'ensemble de la réaction s'est déroulée

dans un espace confiné avec une entrée et une sortie de gaz contrdlées.

> Protocole

Le montage se compose de deux enceintes A et B hermétiquement closes dans
lesquelles nous allons faire circuler un flux d’argon. L’utilisation de ce gaz lourd inerte avec un
flux de 5 ml / s permet de purger toute trace de gaz plus léger de la premiere enceinte A vers la
deuxiéme B puis vers I’extérieur. Le réseau d’aiguille est donc positionné de fagcon a ce que
I’arrivée d’argon se fasse au fond de I’enceinte A, puis, par I’intermédiaire d’une canule
(positionnée au plus haut de la premicre enceinte), atteigne le fond d’une fiole placée au
préalable dans I’enceinte B. La sortie des gaz se fera par une troisieme aiguille placée le plus
haut possible dans la deuxiéme enceinte (B). L’intérét de ce montage étant de mesurer le plus
précisément possible le dégagement de CO,, nous avons imaginé utiliser une solution de chaux
¢teinte qui sera placée, au moment de la réalisation de I’expérience, dans la fiole de I’enceinte B.
Le bullage des gaz via la canule dans la solution de chaux éteinte devrait permettre de pié¢ger

I’intégralité du CO, radio-marqué dégagé lors de I’expérience.

Nous avons donc réalisé deux expériences. La premicre correspond a un témoin : nous
avons placé dans 1’enceinte A une boite de Pétri de 10 cm” ne contenant pas d'ostéoblaste. Nous
avons ensuite purgé I’atmosphére des deux enceintes pendant une heure avec le flux d’argon.
L’atmosphére étant jugée inerte, nous avons ajouté simultanément 5 ml d’une solution d'acide

ascorbique radio-marqué a une concentration de 10 pM dans le tampon PBS 1X (annexe) dans la
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boite de Pétri (enceinte A) et 15 ml de la solution de chaux éteinte dans la fiole (enceinte B).
L’argon s’est alors mis a buller dans la fiole et nous avons laissé le systeme fonctionner tel quel

pendant quatre heures.

La deuxiéme manipulation est semblable a I’expérience témoin, si ce n’est que la boite
de Pétri est maintenant recouverte d’un tapis cellulaire. Le temps de réaction est une nouvelle
fois de quatre heures (temps au bout duquel nous considérons que I’ensemble des échanges

cellulaires se sont produits).

La réaction terminée, nous prélevons des fractions de la solution de chaux éteinte
(0,5 ml que nous additionnons a 4,5 ml de liquide a scintillation). Les tubes sont alors analysés a
I’aide d’un compteur a scintillation qui mesure le nombre de coups par minute issus des carbones
radioactifs des différentes molécules. De plus nous avons réalisé des mesures annexes permettant
d’obtenir I’ensemble des controles nécessaires a I’interprétation des résultats. Avant chacune des
deux expériences nous avons prélevé une fraction de chaux éteinte. Puis a la fin de la deuxiéme
expérience nous avons lavé plusieurs fois les cellules avec la solution tampon et nous avons
placé 3ml d’eau distillée dans la boite. Apres 24 heures a +4°C nous avons prélevé la solution et
analysé au compteur a scintillation. Les mesures enregistrées correspondent a la radioactivité
présente dans la membrane et a I’intérieur des cellules. L'ensemble des expériences est réalisé en

triple exemplaire.

L'expérience précédente ayant été réalisée sous un flux d'argon, nous avons renouvelé
cette manipulation en utilisant cette fois un flux d'air (débit de 10 ml / s). Le mode opératoire est
sensiblement le méme que celui décrit précédemment si ce n'est que nous avons placé en amont
de l'enceinte A un piege a CO, contenant une importante quantité¢ de chaux éteinte. Ce picge
permet de capter les traces de CO, résiduel qui seraient présentes dans l'air injecté. De plus, des

aliquotes de la chaux contenue dans de ce piege ont été prélevés avant et apres la manipulation.

4-2.3.3. TRANSPORT DE L'HYPOXANTHINE

> Principe

Par analogie avec les expériences réalisées pour caractériser le transport de l'acide
ascorbique, nous avons tent¢ de mettre en évidence le transport de 1'hypoxanthine. Nous avons

utilisé¢ des ostéoblastes en croissance ainsi que de I'hypoxanthine marquée radioactivement au
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carbone 14. Nous avons fait varier le temps de contact entre les cellules et la molécule marquée,

ainsi que la concentration de cette dernicre.

