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Abréviations

AcOEt : Acétate d’éthyle

C.C.M : Chromatographie sur Couche Mince
CH2Cl2: Dichlorométhane

d : doublet

ddd : doublet dédoublé

D,0 : Eau deutéree

DIBAH : Diisobutylaluminiumhydride
DMSO : Diméthylsulfoxyde

DMSO-d6 : DMSO deutéré 6X

éq : équivalent

EtOH : Ethanol

HMPA : Hexaméthylphosphoric triamide
HPLC : High Pressure Liquid Chromatography (Chromatographie Liquide Haute
Performance)

HCOONHy, : formiate d’ammonium

Hz : Hertz

LCMS ou LC/SM : Liquid Chromatography Mass Spectrometry (Chromatographie liquide
couplée a un spectromeétre de masse)

MeCN : Acétonitrile

MeOH : Méthanol

NH4OH : Hydroxyde d’ammonium

NMP : N-méthyl pyrrolidone

Pds : poids

ppm : parties par millions

g : quadruplet

Rdt : rendement

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

s : singulet

scaffold : (échaffaudage en anglais) Partie centrale d’une molécule détenant la majorité de
I’activité biologique

t: triplet

T : température

TA : température ambiante

TEA : Triéthylamine

TFA : Trifluoroacétate

THF : Tétrahydrofurane

WE : Week-end



Introduction

1. Présentation générale de la société

J’ai effectué mon stage de premiére année au sein du service Chimie Exploratoire Oncologie
du centre de recherche de Vitry-Alfortville. Ce département travaille sur la synthese de
nouvelles molécules a propriétés anticancéreuses.

1. a Contexte mondial :

L’industriec mondiale du médicament a connu durant la derniére décennie nombre de
rapprochements de grands groupes mondiaux, dans le but de faire face aux codts toujours
croissants de la recherche, mais aussi d’avoir une plus forte présence sur les marchés. Ils ont
aussi pour but I’acquisition de nouvelles technologies, 1’introduction dans un nouveau
domaine thérapeutique, ou méme 1’implantation dans un pays étranger.

En 2005, le marché du médicament a 1’échelle mondiale a été évalué a 643 milliards d’euros.
Le marché Nord-Américain reste le plus important avec 48 % du marché mondial devant
I’Europe (30%) et le Japon (9%) (source : www.imshealth.com). L’Allemagne et la France
représentent les premiers marchés européens.

Le marché mondial du médicament en 2005

Source : IMS Health
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1. b Présentation du groupe Sanofi-Aventis :

Sanofi-aventis est le premier groupe européen de I’industrie pharmaceutique. Ses activités
s’étendent sur divers domaines thérapeutiques, dont les principaux sont : la thrombose, les
maladies du systéme nerveux central, les maladies cardiovasculaires, 1’oncologie (les plus
gros effectifs sont sur le site de Vitry), la médecine interne et les vaccins.



Source : Sanofi-Aventis
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Implantation de la recherche et de la production du groupe sanofi-aventis dans le
monde

Le groupe est présent dans une 16 196 Source : Sanofi-aventis
centaine de pays (France, USA,
Hongrie, Japon, Grande-Bretagne...)
et compte plus d’une centaine de
milliers de collaborateurs a travers le
monde, dont pres de 19.000 en
recherche et développement.

Une grande partie des effectifs est . ) )
basée en Europe. On compte Effectifs du groupe par zones géographiques
environs 2500 personnes sur le site

de Vitry-Alfortville.
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Chiffres-clés (Source Rapport Annuel 2005) :

- 7 domaines thérapeutiques majeurs: cardiovasculaire, thrombose, maladies
métaboliques, oncologie, systeme nerveux central, medecine interne, vaccins

- 1% groupe européen et 3°™ mondial de I’industrie pharmaceutique

- Chiffre d’affaires 2007 : 28 Mds €

- Investissements R&D en 2007 : 4,5 Mds €

- 47 produits en phases avancées et 30 nouveaux produits pourraient étre soumis d’ici
fin 2010

- Pres de 97200 collaborateurs dans le monde

- Une présence dans plus de 100 pays

Un petit peu d’histoire :

Sanofi-aventis est né en 2004 de 1’union du groupe frangais Sanofi-Synthélabo et du groupe
franco-allemand Aventis. Le premier est issu de la fusion de la filiale pharmaceutique de
1I’Or¢al et de celle de Total. Quant au second, il est né d’une suite de fusions et d’acquisitions
au fil des axes de recherche stratégiques (les francais Rhéne-Poulenc et Roussel, les
américains Rorer et Marion, 1’allemand Hoechst et le britannique Fisons).



Histoire de la société sanofi-aventis
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Le site de Vitry a été au centre de ces évolutions, puisque sur I’emplacement actuel, Etienne
Poulenc a entreprit en 1908 de batir le centre de production (CPV). Ce dernier s’est agrandi
au gré de 1’évolution des connaissances et des moyens du groupe, et le centre de recherche
(CRVA) s’y est ajouté.

A Vitry-Alfortville, les efforts sont aujourd’hui concentrés autour de la lutte contre le cancer
et les maladies neurodégénératives.

Site de recherche de Vitry-Sur-Seine

Les stratégies de sanofi-aventis sont articulées
autour de six valeurs essentielles : 1’audace, la
créativité, le courage, le respect, la performance et
la solidarité. La priorité est donc donnée a la
recherche avec aujourd’hui plus de 125 molécules
et vaccins en développement et un chiffre d’affaires
estimé en 2006 a 28,4 milliards d’euros.

Source : Sanofi-aventis

1. ¢ Description du département oncologie :

Le département est subdivisé en trois services: «oncologie 1», «oncologie 2 », et
«oncologie 3 ». Les équipes sont réparties sur plusieurs laboratoires dans chaque service.
Celle de monsieur Babin dépend de « oncologie 1».

La direction de ce service est actuellement assurée par monsieur Serge Mignani, et celle du
département par monsieur Christoph Lengauer.



Organisation du département Oncologie

Source : Sanofi-aventis
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2. Contexte de I’étude

2.a Mais qu’est-ce qu’un cancer ?

Le cancer, qui touche dix millions de personnes chaque année, constitue un Véritable
probléme de santé publique. Cette pathologie résulte de la multiplication anarchique des
cellules touchées qui se caractérisent par :

- une division cellulaire qui ne tient plus compte des signaux de controle de 1’organisme
porteur.

- une perte des relations avec les cellules voisines et un envahissement des tissus
adjacents, supporté par une vascularisation propre et la création d’un tissu de soutien
de la masse tumorale.

- la création de métastases : cellules tumorales qui migrent et se développent a distance
du site initialement atteint.

La difficulté dans le traitement des pathologies rassemblées sous le vocable de « cancer »
provient de I’extréme variété des profils de malades et de tumeurs. Ainsi, pratiquement toutes
les cellules de I’organisme peuvent étre affectées d’un tel déréglement, et le traitement doit
prendre en compte 1’état général du malade et le stade de développement de la maladie.

2. b Evolution de la maladie:

La maladie comprend en général quatre stades, du développement initial aux métastases :

Le cancer in situ (stade 0): Les cellules cancereuses sont en nombre limité et la tumeur reste
localisée.

Le cancer infiltrant (stade | ou 11) : La tumeur y est encore localisée mais les cellules cancéreuses
tendent & infiltrer les tissus avoisinants.




La maladie localement avancée (stade 111) : Les cellules du cancer infiltrant se detachent de la
tumeur pour aller se propager par les vaisseaux lymphatiques et sanguins et s’accumuler dans les
tissus et ganglions lymphatiques.

