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INTRODUCTION GENERALE
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Les peptides sont des molécules constituées par I’enchainement covalent d’acide a-aminés
reliés entre eux par des liaisons amide. 1l existe 20 résidus aminoacides dits protéinogéniques.
Les peptides et protéines sont des éléments primordiaux au bon fonctionnement de
I’organisme ; ils interviennent dans de nombreux processus biologiques, contrélent et régulent
diverses fonctions physiologiques. Les peptides jouent donc un réle important dans le vivant
en tant que neurotransmetteurs, hormones ou neuromodulateurs et contrélent une série de
fonctions vitales telles que la respiration, la digestion, la reproduction et les défenses
immunitaires. Ainsi, ces molécules bioactives représentent un enjeu important au niveau
biologique, chimique et surtout pharmaceutique.*

Des études pharmacocinétiques ont montré que I’utilisation directe des peptides comme
agents thérapeutiques s’avérait limitée par leur biodégradabilité (les peptides sont dégradés
par les peptidases dans le systeme digestif ou dans les fluides biologiques), leur flexibilité
conduisant a une multiplicité d’action et enfin leur caractere lipophobe qui les empéche
parfois de franchir les barriéres physiologiques.™?

On comprend donc aisément I’intérét que suscite la conception de nouvelles substances
analogues de ces peptides bioactifs. Une approche largement utilisée en pharmacochimie
consiste a introduire des modifications chimiques dans le squelette peptidique ou au niveau
des chaines latérales dans le but d’accroitre I’activité biologique, la sélectivité, la résistance a
I’hydrolyse par les protéases ou d’accentuer le caractere lipophile. Par le biais de
pseudopeptides, il est possible d’agir sur la résistance a la protéolyse (d’ou une plus grande
stabilité in vivo), la balance hydrophilie/hydrophobie permettant le passage des barriéres
physiologiques (d’ou une meilleure diffusion lors des traitements thérapeutiques), la
sélectivité/spécificité par la modification de la structure secondaire du peptide qui, tout en
gardant les chaines latérales intactes responsables de la reconnaissance avec le site actif,
permet d’adopter une conformation conduisant a une meilleure affinité et une meilleure
specificité avec le récepteur ou un site actif de I’enzyme. De plus, un peptide peut
éventuellement interagir avec plusieurs récepteurs sous des conformations distinctes. Il est
donc nécessaire, pour concevoir des substances thérapeutiques, si possible sélectives, de
connaitre précisément I'arrangement spatial du peptide au moment de sa liaison au récepteur
(docking, simulation). Celle-ci peut étre approchée en créant des mimes plus rigides qui
orienteront correctement les chaines latérales indispensables a la reconnaissance moléculaire.
Parmi les modifications possibles, celles introduites au niveau du squelette peptidique ont la
faveur des pharmacochimistes car elles laissent intactes les chaines latérales, généralement
nécessaires a une bonne reconnaissance par le site actif des protéines cibles. On parle alors de
pseudopeptides. Par introduction de motifs pseudopeptidiques, il est généralement possible de
modifier la structure secondaire du peptide de facon a ce qu’il adopte une conformation
permettant une meilleure affinité et une plus grande spécificité avec le récepteur. Pour
orienter les chaines latérales, une stratégie possible consiste a cycliser le segment peptidique
bioactif afin d’obtenir des cyclo-pseudopeptides de conformations parfaitement définies.

La synthese de pseudopeptides a donc regu une attention particuliere au cours des derniéres
décennies. Leur développement rapide s’explique par le fait qu’ils peuvent éventuellement
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remplacer a la fois les a-peptides qui servent de substrats aux enzymes mais aussi ceux qui
servent de récepteurs aux protéines. Ils peuvent aussi adopter des structures secondaires bien
définies, une caractéristique nécessaire qui en fait d’excellents candidats a la conception de
médicaments. Nombreuses sont les méthodes pour modifier le squelette peptidique: celles-ci
peuvent impliquer des isostéres ou des unités d’échange isoélectroniques (peptoides,
azapeptides, azatides...) ou encore [I’introduction d’un fragment additionnel
(hydrazinopeptides, S-peptides, a-aminoxy, sulfonopeptides, oligo-urées...) ; il est cependant
relativement difficile d’en dresser une liste exhaustive.®

Dans cette optique, le « Laboratoire de Chimie Physique Macromoléculaire » s’est intéressé a
la conception, la synthése et I’étude structurale de composes bis-azotés, donnant lieu a de
nombreuses études menées sur les hydrazinopeptides,*>® les N-aminopeptides,” et les
azapeptides® (Figure 1).

H 9w 9 y 9 R y 9 R
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hydrazino N-amino aza

Figure 1: Différents liens pseudopeptidiques.

