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Résumé-—L’introduction de séquences peptidiques au sein de polyméres 4 propriétés pharmacologiques
permet d’envisager une amélioration de la biocompatibilité des prodrogues macromoléculaires. L’obten-
tion de polypeptides de synthése 4 partir d’anhydrides N-carboxyliques porteurs d’un principe actif
répond a cet objectif. La L-lysine bloquée sous forme de complexe cuivrique réagit avec les chlorofor-
miates de stéroides (cholestérol, testostérone). Aprés déblocage du complexe et traitement par le
phosgéne, les anhydrides N-carboxyliques correspondants sont obtenus. Leur polymérisation et copo-
lymérisation (avec I'anhydride N-carboxylique de la glycine) conduisent a des oligopeptides porteurs en
chaine latérale du squelette stéroidique. La faible masse moléculaire des composés obtenus, leur hydro-
solubilité limitée et I'obtention de produits secondaires constituent des facteurs limitatifs au développe-
ment de cette méthode. Des essais pharmacologiques visant 4 mettre en évidence Peffet retard li¢ a la
libération du stéroide et 4 vérifier la biocompatibilité et la biodégradabilité des prodrogues obtenues
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sont en cours d’étude.

INTRODUCTION

Au cours de précedentes recherches, la méthodologie
d’accés a des polyméres possédant des propriétés
pharmacologiques a été étudiée, en particulier dans la
série de polymeres porteurs de squelettes stéroidiques
[1]. Les essais in vitro et in vivo réalisés sur de tels
polyméres ont mis en évidence les différents critéres
qui influencent I'expression des propriétés pharmaco-
logiques de ces prodrogues macromoléculaires, en
particulier I'apparition d’un effet retard lié & une
libération progressive de la drogue temporairement
fixée a un polymére support, par hydrolyse de la liai-
son drogue-support [2]. Afin de prendre en compte
les critéres d’hydrosolubilité et de biocompatibilité
dans les liquides physiologiques, propriétés indispen-
sables en vue d’une utilisation pharmaceutique, I'intro-
duction de séquences peptidiques soit en chaine
latérale soit au sein de la chaine macromoléculaire a
été envisagée. Dans un précédent mémoire ont été
reportées les synthéses de polyméthacrylates porteurs
en chaine latérale d’'un principe actif stéroidique et
d'un reste acide aminé issu de la rL-lysine [3]. Ces
travaux ont permis d'observer que malgré la
présence d’une fonction acide libre au niveau du
“spacer” peptidique, I’hydrosolubilité des polyméres
reste faible. Dans le présent travail, 'introduction de
séquences peptidiques est réalisée au niveau de la
chaine macromoléculaire elle-méme. Dans ce cas, le
polymére support devrait présenter une meilleure
biodégradabilit¢ et biocompatibilit¢é comme Iindi-
quent les études déja publices.

Différentes solutions pouvaient étre envisagées.
Compte tenu des travaux réalisés précédemment, la
synthése d’anhydrides N-carboxyliques porteurs du
squellette de la drogue et leur polymérisation ou

999

copolymérisation a été retenue comme premiére
méthode d’approche.

PARTIE EXPERIMENTALE

Synthése des anhydrides N-carboxyliques: 1la,b

2 g de Ia,b finement broyé et bien sec en suspension dans
100 ml de THF anhydre sont mis en présence d’un excés de
phosgéne et laissés sous agitation pendant 2hr. Aprés
dégazage de la solution, le mélange est filtré puis le solvant
évaporé. Le composé recristallisé dans un mélange acétate
d’éthyle-€ther de pétrole est filtré, puis séché sous vide
et caractéris¢ par ir, RMN['H] et [!3C]; Pf=270°
(Tableaux 1 et 2).

Polymérisation des anhydrides N-carboxyliques

1 g de IIa en solution dans 15m} de THF anhydre, en
présence de pyridine comme amorceur est chauffé légére-
ment pendant 24 hr. Le mélange réactionnel est précipité
dans DI’éther de pétrole. Le polymére Illa est filtré, lavé
plusieurs fois au THF et séché sous pression réduite.

M, =1230; =137

RMN['H]: 7,50; 7,70-10"% (accumulation 64x) NH,

terminaux. RMN[!3C]: 16496:107% C=O (amide);
156,98-10"° C=O (carbamate). ir.: 1860-1790cm™!
(C=0).