Dissémination métastatique (stade 1V) : Les cellules cancéreuses ayant essaimé par les voies
sanguines et lymphatiques si fixent alors sur d’autres organes et tissus (poumons, cerveau, 0s...)
et y forment des tumeurs secondaires nommees « métastases ».

Stades d’évolution d’un cancer
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3. Présentation de la cible : les protéases

3. a Qu’est ce qu’une protéase ?

Les protéases (ou peptidases ou enzymes protéolytiques) sont des enzymes qui brisent les
liaisons peptidiques des protéines™. On parle alors de coupure protéolytique ou de protéolyse.
Ce processus implique 'utilisation d’une molécule d’eau ce qui les classe parmi les
hydrolases.

Les fonctions biologiques des protéases sont variées : elles interviennent dans la maturation
des protéines, dans la digestion des aliments, dans la coagulation sanguine, dans le
remodelage des tissus au cours du développement de I’organisme et dans la cicatrisation.
Certaines protéases sont des toxines, comme la toxine botulique.

Certaines protéases sont produites sous forme de précurseurs inactifs, appelés zymogénes.

Ils sont en général activés par une coupure protéolytique qui libére I’enzyme fonctionnelle et
déclenche ainsi I’activité. Il existe ainsi des processus de protéolyse en cascade, en particulier
dans la coagulation.

3. b Mécanisme d’action



Plusieurs mécanismes d’action ont été décrits pour les protéases, ce qui permet de les
regrouper en grandes familles mécanistiques, en fonction de la nature du ou des acides amineés
du site actif impliqué dans la catalyse. On distingue ainsi :

- Les protéases a sérine qui possédent une triade catalytique caractéristique comprenant une
sérine (d’ou leur nom), une histidine et un aspartate. Le groupement hydroxyle de la sérine
joue le réle de nucléophile et attaque le carbonyle de la liaison peptidique. Parmi les protéases
a sérine, on peut citer :

- la trypsine du pancréas, spécifique des liaisons peptidiques dans lesquelles 1’acide

aminé engagé par son carboxyle est une lysine ou une arginine.

- la chymotrypsine du pancréas s’attaque a des liaisons peptidiques ou le carboxyle engagé

est un acide aminé hydrophobe ou aromatique.

- la thrombine qui clive le fibrinogéne en fibrine lors de la coagulation sanguine.

- Les protéases a thiol qui possedent une cystéine dans leur site actif. Dans ces protéases, le
réle du nucléophile est joué par le soufre de la cystéine, sous forme de thiolate déprotoné.
Parmi les protéases a thiol, on peut citer :
- la papaine, protéine végétale. Spécifique des liaisons peptidiques dans lesquelles 1’acide
aminé engagé par son carboxyle est un acide aminé basique, aromatique ou apolaire.
- les caspases, protéases qui interviennent dans le processus d’apoptose ou mort cellulaire
programmée.

- Les protéases acides agissent a pH acide et possédent un acide aspartique sur leur site actif.
Par exemple :
- la pepsine : spécifique des liaisons peptidiques dans lesquelles est engagé un acide aminé
aromatique (fonction amine).
- la protéase du VIH-1.

- Les métalloprotéases qui possédent un cation métallique, en général un atome de zinc, fixé
fortement a la protéine par les chaines latérales de plusieurs acides aminés. Le cation
métallique intervient directement pour activer une molécule d’eau qui clive la chaine
peptidique. Par exemple :

- la thermolysine

- les protéases de la matrice extracellulaire

- les protéases a thréonine (décrites en 1995)

- les protéases a acide glutamique (décrites en 2004)

Dans les deux premiere familles de protéases que nous venons de décrire, 1’eau intervient
apres la formation de I’intermédiaire tétraédrique alors que dans les deux derniere familles,
I’eau est le nucléophile direct.



Mécanisme catalytique d’une protéase a aspartate
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4. Obijectif

Mon objectif durant ce stage a été de trouver différentes voies de synthése pour un inhibiteur
de protéase de la famille des protéases acides ou protéases a aspartate.

Il a fallu que je montre que les réactions chimiques qui étaient théoriquement possibles
pouvaient se réalisées aussi pratiquement tout en essayant de varier les conditions opératoires
pour un meilleur rendement final.
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Résultats et discussion

1. Contexte chimique : le couplage de Suzuki

Dans la perspective de synthétiser de nouveaux agents antitumoraux, il m’a été demandé de
travailler plus particuliérement un couplage de Suzuki®. Cette réaction n’ayant pas encore 6té
abordée en cours, il m’a paru intéressant d’en détailler le principe sachant que cette réaction a
déja été mise en ceuvre par une précédente stagiaire®,

L’équation-bilan de cette réaction est la suivante :

Pd(0
ArR¥ + Ar-B(OH), PO

1. a Principe de la réaction

Il s’agit d’un couplage entre un acide arylboronique et un halogénure d’ arglle permettant la
synthése d’un biphényle. La réaction a besoin d’un catalyseur au palladium™> comportant des
ligands phosphines (exemple: le tétrakis(triphénylphosphine) Pd(PPh3);). L’acide
arylboronique, quant a lui, est activé par une base.

Ar-fﬂ\r'«>/—‘ Pdi0) \g Ar-x

Ar-P- At Ar-Pi-

B{OH), MNaldH
Ar-Pd-0OH

ArB(OH); ———=  ArB(OH),

1. b Mécanisme

Le complexe de palladium subit tout d’abord une addition oxydante au cours de laquelle le
palladium passe du degré d’oxydation 0 au degré d’oxydation 2. L’utilisation d’une base
permet ensuite 1’activation du boronique, nécessaire a la transmétallation. Enfin, une
élimination réductrice régénere 1’agent catalytique et libére le biphényle attendu.

Cette réaction chimique a été publiée pour la premiere fois en 1979 par Akira Suzuki.
Souvent, cette réaction est surnommeée la réaction de Miyaura-Suzuki.

Exemple en synthése : (°)

ArX, Ba(OH),

Br 1. tBuLi, THF B(OME), B(OH), Ar
-78°C MeOH/H 0 Pd(PPh
I N\ o ——— [\ / \ I\
N Ph 2. B(OMe), NS NF ph C HGIH O/MeOH y Ph
_78° |
ts 78°C ts ts

Cependant, de trés nombreux dérivés boroniques sont commerciaux.
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Le méme type de réaction peut étre conduit en utilisant 1’étain a la place du bore ; c’est la
réaction de Stille.

1. ¢ Le palladium Tétrakis

Tétrakis (triphenylphosphine) palladium (0) est le composé chimique abrégé Pd(PPh3),, ou
méme PDP,. Il s’agit d’un solide cristallin jaune vif qui devient brun lors de la décomposition
dans I’air. Les quatre atomes de phosphore sont dans les coins d’un tétra¢dre entourant le
palladium (0) qui est au centre du complexe”’. Pd(PPhs3), est trés souvent utilisé comme
catalyseur dans les réactions de couplage®.

Ce complexe est établi en deux étapes a partir de Pd (II) :

PdCI, + 2PPh; —— = cis-PdCl, (Pph3)2
- cis-PdCl, (PPh3), + 2PPhs + 2,5N,Hs ——= Pd(PPhg)s + 0,5N; + 2N,Hs + CI

Des réducteurs autres que 1’hydrazine peuvent étre employes.

Structure du tétrakis(triphénylphosphine)palladium(0) :

2. Schéma réactionnel du travail qui m’a été confié

O N
Br N\ R/O N\ Me,SnCl R BN
R—OH + |  — | - o | .
BulLli T "Me
Me Me

3. Essais réalisés

Les objectifs de ces essais sont les suivants :
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/86/Tetrakis%28triphenylphosphine%29palladium%280%29-3D-sticks.png

- reussir une condensation

- préparer un dérivé de type stannane

- réussir la bromation d’un hétérocycle puis le faire réagir dans une réaction de Suzuki
- ces deux derniers permettent d’accéder a des structures de type Ar-Ar

3.a

Sur cette réaction de condensation, nous avons tenté d’optimiser certains critéres pour obtenir
un meilleur rendement comme la température de chauffage, la base et le solvant.

