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R6sum6--L'introduction de s6quences peptidiques au sein de polym6res b. propri6t6s pharmacologiques 
permet d'envisager une am61ioration de la biocompatibilit6 des prodrogues macromol6culaires. L'obten- 
tion de polypeptides de synth6se ~ partir d'anhydrides N-carboxyliques porteurs d'un principe actif 
r6pond :~ cet objectif. La L-lysine bloqu6e sous forme de complexe cuivrique r6agit avec les chlorofor- 
miates de st6roi'des (cholest6rol, testost6rone). Apr6s d6blocage du complexe et traitement par le 
phosg6ne, les anhydrides N-carboxyliques correspondants sont obtenus. Leur polym6risation et copo- 
lym6risation (avec l'anhydride N-carboxylique de la glycine) conduisent h des oligopeptides porteurs en 
chaine lat6rale du squelette st6roidique. La faible masse mol6culaire des compos6s obtenus, leur hydro- 
solubilit6 limit6e et I'obtention de produits secondaires constituent des facteurs limitatifs au d6veloppe- 
ment de cette m6thode. Des essais pharmacologiques visant :i mettre en 6vidence l'effet retard 1i6 h la 
lib6ration du st6ro'ide et h v6rifier la biocompatibilit6 et la biod6gradabilit6 des prodrogues obtenues 
sont en cours d'6tude. 

INTRODUCTION 

Au cours de pr6c6dentes recherches, la m6thodologie 
d'acc6s ~ des polym6res poss6dant des propri6t6s 
pharmacologiques a 6t6 6tudi6e, en particulier dans la 
s6rie de polym6res porteurs de squelettes st6ro'/diques 
I-1]. Les essais in vitro et in vivo r6alis6s sur de tels 
polyrn~res ont mis en 6vidence les diff6rents crit~res 
qui influencent l'expression des propri~t6s pharmaco- 
logiques de ces prodrogues macromol6culaires, en 
particulier I'apparition d'un effet retard li6 ~ une 
lib6ration progressive de la drogue temporairement 
fix6e h u n  polym6re support, par hydrolyse de la liai- 
son drogue-support [2]. Afin de prendre en compte 
les crit6res d'hydrosolubilit6 et de biocompatibilit6 
dans les liquides physiologiques, propri6t6s indispen- 
sables en vue d'une utilisation pharmaceutique, l'intro- 
duction de s6quences peptidiques soit en cha~ne 
lat6rale soit au sein de la cha~ne macromol6culaire a 
~t6 envisag6e. Dans un pr6c6dent m6moire ont ~t~ 
report6es les synth6ses de polym6thacrylates porteurs 
en chalne lat6rale d'un principe actif st6ro'idique et 
d'un reste acide amin6 issu de la L-lysine [3]. Ces 
travaux ont permis d'observer que malgr6 la 
pr6sence d'une fonction acide libre au niveau du 
"spacer" peptidique, l'hydrosolubilit6 des polym6res 
reste faible. Dans le pr6sent travail, l ' introduction de 
s6quences peptidiques est r6alis6e au niveau de la 
cha~ne macromol6culaire elle-m6me. Dans ce cas, le 
polym+re support devrait pr6senter une meilleure 
biod6gradabilit6 et biocompatibilit6 comme I'indi- 
quent les 6tudes d6jh publi6es. 

Diff6rentes solutions pouvaient ~tre envisag6es. 
Compte tenu des travaux r6alis6s pr6c6demment, la 
synth6se d'anhydrides N-carboxyliques porteurs du 
squellette de la drogue et leur polym6risation ou 
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copolym6risation a 6t6 retenue comme premi6re 
m6thode d'approche. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Synthbse des anhydrides N-carboxyliques: lla,b 

2 g de la,b finement broy6 et bien sec en suspension dans 
100 ml de THF anhydre sont mis en pr6sence d'un exc6s de 
phosg6ne et laiss6s sous agitation pendant 2 hr. Apr6s 
d6gazage de la solution, le m61ange est filtr6 puis le solvant 
6vapor6. Le compos6 recristallis6 dans un m61ange ac6tate 
d'6thyle~ther de p6trole est filtr6, puis s6ch6 sous vide 
et caract6ris6 par i.r., RMN[1H] et [13C]; P f =  270 ° 
(Tableaux 1 et 2). 

Polym~risation des anhydrides N-carboxyliques 
1 g de IIa en solution dans 15 ml de THF anhydre, en 

pr6sence de pyridine comme amorceur est chauff6 16g6re- 
ment pendant 24 hr. Le mglange r6actionnel est pr6cipit6 
dans l'6ther de p6trole. Le polym6re Ilia est filtr6, lay6 
plusieurs fois au THF et s6ch6 sous pression r6duite. 