> Protocole

Nous avons utilis¢é des plaques de culture 24 puits, ensemencées a raison de
5000 cellules/puits. Apres 24 heures de croissance dans I'étuve a 37°C, 5% CO, les puits sont
lavés trois fois avec 1 ml de tampon phosphate (annexe). Une solution de 0,3 ml, contenant la
molécule naturelle marquée dans le tampon a différentes concentrations est déposée dans chacun
des puits. La réaction est chronométrée et au temps choisi, le puits est vidé et aussitot lavé trois
fois avec 1 ml de tampon de fagon a bloquer le processus d’entrée de la molécule. Les puits sont
alors vidés du tampon et les cellules sont laissées 2 heures a +4°C en présence de 0,3 ml d’eau
distillée. La lyse des cellules effectuée, les puits sont nettoyés et ’ensemble de la solution
aqueuse est récupéré et mélangé dans un tube au liquide a scintillation. L’ensemble des tubes est
alors placé dans le compteur gamma et les mesures sont enregistrées en coups par minute (cpm).

Les mesures sont ensuite comparées par rapport a des controles négatifs et positifs.

4-2.4. TESTS D’INHIBITION DU TRANSPORT DES
MOLECULES NATURELLES

4-24.1. INTRODUCTION

Nous avons effectué¢ des tests d'inhibition semblables pour les deux molécules
naturelles que sont 1'acide ascorbique et I'hypoxanthine. C'est pour cela qu'un seul protocole est
décrit ci-apres. Les sila-conjugués synthétisés sont placés un a un en présence des cellules et de

la molécule naturelle correspondante.
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4-2.4.2. MISE EN (EUVRE DU TEST

» Principe

Ce test a été mis au point pour déterminer 1’éventuelle capacité de sila-conjugués a
étre reconnu par le transporteur de la molécule naturelle. Pour cela nous avons utilisé¢ la molécule

marquée radioactivement au carbone 14 comme traceur.

> Protocole

Les plaques de culture (de 24 puits et ensemencées a raison de 5000 cellules/puits)
sont retirées de I’incubateur aprés 24 heures de croissance. Les puits sont lavés trois fois avec
1 ml de tampon phosphate (annexe). Une solution de 0,3 ml, contenant la molécule marquée et
son analogue a tester dans du tampon, est placée au contact des cellules dans chaque puits.
La réaction est chronométrée et au temps choisi, le puits est vidé et aussitdt lavé trois fois avec
1 ml de tampon de facon a bloquer le processus. Les puits sont alors vidés du tampon et les
cellules sont laissées 2 heures a +4°C en présence de 0,3 ml d’eau distillée. La lyse des cellules
effectuée, les puits sont nettoyés et 1’ensemble de la solution aqueuse est récupéré et mélangé
dans un tube au liquide a scintillation. L’ensemble des tubes est alors placé dans le compteur
gamma et les mesures sont enregistrées en coups par minute (cpm). Les mesures sont ensuite

comparées a des contrdles négatifs et positifs.
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4-2.5. TESTS D’ ATTACHEMENT DES
OSTEOPROGENITEURS SUR LE PVDF

4-2.5.1. INTRODUCTION

Apres avoir synthétisé le bio-conjugué, 1’avoir fixé sur le PVDF et I’avoir caractérisé
par IR-TF, nous avons effectué¢ la derniére étape de ce travail : le test d’adhésion des HBMSC

sur le PVDF chimiquement modifi¢.

4-2.5.2. MISE EN (EUVRE DU TEST

» Principe

Ce test a été effectué selon une méthode adaptée de celle décrite dans la littérature
[3,4]. Le plastique des boites de culture constitue le témoin qui représente 100% d’adhésion

cellulaire. Le revétement d'agarose, représente ici le témoin de non-adhésion cellulaire.

> Protocole

Les cellules sont ensemencées a une densité cellulaire de 1,5 10* cellules/cm? dans du
milieu de culture dépourvu de SFV et de rouge phénol, et sur le matériau puis incubé trois heures
a 37°C, 5% CO,. Apres lavage de la couche cellulaire avec du PBS 0,1M pH 7,4 le nombre des
cellules adhérentes est quantifié par le dosage de I’activité de 1’enzyme lysosomiale,
la N-acétyl-B-D-hexosaminidase. 180ul de la solution substrat : p-nitrophényl N-acétyl-B-D-
glucosaminide 7,5mM, citrate de sodium 0,1M pH 5, Triton-X100 5% (v/v) sont respectivement
ajoutés dans les cupules de 1 cm” et sur les biomatériaux. Aprés incubation pendant deux heures
a 37°C en chambre humide, la réaction est arrétée par l'addition de 270 pl de tampon PBS
0,1M pH 10,4 contenant de la glycine 50mM et de I'EDTA 5mM puis la réaction est quantifiée
par la lecture au spectrophotometre a 405 nm (Dynex MRX Microplate Reader). Les résultats
sont exprimés en pourcentage d’adhésion par rapport au plastique des boites de culture,

considéré comme la valeur controle correspondante au 100%.
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4-3. GREFFAGE