Réaction®*%1!)
P RS
R—OH + Br — |
— =
Alcool 2- Autres Solvant | Chauffage | Rdt | Aspect
bromopyridine | produits Pds
2h30 a
60°C
1,2éq % d’heure
1éq (2- K2CO3 DMF a100°C 23% | Cristaux
chloropyridine) (5€q) Unenuita | 0,4g | orangés
120°C
Y heure a
140°C
NaOH lhaTA
1,5€éq 1éq alN Acétone | Unenuita | Aucun | Solution
50°C produit | vert pale
(1,2€éq) 1h a 100°C
K,CO3
(7éq) 25% Poudre
6éq 1éq Kl (0,26q) | NMP | 5h a150°C
Cul 30,2mg | blanche
(0,2éq)
NaH a 60%
dans 0,7% | Cristaux
I’huile Y heure a
5éq 1éq Kl NMP TA
(0,2éq) 2h a 150°C
Cul 13,4mg | orangés
(0,2éq)
KOH (1€éq) 24h a 80°C | Aucun | Solution
1éq 1éq Kl (0,2éq) | Ethanol
Cul (0,2éq) (X2) produit | noire
Yoheurea | 0,9% | Cristaux
5éq 1éq Cul (1éq) TEA 90°C
96h a 80°C | 6,4mg | marron
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Tert-
1éq 1éq butoxide | HMPA | 10mina 24% | Poudre
de 210°C
potassium (X2) 29,2mg | blanche
(1,08éq)

Ces différents essais nous ont permis de voir que la température de chauffage, la force de la
base et le pouvoir dissociant du solvant jouaient un rdle important dans cette réaction.

On remarque qu’une élévation de la température, une base assez forte et un solvant dissociant
nous faisait avoir plus de produit attendu. Ces méthodes seront retenues par la suite.

3.b

Pour I’ortho-métallation, nous avons d’abord voulu faire un test sur une molécule simple pour
ensuite faire réagir le produit qui nous intéresse. Cela nous permettait de voir comment
réagissait les dérivés d’étain et si les conditions expérimentales sur cette réaction pouvaient
étre employées sur notre produit. Le probleme était de voir si la métallation avait bien lieu en
position 3.

Réaction™

| AN o N o~
_C
Ssoo+ || — |
7\ = = -
Sn
/ ~
2- Chlorure de | Autres produits | Solvant| Temps | Rdt | Aspect
méthoxypyridine | triméthylétain T Pds
Tert- Ya 36,8% | Liquide
1éq 1,05€q butyllithium THF | d’heure a
dans pentane -65°C | 0,3g jaune
1,6M (1,3éq)

Apres avoir eu un rendement acceptable sur cette réaction, nous avons décidé de retenir les
conditions expérimentales pour faire la métallation sur notre produit.

Réaction**™
S Yy — 0
/ / | \
Pyridine | Chlorure de Autres Solvant Temps Rdt Aspect
triméthylétain produits T Lc/SM
Tert- 5 .
L 74 d’heure a -
butyllithium o 0 -
1 éq 1,05éq dans pentane THF R 95 C . 17% o!e Liquide
1,6M (1,36q) 74 d’heure a | produit _
’ ’ 0°C attendu | incolore
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Phenyllithium lha 3% de | Huile
1éq 1,05éq THF produit
(1,3éq) 0°C attendu | jaune

Parmi ces deux essais, on retiendra le premier car il y a plus de produit attendu. Cela est
srement du a la température de réaction et de la nature du lithien. Cependant, le produit n’est
pas majoritaire. On note la présence de dérivés d’étain. Les analyses nous ont montré que
c’¢était des dérivés issus du réactif.

3.¢C

Cette réaction était essentielle pour former le produit qui servira de réactif dans la réaction de
Suzuki.

Réaction

L

0 \\0
Br

Limitant Dibrome Solvant Temps Rdt Aspect
T Pds
1éq 26Q Acide acétique | 3haTA | >100% Poudre jaune
9,52¢

Cet essai a trés bien marché puisque nous avons obtenu un rendement quantitatif.
Ainsi nous avons obtenu suffisamment de produit pour faire plusieurs essais de couplage de
Suzuki en faisant réagir cette molécule sur un acide boronique.
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3.d

Comme nous 1’avons précisé précédemment, ce produit est le réactif essentiel pour tester
notre couplage de Suzuki. Nous avons voulu d’abord faire des tests en le faisant réagir sur un
acide boronique moins important que celui que nous voulions a la base pour mettre au point
des conditions opératoires.

Réaction

L

. )
O/:\Q ' ©/ o (Oj/

O

Limitant | Boronique | Catalyseur Base Solvant | Chauffage | Rdt | Aspect
Pds
Palladium K3PO4 15min a
(triphénylph | (3é0q) 110°C
1éq 1éq osphine) dissous |Dioxanne| 10mina | Aucun | Poudre
Tétrakis dans 150°C | produit | orange
(0.01é0q) I’eau 10min a
180°C
Palladium Cs,CO3
(triphénylph | (3€q) 10mina | 2% de | Poudre
1éq 26q osphine) dissous | Dioxanne produit
Tétrakis dans 160°C | attendu | jaune
(0,05éq) I’eau
Palladium | Cs,COs
(triphénylph | (1,6éq) 2X Aucun | Poudre
1éq 1,5éq osphine) dissous |Dioxanne| 10mina
Tétrakis dans 130°C | produit | orange
(0,05€q) I’eau
Palladium Cs,CO3
(triphénylph | (1,6éq) 2X Aucun | Huile
1éq 1,5éq osphine) dissous |Dioxanne| 10mina
Tetrakis dans 140°C | produit | jaune
(0,05éq) I’eau

Apres ces tests, nous en avons déduit que la réaction se faisait mieux en mettant 3éq de
carbonate de césium et en chauffant a une température assez élevée (160°C).

Ainsi, nous pouvions réaliser la réaction de couplage avec I’acide boronique qui nous
intéressait tout en changeant quand méme des paramétres car nous avions obtenu dans la
réaction précédente peu de produit attendu. Nous voulions quand méme optimiser la réaction.
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Réactio

n(516)