I~, = 1230; I = 1,37 

RMN[IH]: 7,50; 7,70'10 -6 (accumulation 64x) NH2 
terminaux. RMN[taC]: 164,96'10 -6 ~ O  (amide); 
156,98.10 -6 C------O (carbamate). i.r.: 1860-1790cm -1 
(C----O). 

La polym6risation de lib proc6de suivant un mode 
op6ratoire identique, cependant au cours de la pr6cipita- 
tion dans l'6ther de p6trole deux fractions peuvent f:tre 
s6par6es. Celle correspondant ~ lllb est caract6risge par les 
m6thodes habituelles 

M, = 1250; I = 1,6 

RMN[1H]: (6 x 106) 5,75 (ma) H4; 6,0 (ma) NH2; 4,50 
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Tableaux 1 et 2. Caract6ristiques spectrales des anhydrides N-carboxyliques des entit6s L-lysine cholest6rol (IIa) et 
L-Lysine testost6rone (lib) 

Tableau 1 
CO 

/ 
CH 

RMN[1H] NH NH \ i.r. 
(t~ X 10 6) H 6 H3~ u r6 thanne  cycle N RMN[13C] v (cm- 1) 

lla 5,28 4,30 4,30 10 3,50 Ct 170,08 3340-1860 
CCI,,/CFaCO2D C 2 156,61 1790-1260 

C 3 152,57 

Tableau 2 
CO 

/ 
CH 

RMNIIH] NH NH \ 
(6 x 106) H4 H17 2 ur6thanne cycle N i.r. 

llb 5,88 4,65 4,50 10 4,20 3340-1860-1790 
CDCI3/CF3CO2D 1720-1675-1260 

(ma) H17~, NH ur6thanne, NH amide et 

N 
/ 

CH 
\ 

CO 

i.r.: 3340-1730-1715-1680-1250 cm- 1. 

Synthdse de ranhydride N-carboxyglycine IV 
Darts 3 g de glycine en suspension darts 200 ml de THF 

est condens6 un exc6s de phosg6ne. Le milieu r6actionnel 
est port6/l 45 ° pendant 2 hr. La solution, apr6s 61imination 
du phosg6ne en exc6s, est filtr6e. Le solvant est 6vapor6 et 
i'anhydride IV s6ch6 sous pression r6duite. 

Copolymdrisation de IV et lla, b 
On introduit 0,5 g de lla et 0,068 g de IV en solution 

dans 15 ml de THF, dans un ballon de 50 ml muni d'un 
r6frig6rant, La pyridine est utilis6e comme amorceur. Le 
m61ange est port6 au reflux du THF pendant 24 hr. Le 
copolym6re Va est pr6cipit6 dans l'6ther de p6trole, filtr6, 
lay6 au THF puis s6ch6 sous vide. 

1~, = 2000; I = 1,97. 

La copolym6risation de lib et IV est r6alis6e dans les 
m~:mes conditions. Cependant, lors de la pr6cipitation dans 
l'6ther de p6trole, deux fractions sont recueillies. La partie 
soluble est caract6ris6e par les m6thodes usuelles. 

Les masses mol6culaires sont mesur6es par GPC, le 
THF 6tant utilis6 comme solvant. 

RESULTATS ET DISCUSSIONS 

Les drogues ou mol6cules biologiques actives rete- 
nues dans cette 6tude sont des st6ro'ides: cholest6rol, 
testost6rone. Suivant le sch6ma pr6c6demment mis au 
point, les entit6s drogues-acide amin6 la,b sont 
pr6par6es par fixation du chloroformiate du st6ro'/de 
sur le complexe cuivrique de la L-lysine puis d6blo- 
cage r6g6n6rant la fonction acide amin6 libre [3]. 

L'anhydride N-carboxylique correspondant Ila,b 
est pr6par6 selon la m6thode de Fuchs-Fart ing par 
action dla phosg6ne en exc6s sur les suspensions de 

Ia,b en milieu T H F  [4]. Leur structure est carac- 
t6ris6e en i.r. par apparition de deux bandes d'absorp- 
tion caract6ristiques/l 1790 et 1860cm-~. L'absence 
de bande d'absorption entre 2000 et 2250cm -1 
indique que les produits ne comportent pas de d6riv6s 
isocyanates susceptibles de se former lors de la 
phosg6nation. Les caract6ristiques spectrales i.r. et 
RMN[1H] sont rassembl6es dans le tableau 1. L'ana- 
lyse thermique diff6rentielle de l la  montre une d6gra- 
dation partielle probablement due it une d6carboxyla- 
tion (Fig. 1). 

Une autre m6thode de synth6se de l la,b a 6t~ 
r6alis6e par phosg6nation directe du chelate cuivrique 
de Ia,b en milieu T H F  [5]. Cette m6thode conduit 
bien ~ l 'anhydride N-carboxylique attendu mais 
l'61imination du chlorure cuivrique form6 au sein du 
milieu r6actionnel la rend difficile ~ exploiter. 