La polymérisation de IIb procéde suivant un mode
opératoire identique, cependant au cours de la précipita-
tion dans l'¢ther de pétrole deux fractions peuvent étre
séparées. Celle correspondant a IIIb est caractérisée par les
méthodes habituelles

M, =1250;1=16
RMN['H]: (6 x 10%) 5,75 (ma) H,; 6,0 (ma) NH,; 4,50
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Tableaux 1 et 2. Caractéristiques spectrales des anhydrides N-carboxyliques des entités L-lysine cholestérol (Ila) et
L-Lysine testostérone (IIb)

Tableau 1
Cco
/
CH
RMN['H] NH NH ir.
6 x 10%) He H;, uréthanne cycle N RMN[!3C] viem™1)
Ila 5,28 4,30 430 10 3,50 C, 170,08 3340-1860
CCl,/CF,CO,D C, 156,61 1790-1260
Cy 152,57
Tableau 2
CO
/
CH
RMN['H] NH NH AN
(6 x 10%) H, H, uréthanne cycle N ir.
IIb 5,88 4,65 4,50 10 4,20 3340-1860-1790
CDCl;/CF,CO,D 1720-1675-1260

(ma) H, ;,, NH uréthanne, NH amide et
N
/
CH
AN
Cco

ir.: 3340-1730-1715-1680-1250cm ™ *.

Synthése de Panhydride N-carboxyglycine 1V

Dans 3 g de glycine en suspension dans 200 ml de THF
est condensé un excés de phosgéne. Le milieu réactionnel
est porté 4 45° pendant 2 hr. La solution, aprés élimination
du phosgéne en excés, est filtrée. Le solvant est évaporé et
I'anhydride IV séché sous pression réduite.

Copolymérisation de IV et Ila,b

On introduit 0,5g de Ila et 0,068 g de IV en solution
dans 15ml de THF, dans un ballon de 50 ml muni d’un
réfrigérant. La pyridine est utilisée comme amorceur. Le
mélange est porté au reflux du THF pendant 24 hr. Le
copolymére Va est précipité dans I'éther de pétrole, filtré,
lavé au THF puis séché sous vide.

M, =2000; I=197

La copolymérisation de IIb et IV est réalisée dans les
mémes conditions. Cependant, lors de la précipitation dans
I'éther de pétrole, deux fractions sont recueillies. La partie
soluble est caractérisée par les méthodes usuelles.

Les masses moléculaires sont mesurées par GPC, le
THF étant utilisé comme solvant.

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Les drogues ou molécules biologiques actives rete-
nues dans cette étude sont des stéroides: cholestérol,
testostérone. Suivant le schéma précédemment mis au
point, les entités drogues-acide aminé Ia,b sont
préparées par fixation du chloroformiate du stéroide
sur le complexe cuivrique de la L-lysine puis déblo-
cage régénérant la fonction acide aminé libre [3].

L’anhydride N-carboxylique correspondant Ila,b
est préparé selon la méthode de Fuchs-Farting par
action dp phosgéne en exceés sur les suspensions de

Ia,b en milieu THF [4]. Leur structure est carac-
térisée en ir. par apparition de deux bandes d’absorp-
tion caractéristiques a 1790 et 1860cm~!. L’absence
de bande d’absorption entre 2000 et 2250cm™!
indique que les produits ne comportent pas de dérivés
isocyanates susceptibles de se former lors de la
phosgénation. Les caractéristiques spectrales ir. et
RMN['H] sont rassemblées dans le tableau 1. L’ana-
lyse thermique différentielle de Ila montre une dégra-
dation partielle probablement due a une décarboxyla-
tion (Fig. 1).

Une autre méthode de synthése de Ila,b a été
réalisée par phosgénation directe du chelate cuivrique
de Ia,b en milieu THF [5]). Cette méthode conduit
bien a4 lanhydride N-carboxylique attendu mais
I'élimination du chlorure cuivrique formé au sein du
milieu réactionnel la rend difficile a exploiter.

La polymérisation des anhydrides N-carboxyliques
Ila,b peut-étre réalisée en masse selon la méthode de
Katchalsky ou en solution dans un solvant tel que le
THF [6]. Cette derniere méthode, la plus utilisée
actuellement a été retenue dans la présente étude.