OH 9)
o I
) - CLe ~
(0] + —_—
: Sl
Br
Limitant | Boronique | Catalyseur Base Solvant | Chauffage | Rdt | Aspect
Pds
Palladium | Na,CO;
(triphénylph | (5éq) 2X Aucun | Huile
1éq 1,13éq osphine) dissous |Dioxanne| 15mina
Tétrakis dans 110°C | produit | orange
(0,12éq) I’eau
Palladium Cs,CO3 30min
(triphénylph | (3é0q) a120°C 2% | Produit
1éq 1éq osphine) dissous | Dioxanne
Tétrakis dans 10min a 2mg | jaune
(0,05¢q) I’eau 160°C
Palladium KsPO,
(triphenylph |  (3éq) 3X Aucun | Huile
1éq 1éq osphine) dissous DMF 10min a
Tétrakis dans 160°C | produit | orange
(0,01éq) I’eau
Na,COs3
Palladium (3€q) Ethanol | 15mina | Aucun | Huile
(triphenylph +
1éq 1,13éq osphine) LiCl
Tétrakis (2,8éq)
(0,05€éq) dissous
dans Toluene 150°C | produit | orange
I’eau
Acétate de 1haTA
palladium Une nuit a
(0,2éq) 50°C
+ 2-(di-tert- KF 20mina | Aucun | Milieu
1éq 1,5éq butylphosphi THF 100°C
no)biphenyl (3€q) 10mina | produit | orange
(0,2éq) 160°C
10min a
180°C
Palladium Li,CO3
(triphenylph |  (3éq) 2X 32% | Poudre
1éq 1éq osphino) dissous |Dioxanne| 10mina
Tétrakis dans 160°C | 31,1mg | blanche
(0,2éq) I’eau
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1,1°-bis
(diphenylpho | Li,CO3
sphino) (3€q) 10mina | 12,6% | Poudre
1éq 1éq Ferrocene | dissous |Dioxanne
palladium dans 160°C | 74,8mg | beige
Dichloride I’eau
(0,1€q)
[1,2-biS Li2C03
(diphenylpho | (3éq)
1éq 1éq sphino)ethan | dissous |Dioxanne| 10mina | Aucun | Milieu
e]dichloropal | dans 160°C | produit | jaune
ladium I’cau
(0,1éq)
Bis Li2C03
(acetonitrile) |  (3€éq) 10 mina |14% de| Milieu
1éq 1éq dichloropalla | dissous | Dioxanne produit
dium (0,1éq) | dans 160°C | attendu | noir
I’eau
Acétate de
palladium Li,CO3
(0,1€éq) + 2- (3éq) 10 mina |15% de | Milieu
1éq 1,5€q (di-tert- dissous | Dioxanne produit
butylphosphi |  dans 160°C | attendu | noir
no)biphenyl I’eau
(0,1€q)

Parmi ces essais, nous retiendrons que le palladium Tétrakis et le palladium/férrocéne sont de
bons catalyseurs, que le carbonate de lithium est une bonne base, que le dioxanne est un bon
solvant et qu’il faut chauffer en général une seule fois a 160°C pendant 10min.

C’est avec ces paramétres que nous arrivons a obtenir le plus de produit.

On peut aussi ajouter que le couplage de notre Ar-Br est viable via une réaction de Suzuki.
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Partie expérimentale

1. Techniques utilisées au laboratoire

1. a Logiciels

Chaque essai (tableau de charge, mode opératoire, résultats d’analyses..) est consigné dans un
cahier de laboratoire et dans une application électronique : ARP. Chaque essai est référencé
par le numéro de cahier du chimiste et par le numéro de 1’essai qui correspond au numéro de
page du cahier papier. ARP permet ainsi d’accéder a tous les essais effectués par les chimistes
du site.

Le logiciel ISIS DRAW permet le dessin de molécules et de réactions.

1. b Synthése assistée par micro-ondes

J’ai pu effectuer au cours de mon stage des réactions au four micro-ondes, technique qui a fait
son apparition dans les laboratoires de chimie a la fin des années 90.

Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques de fréquences comprises entre 0.3 et
1000GHz. Les appareils commerciaux fonctionnent a 2450MHz.

L’intérét de cette technique réside dans le fait que les micro-ondes vont activer directement
les ions et les molécules qui possedent un moment dipolaire non nul. Le transfert entre les
micro-ondes et les molécules étant trés rapide (de 1’ordre de la nanoseconde) par rapport au
temps de relaxation des molécules de réactifs ou de solvant (de 1’ordre de 0.1pus), il se crée un
état hors-équilibre qui se traduit par une température instantanée des molécules, non
mesurable mais beaucoup plus élevée que la température du solvant que I’on mesure.
Certaines réactions chimiques sont ainsi beaucoup plus rapides par chauffage micro-ondes
qu’avec un chauffage classique (bain d’huile, plaque chauffage..). C’est le cas de la réaction
de couplage de Suzuki que j’ai découverte au cours du stage.

Couplage de Suzuki assisté par micro-ondes

Mode opératoire : Dans un vial Personal Chemistry, on introduit le substrat (Immol, 1éq), le
dérivé boronique (Immol, 1éq) et K3PO, (Immol, 1éqg) en solution dans 10mL de dioxane
dégazé sous argon. On ajoute le catalyseur palladié (0.01mmol, 0.01€éq), on scelle le vial. On
chauffe au micro-onde jusqu’a disparition du produit de départ (suivi par LC/MS), & une
température T (°C).

On ajoute de 1’eau au mélange réactionnel puis on extrait a I’acétate d’éthyle. On rassemble
les phases organiques que 1’on séche sur MgSO,4 et on améne a sec apres filtration.

On purifie le brut sur colonne de silice.

1. ¢ Purification

Les réactifs utilisés sont pour la plupart des produits Acros ou Aldrich. Les solvants ont été
achetés chez Carlo Erba - SDS.

o) Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

L’avancement des réactions a été suivi par chromatographie sur couche mince (CCM), sur des
plaques Kieselgel 60F;s4 (Merck), les points étant visualisés sous rayonnement UV a 254 nm.
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) Chromatographie sur colonne

Deux appareils permettent la séparation des composants d’un mélange :

- Chromatographie Flash Biotage Quad 3 : cet appareil utilise des colonnes préparées
Biotage ou Merck allant de 2,5g a 100g de silice. La taille des grains de silice est de
I’ordre de 15-40um de diamétre. 1l peut faire 12 purifications simultanément gréace a
un systéme lui permettant d’avoir 12 colonnes de 9g. Le solvant est envoyé dans la
colonne via un compresseur qui envoie de 1’air comprimé. La collecte des fractions se
fait automatiquement.

- HPLC préparative: cet appareil est équipé de deux colonnes de silice greffee C18 :
I’une de dimensions 100*21mm sur laquelle on peut injecter 50mg de produit et
I’autre de dimensions 250*40mm sur laquelle on peut injecter 300mg de produit. On
peut travailler en milieu acide (gradient d’élution eau 0.07% TFA/ acétonitrile 0.07%
TFA) ou en milieu basique (gradient d’¢lution eau HCOONH,4 0.01M NH;OH pH=9-
10 / acétonitrile). L appareil est piloté par le logiciel Gilson Unipoint 2.0 et la collecte
se fait automatiquement lorsque 1’absorption UV dépasse un seuil préétabli.

1. d Technique d’analyse - Spectroscopie

o) Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres RMN 'H ont été réalisés sur un spectrométre Brilker Avance DPX300 & une
fréquence de 300 MHz, en utilisant comme référence interne le tétraméthylsilane (TMS). Les
produits analysés ont été dissous dans du DMSO dg (deutéré 6X). Les déplacements
chimiques d sont exprimés en parties par million (ppm) et les constantes de couplage J en
Hertz.

) Spectrométrie de masse

Les spectres de masse ont été réalisés sur UPLC/SQD

- Colonne BEH C18 1.7 um 2.1 x 50 mm

- A=H20 (0.1% HCO2H); B=CH3CN

- Température de colonne: 60 °C

- Gradient: de 5 a 50 % de B en 0.8 min; 100 % de B a 1.2 min, 100 % de B a 1.85 min, retour
a5 % de Ba1.95min

- Détection: UV-DAD, ELSD, ES + et —

Pour I’'UPLC, il est conseillé de filtrer les échantillons

Quatre spectrometres de masse sont disponibles en libre-service pour I’analyse des
échantillons par couplage chromatographie liquide — UV — spectrométrie de masse — détecteur
a diffusion de lumiére (LC/UV/MS/ELS) de fagon entierement automatique.