4-3.1. PVDF ET IRRADIATION

Le PVDF utilisé nous a été fourni par Madame Natacha BETZ du Département de
Recherches sur I’Etat Condensé, les Atomes et les Molécules, du Commissariat a 1’Energie
Atomique (CEA) de Saclay. Il se présente sous forme de feuilles de 25uM d’épaisseur.
Nous avons pour notre part découpé des fragments de lcm de coté facilitant les différentes

manipulations et analyses.

Pour servir de support de greffage le PVDF est tout d’abord lavé dans un soxhlet avec
du toluéne pendant 24 heures. Les matériaux sont alors récupérés et séchés sous vide par
I’intermédiaire d’une pompe a palette pendant 6 heures. C’est apres cette étape de lavage qu’ils

sont alors susceptibles d’étre irradiés.

Les biomatériaux sont placés dans un irradiateur y au césium 137. L’irradiation est
effectuée sous air sur une période de 36 heures. Ce temps est défini de facon a délivrer une dose
de 100 kGy sur les matériaux. Ces derniers sont ensuite stockés dans un ballon sous argon et

placés a 4°C.

4-3.2. REACTION DE GREFFAGE

Les fragments de PVDF sont introduits dans un ballon de 100ml a fond plat contenant
une solution de toluéne mélangé au bio-conjugué 93 (10%). Le systéme est alors chauffé a 60°C
pendant trois heures. Les matériaux sont retirés et placés de nouveau dans le Soxhlet au reflux du
toluéne pendant 24 heures. Ce lavage terminé, ils sont mis sous vide pendant une période de

6 heures.
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ANNEXE

Tampon de HANKS

Sa composition pour 10 litres d’eau distillée est :
CaCl; (anhydre) : 1,4 g/l

KCI: 4 g/l

KH;PO4: 0,6 g/l

MgCl,, 6H,0 : 1¢g/1

NaCl : 80 g/l

Na,HPOy4, 7H,0 : 0,9 g/1

D-glucose : 10 g/l

Le pH est ajusté a 7,4

Tampon PBS

Sa composition pour 10 litres d’eau distillée est :
KCI: 2 g/l

KH,POy4 : 2 g/l

NaCl : 80 g/l

Na,HPO4, 7TH,0 : 11,5 g/l

Le pH est ajusté a 7,4
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Résumé

Nous présentons dans ce mémoire une étude visant a améliorer les propriétés ostéoinductrices
d'un matériau biocompatible par fonctionnalisation chimique de sa surface. Aprés avoir
identifi¢ différentes molécules d’intérét biologique comme I’acide L-ascorbique et plusieurs
bases nucléiques, nous avons vérifi¢ le transport de I’acide ascorbique au sein des cellules
osseuses malgré la mise en évidence, originale, de sa dégradation partielle, par
décarboxylation. Parmi les différentes bases nucléiques étudiées, nous avons ensuite
caractéris¢, pour la premicre fois dans les cellules osseuses humaines, un transport actif
d’hypoxanthine. Nous avons synthétisé un bio-conjugué constitu¢ d’un bras espaceur et d’un
lien organo-silicié associé a une molécule organique d'intérét biologique. La cytotoxicité et
I’inhibition du transport des molécules naturelles sélectionnées ont été évaluées pour chacune
des molécules synthétisées. Deux d’entre elles ont été caractérisées en tant qu'inhibiteurs du
transport de 1’hypoxanthine dans les cellules ostéoprogénitrices humaines. Dans 1’étape
suivante, nous avons greffé le bio-conjugué a la surface du matériau choisi : le polyfluorure
de vinylidéne (PVDF) apres irradiation y. La surface du biomatériau a été analysée avant et
aprés greffage par spectroscopie FT-IR en mode ATR. Enfin, I’impact de la modification
chimique de la surface du biomatériau sur le taux d’adhésion cellulaire a été évalué pour

conduire a des premiers résultats encourageants pour la suite de cette étude.

Titre

Conception et évaluation de modifications biospécifiques de biomatériaux

Mots clés

Synthése organique, silicium, hypoxanthine, acide ascorbique, réaction de Mitsunobu,
hydrolyse enzymatique, cellules ostéoprogénitrices, poly(fluorure de vinylidéne), greffage par

irradiation vy, transport, adhésion cellulaire.
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