La polym6risation des anhydrides N-carboxyliques 
Ila,b peut-~tre r6alis6e en masse selon la m6thode de 
Katchalsky ou en solution dans un solvant tel que le 
T H F  [6]. Cette derni6re m6thode, la plus utilis6e 
actuellement a 6t6 retenue dans la pr6sente 6tude. 

Le monom6re Ila port6 au reflux du T H F  pendant 
24 hr en pr6sence de pyridine conduit au polypeptide 
recherch6. En RMN[1H],  la pr6sence de pics/l 7,50 et 
7,70.10 -6 (observ6s apr6s accumulations successives) 
peut-~tre attribu6e aux protons de la fonction - -NH2 
d"extr~mit6 de cha]ne. Si ron  tient compte de cette 
hypoth6se, la courbe d'int6gration permet de calculer 
un degr6 de polym6risation de 4. En RMN[~3C], les 
pics/t 164,96 et 156,98.10 -6 sont attribu6s respective- 
ment au carbone de la fonction amide de la cha~ne et 
au carbone de la fonction carbamate de la cha~ne 
lat6rale. Le chromatogramme de GPC du polym&e 
met en 6vidence la pr6sence de trois compos6s: deux 
de masses mol6culaires moyennes 600 et 1200 pou- 
vant correspondre aux produits de d6composition du 
monom&e enses  constituants initiaux et ~ un dim6re 
cyclis6. Le troisi6me compos6, plus important en 
poids, de masse mol6culaire 2000 correspond ~t un 
oligopeptide de DP = 4. 
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Dans le cas de la polym6risation de llb, l'analyse 
RMN[1H] du polym6re obtenu fait apparaitre un 
massif situ6 entre 4 et 5-10 -6 dont l'int6gration cor- 
respond/L 4 protons attribu6s /l H 17~ de la testos- 
t6rone, H tertiaire de la lysine, H des fonctions carba- 
mate et amide. La pr6sence d'un pic ~t 6" 10-6 observ6 
apres accumulations successives peut-~tre attribu6 
aux protons de la fonction amine d'extr6mit6 de 
chalne. La courbe d'int6gration en RMN permet de 
calculer un degr6 de polym6risation moyen de 4, en 
accord avec celui obtenu h partir du chromato- 
gramme GPC. I1 convient de signaler qu'une partie 
soluble dans les solvants organiques, est isol6e paral- 
l~lement. Diff~rentes hypotheses ont ~t~ formul6es 

concernant la structure de ce compos6 mais les 
analyses r6alis6es n'ont pas permis de les v6rifier. I1 
semblerait qu'il s'agisse de compos6s de faibles masses 
mol6culaires. 

Ainsi les r6actions d'homopolym6risation des anhy- 
drides N-carboxyliques IIa,b conduisent h des oligo- 
peptides dont le degr6 de polym6risation est trop fai- 
ble pour pr6senter un int6r~t dans l'optique d'applica- 
tions th6rapeutiques. Plusieurs facteurs peuvent @tre/l 
l'origine de ce bilan limitatif, notamment: 

l'encombrement st6rique cr66 par le squelette de la 
drogue (cholest6rol, testost6rone); 

la complexit6 du m6canisme de polym6risation des 
anhydrides N-carboxyliques. 
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Tableau 3. Caract6ristiques spectrales du copolypeptide glycine-lysine cholest6rol 

CO 
/ 

CH 
RMN['H] 
(~ x 106) His H21 H26_27 H19 H 6 H3~,NH,CH2 N 

NH i.r. 
CH2--N glyc. NH 2 v(cm -1) 

CDCIa 0,68 0,83 0,88 1,00 5,40 Massif 3,60 
Va (s) (s) (s) (ma) (ma) centr6 ~ (ma) 

4,35 

3,20 6,98 8,35 3320-1720 
(ma) (s) (ma) 1705-1690 

1255 

Tableau 4. Caract6ristiques du copolypeptide glycine-lysine testost6rone 

N 
/ 

HI7=, CH , CH 2 , NH 
RMN[1H] ~ glycine I CH2--N NH NH i.r. 
(~ × 106) HIs Ht9 H4 CO CO Lysine Glycine Lysine v (cm- 1) 

CDCI 3 0,82 1,20 5,79 Massif de 3,40 ~t 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 poss6- 
dent un domaine de solubilit6 plus 6tendu que celui 
des entit6s drogue-acide amin6. En fonction de ces 
observations, les recherches se sont orient6es vers des 
solutions susceptibles de r6duire rinfluence des fac- 
teurs limitants 6voqu6s ci-dessus. L'une de ces so- 
lutions consiste /l r6aliser la synth6se de copolypep- 
tides: 

Le comonom6re retenu pour cette 6rude est Fan- 
hydride N-carboxylique issu de la glycine. Ce 
compos6, d'apr6s les donn6es de la litt6rature, 
poss6de une r6activit6 sup6rieure h celle des anhy- 
drides N-carboxyliques issus d'autres acides amin6s 
(valine, leucine.. .) .  I1 est obtenu par action du 
phosg6ne en exc6s sur une suspension de glycine dans 
le THF. Apr6s 6vaporation du solvant, le monom6re 
IV est recristallis6 et caract6ris6 par i.r. et RMN[1H]. 