Cette technique permet, aprés séparation chromatographique, de suivre les réactions, de
confirmer la présence du produit attendu, de déterminer éventuellement la masse moléculaire
des autres composés présents, et d’en apprécier les proportions relatives. Elle est donc non
seulement utile pour le contréle qualité des produits issus de la synthése paralléle, mais
également dans le cas des bruts réactionnels, pour la recherche du produit attendu dans
différentes fractions, ou encore pour I’optimisation d’une voie de synthése. L’intérét de
I’UPLC est aussi le temps d’analyse qui n’est que de 2min ce qui est bien pour les réactions
au micro-ondes.Techniquement, la seule « contrainte » consiste a dissoudre 1’échantillon
(MeOH, H20, CH3CN, DMSO; le dichlorométhane est a éviter sauf en cas d’absolue
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nécessité) a une concentration trés approximative de 10-3 molaire, dans un flacon approprié
(compatible avec un passeur HP1100 ou Waters).

Pratiquement, le chimiste n’a qu’a saisir le numéro de lot et la masse moléculaire du produit
attendu, et préciser les conditions opératoires au moment de I’enregistrement de la demande
d’analyse; lui est alors signifier ou mettre 1’échantillon (n° de position sur le portoir).

Les résultats, disponibles sous forme de fichier *.rpt, sont disponibles sur le réseau (chemin
d’acces: « crvsacgq0l/acg/ DIA-LG-CHEM-QCLCMS/LIBRE-SERVICE »).

, | -
résultats - =
(fichiers rnt) \ B

portoir détecteur &
d'échantillane diffusion
de lumiére

enregistrement des
demandes d'analyse en
libre service

CLHP spectromtetre
de masse

Traitement automatique des données (OpenLynx):

+ Intégration des pics pour chaque mode de détection (UV, MS, ELS)

+ Reconstitution des spectres correspondants (moyenne des spectres
de chaque pic avec soustraction du bruit de fond de part et d’autre)

+ Recherche du ou des spectres pouvant correspondre au produit
attendu ((M+H]+ (M+1), [M+Na]+ (M+23), etc...)

* Calcul de I’intensité relative du pic du produit attendu par rapport a
tous les autres pics: évaluation de la pureté selon chaque mode de détection.

Présentation des résultats (fichier rpt) : OpenLynx Diversity Browser

Operipes Bame (Ml 14

oy
Y

=l2lx ‘ormoule bryte
. 16 8l Wl 1o L5 T3] form
portoi etz il e —— ! ou masse
T T IT] T] .
s VTS recherchég
W s s,
tly | |

T Conpard | Tructn Tteo [ tuoluiad-]
A~ =TT liste des
pics

signal UV

spectre de
recheriche des ions b masse
correspondant au | 1 e

prodpiit attendu

TIC (Total Ionic Current)
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2. Condensation

Nous avons réalisé plusieurs essais pour tenter de synthétiser une molécule a partir d’un
alcool et de la 2-bromopyridine suivant I’équation :

N _0O N
7\ R

R—OH 4+ Br

2.a

Nous avons tout d’abord réalisé un essai en prenant la 2-chloropyridine au lieu de la 2-
bromopyridine pour voir les différences du point de vue cinétique liées aux halogénes. Le
mode opératoire et les résultats sont présents ci-dessous.

Compound ID Name Formula Molwei | Equ. Mol Weight Volume
ght
ALCOOL 1.000
A DMF 0.0 16.000 ml
MFCD00006228 2-CHLOROPYRIDINE C5H4CIN 113.55 1.200 10.700 mmol 1.215¢g 1mi
d=1,209
MFCD00011382 POTASSIUM CK203 138.2 5.000 44.600 mmol 6.164 g
CARBONATE

Dans un keller de 50ml muni d’une agitation magnétique, d’une arrivée d’argon, d’une sonde
thermomeétrique et d’un réfrigérant, on introduit:

Alcool

2-chloropyridine

- DMF

Carbonate de potassium

On agite 1h30 a TA. Le mileu réactionnel est rouge orangé. En LC/SM, pas de produit attendu.
On chauffe a 60°C pendant 2h30.

On chauffe a 100°C pendant % d’heure.

On chauffe a 120°C toute la nuit (solution noire).On rajoute 3éq d’alcool dans le milieu. En
LC/SM, 20% de produit attendu.

Passage au micro-ondes CEM : 140°C, 150W, 17bar, % heure.

On verse la solution dans I’eau. 100ml
On décante.

On extrait a I’AcOEt 3x100ml
On lave a la soude a IN 2x100ml
On lave a I’eau 100ml

La phase organique est séchée sur sulfate de magnésium anhydre. On essore, rince.
On ameéne a sec au rotavapor a 40°C. Pds=1,48¢

3: DAD: TIC 3.1e+008
100+ 0.16

) 2-chloropyridine Produit attendu

(198)
189.00
%-| 111

(op)

113
0.61
_ (104)
113.00

0

(202)
189.00
065 s
L N s it L L s A Al U L) L s WA M W M WA L et ) i et M el st s s s LAt i wat A ua s uat s ual LT
010 020 030 040 050 060 070 080 090 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 2.00
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On purifie sur biotage sur une cartouche de 40g de silice 30-60u dans le mélange
Dichlorométhane 80, Acétate d’éthyle 20. On récupere 2 fractions que I’on ameéne a sec sous
vide au rotavapor.

VAS.BND3.001.1 Pds=1g

VAS.BND3.001.2 Pds=270.7mg Huile brune contenant la 2-diméthylaminopyridine
Rdt=42%

RMN 1H, (DMSO deutéré, 300MHz), 3(ppm) : 3,0(s,N(CH3)2position 2) ;

6,5(t,1H,position 4) ; 6,6(d,1H,position 3) ; 7,5(t,1H,position 4) ; 8,05(d,1H,position 6)

On purifie VAS.BND3.001.3 sur une cartouche de 90g de silice 15-40u dans le mélange
Tolueéne 97 / Acétate d’éthyle 3. On récupére une fraction contenant le produit attendu que
I’on ameéne a sec au rotavapor.

VAS.BND3.001.3  Pds=0,3907g Cristaux orangés Rdt=23%

En LC/SM, produit attendu majoritaire.

2-chloropyridine

£ —— 3 Produitattendu

Alcool

CH.CI, 8
AcoEt2 | =

RMN 1H, (DMSO deutéré, 300MHz), 3(ppm) : 7,0(d,1H,position 5) ; 7,85(t,1H,position 4) ;
8,15(d,1H,position 2)
Produit attendu majoritaire.

2.b
Compound ID Name Formula Molwei | Equ. Mol Weight Volume
ght
ALCOOL 6.000
MFCDO00006219 2-BROMOPYRIDINE C5H4BrN | 158.0 1.000 0.633 mmol 0.100 g 60.350 pl
MFCDO00011382 POTASSIUM CK203 138.2 7.000 4.431 mmol 0.612 ¢
CARBONATE
A NMP 0.0 4.000 ml
B IK 166.01 | 0.200 126.600 pmol 0.021 ¢
MFCDO00010978 COPPER(I) IODIDE Cul 190.45 | 0.200 126.600 pmol 24.110 mg

Dans un vial (2ml a 5ml) muni d’une agitation magnétique, on introduit :
- Alcool
- NMP
- Carbonate de potassium
- 2-bromopyridine
- lodure de potassium
- lodure de cuivre
Passage au micro-ondes a 150°C pendant 5h. En LCMS, 48% de produit attendu.
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3:DAD:TIC 1.0e+008 mAu
(15) (163);48%;190.05;189.00,235.22;158.00;270.83;1.12
10%
100.75
96.97
226.83

\ 030

010 020 030 040 050 060 070 080 090 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 2.00‘
On verse la solution dans 50ml d’eau. On décante.

On extrait a I’AcoEt(2x30ml). La phase organique est séchée sur sulfate de magnésium
anhydre. On essore,rince. On ameéne a sec au rotavapor a 40°C. En LCMS, formation d’un
produit inconnu. Huile verdatre. Pds=2,71g Présence de NMP.