Le monomére Ila porté au reflux du THF pendant
24 hr en présence de pyridine conduit au polypeptide
recherché. En RMN['H]), la présence de pics & 7,50 et
7,70 1078 (observés aprés accumulations successives)
peut-étre attribuée aux protons de la fonction —NH,
d’extrémité de chaine. Si on tient compte de cette
hypothéese, la courbe d’intégration permet de calculer
un degré de polymérisation de 4. En RMN[!3C], les
pics & 164,96 et 156,98 - 106 sont attribués respective-
ment au carbone de la fonction amide de la chaine et
au carbone de la fonction carbamate de la chaine
latérale. Le chromatogramme de GPC du polymére
met en évidence la présence de trois composés: deux
de masses moléculaires moyennes 600 et 1200 pou-
vant correspondre aux produits de décomposition du
monomeére en ses constituants initiaux et 4 un dimére
cyclisé. Le troisiéme composé, plus important en
poids, de masse moléculaire 2000 correspond i un
oligopeptide de DP = 4.
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Dans le cas de la polymérisation de IIb, I'analyse
RMN['H] du polymére obtenu fait apparaitre un
massif situé entre 4 et 5-10~¢ dont Iintégration cor-
respond 4 4 protons attribués a H 17« de la testos-
térone, H tertiaire de la lysine, H des fonctions carba-
mate et amide. La présence d’un pic a 6- 1079 observé
aprés accumulations successives peut-étre attribué
aux protons de la fonction amine d’extrémité de
chaine. La courbe d’intégration en RMN permet de
calculer un degré de polymérisation moyen de 4, en
accord avec celui obtenu a partir du chromato-
gramme GPC. 1l convient de signaler qu'une partie
soluble dans les solvants organiques, est isolée paral-
lélement. Différentes hypothéses ont été formulées

concernant la structure de ce composé mais les
analyses réalisées n’ont pas permis de les vérifier. Il
semblerait qu’il s’agisse de composés de faibles masses
moléculaires.

Ainsi les réactions d’homopolymeérisation des anhy-
drides N-carboxyliques IIa,b conduisent a des oligo-
peptides dont le degré de polymérisation est trop fai-
ble pour présenter un intérét dans 'optique d’applica-
tions thérapeutiques. Plusieurs facteurs peuvent étre a
l'origine de ce bilan limitatif, notamment:

I'encombrement stérique créé par le squelette de la
drogue (cholestérol, testostérone);

la complexité du mécanisme de polymérisation des
anhydrides N-carboxyliques.
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Tableau 3. Caractéristiques spectrales du copolypeptide glycine—lysine cholestérol
CO
7
CH
RMN[‘H] NH ir.
(6 x 10%) H;s H,, Hy,;, H;s Hg H,;,,NH,CH, N CH,—N glyc. NH, v(em™Y)
CDCl, 0,68 0,83 0,88 1,00 5,40 Massif 3,60 3,20 6,98 835 3320-1720
Va (s) (s) (s) (ma) (ma) centré a (ma) (ma) (s) (ma) 1705-1690
435 1255
Tableau 4. Caractéristiques du copolypeptide glycine—lysine testostérone
N
/
H17zs CH > CH2 . NH
RMN['H] AN glycine | CH,—N NH NH Lr.
(6 x 10%) H,s H,, H, CO CO Lysine  Glycine Lysine v(cm™?)
CDCl, 082 1,20 579 Massif de 3,40 4 4,8 3,20 6,99 6,20 3340-1730
Vb (ma) (ma) (ma) (ma) (s) (ma) 1715-1695
1680-1265

Cependant, il semble que ces oligopeptides posse-
dent un domaine de solubilité plus étendu que celui
des entités drogue-acide aminé. En fonction de ces
observations, les recherches se sont orientées vers des
solutions susceptibles de réduire Pinfluence des fac-
teurs limitants évoqués ci-dessus. L'une de ces so-
lutions consiste a réaliser la synthése de copolypep-
tides:

Le comonomére retenu pour cette €tude est I'an-
hydride N-carboxylique issu de la glycine. Ce
composé, daprés les données de la littérature,
posseéde une réactivité supérieure a celle des anhy-
drides N-carboxyliques issus d’autres acides aminés
(valine, leucine...). Il est obtenu par action du
phosgéne en excés sur une suspension de glycine dans
le THF. Aprés évaporation du solvant, le monomére
IV est recristallisé et caractérisé par i.r. et RMN['H].