Les monom6res l la  et IV, en quantit6s 6quimo- 
laires sont copolym6ris6s dans le THF en pr6sence de 
pyridine. Le milieu r6actionnel est port6 au reflux 
pendant 24 hr et conduit au polym6re Va. Les carac- 
t6ristiques spectrales sont rassembl6es dans le 
Tableau 3. En i.r., on constate la disparition des 
bandes d'absorption caract6ristiques des monom6res. 
En RMN[1H], on note un pic fi 6,98.10 -6 attribu6 
au proton amide des unit6s glycine. La courbe d'int6- 
gration permet de calculer la composition du copo- 

lym~re Va: 30% de motifs glycine, 70% de motifs por- 
teurs de cholest6rol. 

La masse mol6culaire du copolym&e est 
d6termin6e /l partir du chromatogramme GPC: 
M, = 2000; I = 1,97. Un examen plus pr6cis du chro- 
matogramme permet d'identifier quatre_massifs (I~o 
1 = 17000; M, 2 = 3400;/~, 3 = 1400; M, 4 --- 900). 
Seule la premiere z6ne pourrait correspondre au 
copolym~re, les autres pouvant ~tre assimil6es it des 
homopolym~res de lla. 

La synth~se de Vb est identique. Lors de la pr6cipi- 
tation du polym6re dans l'6ther de p6trole, deux frac- 
tions sont r6cup6r6es. L'une totalement insoluble dans 
le pr6cipitant, recueillie par filtration, l'autre soluble 
recueillie apr6s 6vaporation du solvant. Seule la partie 
soluble a pu ~tre caract6ris6e en i.r., RMN[~H] et 
GPC (Tableau 4). 

Compte tenu des masses mol6culaires obtenues, les 
copolypeptides Va,b semblent mieux r6pondre/l l'ob- 
jectif vis6, h savoir l'obtention de polym6res h pro- 
pri6t6s pharmacologiques. Cependant l'hydrosolubi- 
lit6 de ces polym6res reste faible et il conviendrait 
d'entreprendre des copolym6risations de IIa,b avec 
des comonom~res issus d'acides amin6s porteurs 
d'une fonction hydrosolubilisante en cha~ne lat&ale. 
Une autre m6thode consiste/l envisager la modifica- 
tion chimique d'homopolypeptides issus par exemple 
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de l 'anhydride N-carboxylique de la lysine par action 
de la drogue, de son d6riv6 chloroformiate ou de Fen- 
tit6 drogue-acide amin6 selon le sch6ma r6actionnel 
pr6sent6 en Fig. 2. 

CONCLUSION 

La synth6se de polym6res h propri6t6s pharmacolo- 
giques poss6dant un squelette polypeptidique a 6t6 
r6alis6e ~t partir d'acides N-carboxyliques issus de 
l'entit6 drogue L-lysine. Les homopolypeptides et 
copolypeptides ainsi obtenus sont dans la plupart des 
cas des oligom6res de tr6s faible masse mol6culaire et 
leur 6tude structurale a mis en 6vidence des facteurs 
limitatifs en fonction du but recherch6. 

Encombrement st6rique des drogues retenues. 
Complexit6 du m6canisme de polymSrisation des 

anhydrides N-carboxyliques dans le cas d'un amor- 
qage par une amine tertiaire, entrainant la formation 
de compos6s secondaires difficiles h 61iminer (dim6re 
cyclis6, d6composi t ion. . .  ). 

Hydrosolubilit6 relativement faible. 

D'autres mSthodes sont actuellement en cours de 
r6alisation pour am61iorer ces r6sultats. Cependant, 
ces polym6res porteurs d'un principe actif fix6 tem- 
porairement sur un squelette peptidique constituent 
un mod61e int6ressant et les essais pharmacologiques 
en cours devraient permettre la mise en 6vidence 
d'une biocompatibilit6 et biod6gradabilit6 sup6rieures 

celles observ6es avec les polym6res pr6c6demment 
mis au point, darts lesquels la chalne support 6tait de 
nature hydrocarbon6e. 
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Abstrac~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. 