3:DAD:TIC 1e+008 mAu

@| 2-bromopyridine (10) / Produit attendu
100 10 % )
10047 (4)239160.00408.30:276.85,063 190.18 1%

8309

146.27 189.00

22285 23545 11856
0.29 264.85
1.10 )
S Y A T

On passe le produit en HPLC phase basique grande colonne.

Reprend par 4cm3 de DMSO. CLHP préparative colonne Macherey-Nagel 250x40mm phase
inverse C18 Nucleodur Gravity 10y. Eluant : MeCN et H20 a 10mM HCOONH4 amené a

pH9-10 par NH40H. Palier 10% MeCN : 3min, gradient jusqu’a 95% MeCN en 37min puis

palier a 95% MeCN de 8min. Collecte en fonction de I’absorption UV254nm.1 injection de
4cm3 sont nécessaires.

100
(64):32%;210.13,208.21;274.83,0.65

Time

0

On récupere 2 fractions que I’on améne a sec sous vide au rotavapor pour enlever
I’acétonitrile. On les passe ensuite au lyophilisateur toute la nuit pour éliminer 1’eau.

VAS.BND3.015.1 Pds=0,2mg

VAS.BND3.015.2 Pds=30,1mg Poudre blanche Rdt=25%

RMN 1H, (DMSO deutéré, 300MHz), 3(ppm) : 7,0(d,1H,position 5) ; 7,85(t,1H,position 4) ;
8,15(d,1H,position 2)

Produit attendu majoritaire.

100 AQO15

VAS.BND3.015.2

VAS.BND3.015.1

200

gsof

T cbasioWo_prep-1ibpreopen70 opebatviadols.0011aq015.gdt UV _Prep_Basic | AQOL5: Inj Number: 1
2.c
Compound ID Name Formula Molwei | Equ. Mol Weight Volume
ght
ALCOOL 1.000
MFCD00006219 2-BROMOPYRIDINE C5H4BrN 158.0 1.000 0.633 mmol 0.100 g 0.060 ml
MFCD00012162 POTASSIUM TERT- C4H9KO 112.21 1.080 0.684 mmol 76.710 mg
BUTOXIDE
680-31-9 HEXAMETHYLPHOSPHO | C6H18N30OP 179.2 9.081 5.748 mmol 1.030 g 1.000 ml
RAMIDE
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Dans un vial(2ml a 5ml) muni d’une agitation magnétique, on introduit :

- Tert-butoxide de potassium

- HMPA

- Alcool

- 2-bromopyridine
Passage au micro-ondes (Personnal Chemistry) a 210°C pendant 10min. En LCMS, 58% de
produit formé.

3: DAD: TIC 1.2e+008 mAu
(13) _

100 58% (15)
190.20 1%
189.00 83.10
% (6):18%;359.37;158.00;112.98;264.850.65  117.06 265.36
264.85 22485
1.10 131

On remet le mileu a nouveau au micro-ondes a 210°C pendant 10 min.

En LCMS, pas de changement.

On rajoute 30mg de terbutylate de potassium au milieu réactionnel.

On remet au micro-ondes a 210°C pendant 10 min.

En LCMS, pas d’évolution.

On verse la solution dans 1’eau. 150ml
On décante.

On extrait a I’AcOEt 2x50ml
On lave a I’eau 4x25ml
La phase organique est séchée sur sulfate de magnésium anhydre. On essore, rince.

On améne a sec au rotavapor & 40°C. Pds=177.1mg Huile jaune.

3:DAD: TIC . 1.1e+008 mAu
ae) _ Produit attendu (28)

(8)
10 % 74% 8%
180.18 23550 187.17
HMPA 25225 264.85 183.19
* 216.85 110 224.85
; 1.70

0.65
043 .

™ Time
00

o

On passe le p'roduit en HPLC phasé basiqUe gran'de colonne. | | '
Reprend par 2.5cm3 de DMSO. CLHP préparative colonne Macherey-Nagel 250x40mm
phase inverse C18 Nucleodur Gravity 10y. Eluant : MeCN et H20 a 10mM HCOONH4

amene a pH9-10 par NH4OH. Palier 10% MeCN : 3min, gradient jusqu’a 95% MeCN en

37min puis palier a 95% MeCN de 8min. Collecte en fonction de 1’absorption UV254nm.1
injection de 2.5cm3 est nécessaire.

On récupere une fraction que I’on amene a sec sous vide au rotavapor pour enlever
’acétonitrile. On la passe ensuite au lyophilisateur toute la nuit pour éliminer 1’eau.

VAS.BND3.020 Pds=29.2mg Poudre blanche Rdt=24%

RMN 1H, (DMSO deutéré, 300MHz), 3(ppm) : 7,0(d,1H,position 5) ; 7,85(t,1H,position 4) ;
8,15(d,1H,position 2)

Produit attendu majoritaire.
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1007 2007 AQ019

Fraction recueillie

1001
% Mobile Phase
50-{ mVolts
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0 20 40
Minutes

c:\basic\b_prep~1\bpreoper\70-opebalitv\aq019.001\aq019.gdt : UV_Prep_Basic : AQ019: Inj. Number:
Eau
MeCN

3. Métallation
3.a
Pour voir comment se comporte les dérivés de 1’étain, tout en ayant pour objectif une

prochaine réaction avec pour réactif limitant le produit formé dans les réactions précédentes
sur un dérivé d’étain, nous avons voulu faire une réaction test :

s

N o~ N 0

_CI AN AN
st o+ | — |l
= = -
Sn
/ ~
Compound ID Name Formula Molwei | Equ. Mol Weight Volume
ght
B THF 0.0 5.000 ml
MFCD00000520 TRIMETHYLTIN CHLORIDE C3H9CISn 199.27 | 1.050 2.886 mmol | 0.575¢g
MFCDO00006262 2-METHOXYPYRIDINE C6H7NO 109.13 | 1.000 2.749 mmol | 0.300 g
594-19-4 TERT-BUTYLLITHIUM dans C4H9Li 64.06 1.300 3.574 mmol 2.234 ml
pentane a 1.6M

Dans un keller de 25ml muni d’une agitation magnétique, d’une arrivée d’argon et d’une
sonde thermomeétrique, on introduit:

- 2-méthoxypyridine

- 3mlde THF
Le keller est plongé dans un mélange de carboglace, d’acétone et d’azote liquide.
On ajoute ensuite avec précaution :

- Tert-butyllithium(ajout en 10 min a -64°C puis agitation pendant 1h a -66°C)
Le milieu est jaune et limpide.
Puis on ajoute le chlorure de triméthylétain a -65°C en solution dans 2ml de THF(ajout en
10min puis agitation pendant ¥ d’heure).
En LCMS, 33% de produit attendu.
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On verse la solution dans une solution aqueuse de NH4CI 10ml
On décante.

On extrait a I’AcOEt 10ml
La phase organique est séchee sur sulfate de magnésium anhydre. On essore, rince.

On amene a sec au rotavapor a 40°C. Pds=699.1mg  Liquide incolore.

En LCMS, 37% de produit attendu.

3: DAD: TIC 1.8e+008 mAu

100

o
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On purifie sur biotage sur une cartouche de 40g de silice 30-60u dans le mélange Heptane 95,
Acétate d’éthyle 5. On récupére une fraction que I’on amene a sec sous vide au rotavapor a
40°C.

En LCMS, 65% de produit attendu.

100

233.43
(6) 262.12
() 8% 1.42
10% 182.19
329.09 311.76  (7) ©)
0 @) 478.23 22412 395 1%
@ 221.12 131 1s2.18 274.08

VAS.BND3.048 Pds=275.2mg Liquide jaune Rdt=36.8%

RMN 1H, (DMSO deutéré, 300MHz), 5(ppm) : 0,15 ; 0,25 ; 0,35(s,SnMe3) ;
3,85(s,CH3,0Me) ;

6,95(t,1H,en meta de la pyridine) ; 7,7(ddd,1H,en para de la pyridine) ; 8,1(ddd,1H,en ortho
de la pyridine) .