Les monomeres Ila et IV, en quantités équimo-
laires sont copolymérisés dans le THF en présence de
pyridine. Le milieu réactionnel est porté au reflux
pendant 24 hr et conduit au polymeére Va. Les carac-
téristiques spectrales sont rassemblées dans le
Tableau 3. En ir., on constate la disparition des
bandes d’absorption caractéristiques des monomeres.
En RMN['H], on note un pic a 6,98-107° attribué
au proton amide des unités glycine. La courbe d’inté-
gration permet de calculer la composition du copo-
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lymére Va: 30%, de motifs glycine, 70%, de motifs por-
teurs de cholestérol.

La masse moléculaire du copolymére est
déterminée a partir du chromatogramme GPC:
M, = 2000; I = 1,97. Un examen plus précis du chro-
matogramme permet d’identifier quatre massifs (M,
1 =17000; M, 2 = 3400; M, 3 = 1400; M,, 4 = 900).
Seule la premiére zOne pourrait correspondre au
copolymére, les autres pouvant étre assimilées a des
homopolyméres de Ila.

La synthése de Vb est identique. Lors de la précipi-
tation du polymére dans I'éther de pétrole, deux frac-
tions sont récupérées. L’une totalement insoluble dans
le précipitant, recueillie par filtration, l'autre soluble
recueillie aprés évaporation du solvant. Seule la partie
soluble a pu étre caractérisée en ir, RMN['H] et
GPC (Tableau 4).

Compte tenu des masses moléculaires obtenues, les
copolypeptides Va,b semblent mieux répondre a I'ob-
jectif visé, a savoir I'obtention de polyméres a pro-
priétés pharmacologiques. Cependant I'hydrosolubi-
lité de ces polymeéres reste faible et il conviendrait
d’entreprendre des copolymérisations de Ila,b avec
des comonoméres issus d’acides aminés porteurs
d’une fonction hydrosolubilisante en chaine latérale.
Une autre méthode consiste a envisager la modifica-
tion chimique d’homopolypeptides issus par exemple

—-ENH-?H—CO}-ENH-(IZH-CO}

(<‘in)4 (CHp )4 (CHyl,
| |
NH2 NH, NH
|
co
o]

Fig. 2.
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de I'anhydride N-carboxylique de la lysine par action
de la drogue, de son dérivé chloroformiate ou de I'en-
tité¢ drogue-acide aminé selon le schéma réactionnel
présenté en Fig. 2.

CONCLUSION

La synthése de polyméres a propriétés pharmacolo-
giques possédant un squelette polypeptidique a été
réalisée a partir d’acides N-carboxyliques issus de
Pentité drogue L-lysine. Les homopolypeptides et
copolypeptides ainsi obtenus sont dans la plupart des
cas des oligoméres de trés faible masse moléculaire et
leur étude structurale a mis en évidence des facteurs
limitatifs en fonction du but recherché.

Encombrement stérique des drogues retenues.

Complexité du mécanisme de polymérisation des
anhydrides N-carboxyliques dans le cas d'un amor-
gage par une amine tertiaire, entrainant la formation
de composés secondaires difficiles a éliminer (dimére
cyclisé, décomposition ... . ).

Hydrosolubilité relativement faible.
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Drautres méthodes sont actuellement en cours de
réalisation pour améliorer ces résultats. Cependant,
ces polyméres porteurs d’un principe actif fixé tem-
porairement sur un squelette peptidique constituent
un modéle intéressant et les essais pharmacologiques
en cours devraient permettre la mise en évidence
d’une biocompatibilité et biodégradabilité supérieures
a celles observées avec les polyméres précédemment
mis au point, dans lesquels la chaine support était de
nature hydrocarbonée.
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Abstract—The introduction of peptidic sequences into polymers with pharmacological properties may
increase the biocompatibility of the macromolecular prodrug. The synthesis of polypeptides from N-car-
boxyanhydrides bearing the active principles defines this objective. The L-lysine blocked as copper
complex reacts with steroidic chloroformates (cholesterol-testosterone). After deblocking of the complex
and treatment by phosgene, the corresponding N-carboxyanhydrides are obtained. Polymerization and
copolymerization (with glycine N-carboxyanhydride) give oligopeptides bearing steroidic backbone as
side-group. The low molecular weight of the synthesized compounds, the limited water solubility and the
presence of secondary products limit the development of the method. Pharmacological tests are being
undertaken to study delayed effects due to slow release of the steroid, to compare the biocompatibility of

such prodrugs.