Produit pur a 85%.

3.b
Aprés avoir vu comment se comportait les dérivés d’étain, on a réalisé des essais

d’orthométallation sur le composé formé dans la partie condensation.
Ainsi, nous avons 1’équation suivante :

_O_ _N
e Y — 0
/N = /T

n
N
Compound ID Name Formula Molwei | Equ. Mol Weight Volume
ght
B THF 0.0 2.000 ml
MFCD00000520 TRIMETHYLTIN CHLORIDE | C3H9CISn 199.27 1.050 0.556 mmol 110.700 mg
594-19-4 TERT-BUTYLLITHIUM dans C4H9Li 64.06 1.300 0.688 mmol 0.430 ml
pentane a 1.6M
VAS.BND3.001 1.000 100.000 mg

Dans un keller de 10ml muni d’une agitation magnétique, d’une arrivée d’argon et d’une
sonde thermométrique, on introduit:

- VAS.BND3.001

- 1mlde THF

27




Le keller est plongé dans un mélange de carboglace, d’acétone et d’azote liquide.
On ajoute ensuite avec precaution :
- Tert-butyllithium(ajout en 10 min a -65°C puis agitation pendant 1h & -65°C)
Le milieu est jaune et limpide.
Puis on ajoute le chlorure de triméthylétain a -65°C en solution dans 1ml de THF(ajout en
10min puis agitation pendant % d’heure).
On fait remonter la température a 0°C et on laisse sous agitation % d’heure.
En LCMS, 10% de produit forme.

100

Time
5.66 ©.26 G.4h0 5.60 .80 166 1iZo 140 1.60 150 2.00

On verse la solution dans une solution aqueuse de NH4CI 10ml
On décante.
On extrait a I’AcOEt 10ml

La phase organique est séchée sur sulfate de magnésium anhydre. On essore, rince.
On ameéne a sec au rotavapor a 40°C. Pds=273.2mg  Huile jaune
En LCMS, 14% de produit attendu.

3: DAD: TIC 9.9e+007 mAu
— @

100 14%
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1ot ol Produit attendu
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On purifie sur blotage sur une cartouche de 509 de S|I|ce 40 -63u dans le melange Toluene 93,
Acétate d’éthyle 7. On récupére une fraction que I’on ameéne a sec sous vide au rotavapor a
40°C.

En LCMS, 17% de produit attendu.

100

1.2e+008 mAu
(12);18%;246.18:424.44:267.12;1.46

0.00 0.20 o.a0 0.60 o.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00

VAS. BND3 050 Pds=60.2mg Liquide incolore  Rdt=32,3%
RMN 1H, (DMSO deutéré, 300MHz), 3(ppm) : Produit non majoritaire. Mélange de dérivés
d’étain. Spectre inexploitable.

4. Bromation
Nous avons fabriqué un produit bromé qui sera le réactif limitant d’une prochaine étape (voir

partie suivante). Nous avons donc du le fabriquer en quantité assez importante pour faire
suffisamment d’essais. L.’équation est la suivante :

L, L,
. s e P

o

Br
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Compound ID Name Formula Molweig | Equ. Mol Weight Volume
ht

LIMITANT 1.000 |
7726-95-6 BROMINE Br2 159.81 2.053 57.800 mmol | 9.330 g 3.000 ml
A AcOH 0.0 52.078 ml

Dans un keller de 250ml muni d’une agitation magnétique, d’une arrivée d’argon et d’une
sonde thermomeétrique, on introduit:
- Limitant
- Dibrome
- Acide acetique
On commence a couler le Br, a TA=21°C.
On a un début de précipitation & T=31,4°C. La couleur du milieu réactionnel devient rouge
orange.
La fin de I’introduction du Br; s’effectue 5 min apres le début de la coulée.
On laisse sous agitation pendant 3h.
En LC/SM, produit attendu majoritaire.

e Produit attendu

zeiis

On filtre sous vide et on Ringe a I’éther éthylique 3x15ml
On seche a I’étuve sous vide a T=32°C pendant environ 1h.

On récupeére :

VAS.BND3.003 Pds= 9,52¢g . Rdt >100%.

RMN *H, (DMSO deutéré + D,0, 300MHz), 8(ppm)_:.1,25(t, 3H, CH3) ; 4,25(q, 2H, CH2)

Limitant |« = é//y Produit attendu

2

Heptane 5
AcoEt 5

5. Couplage de Suzuki

L I

o |

. L
Br
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5.a

Compound ID Name Formula Molwei | Equ. Mol Weight Volume
ght

244205-40-1 2- C6H6BBro2 200.83 1.000 0.301 mmol 60.450 mg
BROMOPHENYLBORO
NIC ACID

A DIOXANNE 0.0 2.000 ml

VAS.BND3.003 1.000 0.100 g

14221-01-3 TETRAKIS(TRIPHENYL | C72H60P4Pd 1155.5 0.050 15.050 pmol | 17.390 mg
PHOSPHINE)PALLADIU 8
M(0)

MFCD00010957 CESIUM CARBONATE a | CCs203 325.83 3.003 0.904 mmol 0.452 ml
15M

Dans un vial de 5ml muni d’une agitation magnétique, on introduit :
- VAS.BND3.003
- Acide 2-bromophénylboronique
- Dioxanne dégazé sous argon
- Palladium Tétrakis
- Solution aqueuse a 1.5M de Carbonate de Césium (489mg dans 1ml)
La couleur du milieu réactionnel est orange.
On passe le mélange au micro-ondes a 120°C pendant 30min.
En LCMS, peu de produit formé.

AN hs
3.DAD:TIC Produit attendu PO 337 mAu
0 (L3):20%,279.25,11708:220.85 1% 140
(T):11%375.18:91.23,215.85,080 104 19
%;
10 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIITime

0% 080 065 070 075 080 085 0% 0% 100 105 110 115 120 125 130 136 140 14

On rajoute 10 mg de catalyseur(palladium) et 30 mg d’acide boronique.
On remet le milieu au micro-ondes a 160°C pendant 10min.

On verse la solution dans 1’eau. 25ml
On décante.
On extrait a ’AcOEt 3x25ml

La phase organique est séchée sur sulfate de magnésium anhydre. On essore, rince.
On amene a sec au rotavapor a 40°C. Pds=53.6mg Huile jaune.

3: DAD: TIC 4.4e+007 mAu
100

o

T T T Time

0.00 0.20 0.40 o.80

On purifie par LC/SM préparative apres avoir dissous le produit dans 1ml de DMSO sur
colonne Sun Fire C18. 5u en 1 injection méthode : 20-95 15mn en phase acide. On recueille 2
fractions que I’on amene a sec sous vide au rotavapor puis au lyophilisateur.
VAS.BND3.022.1 Pds=2mg Rdt=2%

RMN 1H, (DMSO deutéré, 300MHz), 3(ppm) : 0.95(t,3H,CHj3) ; 4.0(q,2H,CHy) ;
6.5(s,2H,NH,)

Produit attendu a 80% de pureté.
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5.b

Compound ID Name Formula Molweigh | Equ. Mol Weight Volume
t

A DIOXANNE 0.0 2.000 ml

VAS.BND3.003 1.000 0.100 g

14221-01-3 TETRAKIS(TRIPHEN | C72H60P4Pd 1155.58 0.100 30.10 pmol 34.780 mg
YLPHOSPHINE)PAL
LADIUM(0)

MFCD00011084 LITHIUM CLi203 73.89 3.000 0.903 mmol 66.720 mg
CARBONATE

244205-40-1 2- C6H6BBro2 200.83 1.000 0.301 mmol 60.450 mg
BROMOPHENYLBO
RONIC ACID

Dans un vial de 5Sml muni d’une agitation magnétique, on introduit :
- VAS.BND3.003
- Acide 2-bromophénylboronique
- Dioxanne dégazé sous argon
- Palladium Tétrakis
- Solution aqueuse de Carbonate de Lithium (66.7mg dans 1ml d’eau)
La couleur du milieu réactionnel est orange.
On passe le mélange au micro-ondes a 160°C pendant 10min.
En LCMS, 16% de produit formé.

3: DAD: TIC 2.9e+007 mAu
100

©) ae)
D, 22% vl
) 326.05 279-16 aoy 110.04
16% J2o98 14512 4%  1s1.04
@ 252.96 299:25 22297  119.98
2. @ 3283 1797 "ile 9109 , . 146
N 217.97 L 3
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On rajoute au milieu réactionnel 15mg de catalyseur et 1éq d’acide boroniqué. '
On remet a chauffer au micro-ondes a 160°C pendant 10min.
En LCMS, pas d’amélioration. Cependant tout le limitant a été consommé.

On verse la solution dans 1’eau. 25ml
On décante.
On extrait a I’AcOEt 3x25ml

La phase organique est séchée sur sulfate de magnésium anhydre. On essore, rince.
On ameéne a sec au rotavapor a 40°C. Pds=191,1mg Huile brune

En LCMS, 12% de produit attendu.
:e0: Tic an P(Ph)O | eaewoorma

100 . - 5
@ Réactif Produit attendu 270416
£ 21948 G
100.85 229.97 119.97 (19)
231.97 235.96 (5) T ) : "
oss ZSazor el
2 Lz |l
. Wil

0.00

0.a0 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00

On passe le produit en HPLC phase acide grande colonne.
Reprend par 4cm3 de DMSO. CLHP préparative colonne Macherey-Nagel 250x40mm phase
inverse C18 Nucleodur 10pu. Eluant : MeCN a 0.07%TFA et H20 a 0.07%TFA. Palier 10%
MeCN : 3min, gradient jusqu’a 95% MeCN en 37min puis palier 8 95% MeCN de 8min.
Collecte en fonction de I’absorption UV254nm. Une injection de 4cm3 est nécessaire.

0.20

On récupere une fraction que I’on amene a sec sous vide au rotavapor pour enlever
’acétonitrile. On la passe ensuite au lyophilisateur toute la nuit pour éliminer 1’eau.

VAS.BND3.037 Pds=3.11mg Poudre blanche Rdt=32%
RMN 1H, (DMSO deutéré+D-,0, 300MHz), 8(ppm) : 0.95(t,3H,CHs) ; 4.0(q,2H,CH,)
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En LCMS, produit majoritaire.

3: DAD: TIC 4.1e+007 mAu
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5.C

L’essai suivant a été réalisé en changeant juste le catalyseur par rapport a la réaction
précédente.

Cet essai est un mélange de deux milieux réactionnels. L’un est réalisé avec 100mg de réactif
limitant et I’autre avec 500mg de ce méme réactif.

Le protocole et les réactifs étant les mémes, nous avons regroupé ces deux milieux en un seul.
Voici donc le protocole du premier essai :

Dans un vial de 5ml muni d’une agitation magnétique, on introduit :
- VAS.BND3.003
- 2-Bromophénylboronic Acid
- Dioxanne dégazé sous argon
- Catalyseur
- Solution aqueuse de Carbonate de Lithium (66.7mg dans 1ml d’eau)
La couleur du milieu réactionnel est orange.
On passe le mélange au micro-ondes (Personnal Chemistry) a 160°C pendant 10min.
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En LCMS, 33% de produit attendu formé.

3: DAD: TIC 4.1e+007 mAu
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Regroupement avec I’autre milieu réactionnel avant traitement.

Ci-dessous le tableau des quantités de réactifs et de solvant [NB : on remarquera que
quantités de reactifs sont exprimeées en fonction de 600mg de limitant ( 100mg + 500mg)]

Compound ID Name Formula Molwei | Equ. Mol Weight Volume
ght
A DIOXANNE 0.0 12.000 ml
VAS.BND3.003 1.000 0.600 g
MFCD00011084 LITHIUM CLi203 73.89 3.000 5.421 mmol 0.401¢g
CARBONATE
244205-40-1 2- C6H6BBro2 200.83 1.000 1.807 mmol 0.363 g
BROMOPHENYLBO
RONIC ACID
72287-26-4 1,1- C34H28CI2FeP2P | 731.71 0.100 180.70 pmol 132.200 mg
BIS(DIPHENYLPHOS | d
PHINO)FERROCENE
PALLADIUM
DICHLORIDE

Dans un vial de 20ml muni d’une agitation magnétique, on introduit :
- VAS.BND3.003
- 2-Bromophénylboronic Acid
- Dioxanne dégazé sous argon
- Catalyseur
- Solution aqueuse de Carbonate de Lithium (334mg dans 5ml d’eau)
La couleur du milieu réactionnel est rouge.
On passe le mélange au micro-ondes (Biotage) a 160°C pendant 10min.
En LCMS, 22% de produit formé. Cependant, il reste du produit de départ.
On rajoute 50mg de catalyseur au milieu réactionnel et on remet au micro-ondes a 160°C
pendant 10min.
En LCMS, 19% de produit formé.

On verse la solution et I’essai réalisé avec 100;1010g de limitant dans ’eau. 40ml
On décante.
On extrait a I’AcOEt 3x40ml

La phase organique est séchee sur sulfate de magnésium anhydre. On essore, rince.
On ameéne a sec au rotavapor a 40°C. Pds=493.2mg Huile brune.
En LCMS, 10% de produit attendu.

3: DAD: TIC ae)y 5.0e+007 mAu
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On passe le produit en HPLC phase acide grande colonne.
Reprend par 5cm3 de DMSO. CLHP préparative colonne Macherey-Nagel 250x40mm phase
inverse C18 Nucleodur 10p. Eluant : MeCN & 0.07%TFA et H20 a 0.07%TFA. Palier 10%

0.00 0.20 0.40
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MeCN : 3min, gradient jusqu’a 95% MeCN en 37min puis palier a 95% MeCN de 8min.
Collecte en fonction de 1I’absorption UV254nm. Une injection de 5cm3 est nécessaire.

On récupére une fraction que I’on amene a sec sous vide au rotavapor pour enlever
I’acétonitrile. On la passe ensuite au lyophilisateur pour éliminer 1’eau.
VAS.BND3.043 Pds=74.8mg Poudre beige Rdt=12.6%

RMN 1H, (DMSO deutéré), 5(ppm) : 0.95(t,3H,CH3) ; 4.0(q,2H,CH>)
En LCMS, produit majoritaire.

3: DAD: TIC 9.0e+007 mAu
100

10 0 Fraction recueillie

THF 5
AcoEt 5

6. Conclusion

Au final, nous avons réussi a synthétiser toutes les molécules que nous voulions et cela plus
ou moins difficilement car tout n’était pas décrit dans la littérature mais cependant il y a
aujourd’hui un petit chemin qui est tracé pour arriver au produit qui nous intéresse.

Le projet sur lequel j’ai travaillé durant mon stage sera repris pour donc arriver au produit
souhaité. Quand il synthétisé, des tests in vivo seront menés pour connaitre les effets sur des
étres vivants autres que I’homme pour ensuite, Si les tests sont acceptables, arriver & un
médicament anti-cancéreux.
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Appareil a micro-ondes Biotage

UPLC/SQD a détection UV-DAD, ELSD, ES + et -
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LC/MS préparative

HPLC préparative
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