Plus récemment et grdce notamment aux travaux de Gellmann, un nouvel intérét des
pseudopeptides a pu voir le jour dans I’élaboration de foldameres. Le terme « foldamere »
proposé par Gellmann est la contraction de « fold » repliement et « oligomer », et désigne tout
nouvel oligomere de synthese capable de s’auto-organiser en une structure spatiale compacte
bien définie et prévisible en solution.’
Parmi les différents types de foldameéres étudiés, on retrouve ceux formés a partir de S-
peptides. En effet, c’est en 1996 que Gellmann et Seebach ont montré I’aptitude inattendue
des p-peptides a adopter des conformations hélicoidales pouvant s’averer étre plus stables que
celles des a-peptides.'®**
Le choix des p-peptides de Seebach et Gellmann n’est donc pas dd au hasard. Dans le cas de
Seebach, il a été guidé par les similitudes du squelette des f-peptides avec celui de I’acide
poly-(R)-3-hydroxybutanoique, un biopolymeére de conformation hélicoidale droite avec trois
unités par tour.’> Quant & lui, Gellman a été motivé par I’absence de liaisons hydrogéne a
moyenne distance dans les dérivés de la f-homoglycine (8-HGly). Cette absence s’avére étre
un critére primordial pour évaluer la propension du squelette des S-peptides a étre stabilisé par
des liaisons hydrogéne gréace a des repliements.*
Ces études pionnieres ont donc motivé le départ des travaux portant sur les S-peptides
possédant une, deux, voire plus de chaines latérales, cycliques ou non cycliques, placées sur
les carbones C“ et C”, et avec des configurations absolues et des dispositifs stéréochimiques
variés.
Ainsi, on denombre cing formes hélicoidales de p-peptides, difféerant par la taille et
I’orientation du pseudocycle qu’elles forment par liaisons hydrogene. Celles-ci dépendent a
la fois des motifs de substitution des résidus et de la stéréochimie, illustrant ainsi la
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remarquable diversité structurelle de ces oligomeres synthétiques. Parmi elles se trouvent les
hélices 14- et 12- (les plus fréquentes au sein des S-peptides), les 10- (pour les S-peptides
dérivant de monomeres possédant un cycle a quatre atomes dans leur squelette carboné), les
8- (présentes au sein de petits oligoméres achiraux, mais aussi dans les a-aminoxypeptides'®)
et les hélices mixtes 12/10- (pour les f-peptides alternant les résidus - et f°-, ceci observé
dans les peptides synthétiques® et certaines protéines*®) (Figure 2).

14-Helix 12-Helix 10/12-Helix
poly-f®-hAla poly-B®-hAla  poly-(>-hAla-B2-hAla)

Figure 2: Exemples de structures hélicoidales dans les g-peptides.
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Par la suite, des études complémentaires ont révélé que les S-peptides s’averaient étre plus
stables & la dégradation protéolytique in vitro et in vivo.***"*8

Les premiéres études sur les foldaméres se concentraient donc essentiellement sur les
oligomeéres comprenant un seul type de sous-unités monomériques.'0t41213

Les études sur les oligomeéres dits hybrides ou mixtes comportant des squelettes alternant des
acides aminés de type a/f, Bly ou aly,"*?** ont généré un intérét considérable au cours de ces
derniéres années, principalement en raison des possibilités innombrables qu’ils présentent
pour le design de foldameres. Dans la conception de squelette hétérogéne, on peut donc
obtenir facilement une certaine diversité structurale et conformationnelle que I’on ne pourrait
atteindre avec un squelette homogéne. On notera cependant que les foldameres hétérogenes ne
comportant pas d’acides a-aminés naturels dans leur squelette (8/y, AI5, 716, etc.)?**** ont
recu une attention plus que limitée en raison de la grande disponibilité commerciale des
d’acides a-aminés naturels comparés aux acides aminés non naturels.

Les oligomeéres mixtes a/ff présentent donc I’avantage d’ajouter un résidu £ qui fournit une
préorganisation conformationnelle tandis que le résidu « autorise [I’introduction de
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nombreuses chaines latérales variées a des positions spécifiques. En effet, par analogie avec
les protéines, il existe un lien fort entre la séquence du résidu acide a-aminé et son
arrangement tridimensionnel, qui conduit donc a I’adoption d’une conformation spécifique et
qui permet aux protéines de disposer d’un tres grand nombre de fonctions potentielles.
L’activité biologique des foldaméres est donc fortement liée a I’arrangement tridimensionnel
de ses groupes fonctionnels. Ainsi les foldameéres hétérogénes ont montré de nombreux
avantages par rapport a leurs homologues homogeénes, ceci incluant I’acces a de nombreuses
nouvelles structures moléculaires, basees sur les variations dans la steechiométrie et les motifs
des sous-unités combinatoires.**%

Ainsi on peut trouver par exemple dans la nature la dolastatine 11, qui est un peptide
cyclique naturel portant un squelette hétérogene (Figure 3).
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Figure 3: Un peptide hétérogene cyclique naturel, la dolastatine 11.

L’utilisation de motifs a-hydrazinoacides dans I’élaboration de foldameéres paraissait
intéressante du fait de la présence d’un atome d’azote supplémentaire capable d’engendrer de
nouvelles structurations par formation de liaisons hydrogeéne.

En effet, Marraud et al. ont démontré que I’introduction d’un lien hydrazino dans un peptide,
induisait une conformation particuliere appelée « hydrazinoturn », correspondant a une liaison

hydrogene bifide formée entre le NH du résidu i+2, le carbonyle du résidu i et I’azote alpha
26,27

du lien hydrazidique (Figure 4).

Figure 4: Structure cristalline d’un des premiers a-hydrazinopeptides (Piv-Pro-N*H-
N“Bn-CH,-CO-NHiPr).
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La difficulté d’obtenir des a-hydrazinoacides enantiomériquement purs ainsi que I’absence de
méthode efficace pour leur incorporation dans les peptides ont cependant limité, pendant
plusieurs décennies, I’utilisation de ces motifs pseudopeptidiques. Seule I’équipe de Seebach
a travaillé sur des composes purement hydrazino et a mis en évidence par cristallographie
I’auto-structuration de ces composés en hydrazinoturn.*®

Parallélement, I’équipe de Le Grel a démontré que des oligomeéres formeés par I’enchainement
de motifs «aza-4 », qui sont en fait des a-hydrazinoglycines (dépourvus donc de carbone
asymétrique), étaient dotés du méme type d’auto-structuration (Figure 5).%2

Figure 5: Structure cristalline d’un a-hydrazinoacide de Seebach (a gauche), et d’un
dimére amide aza-#° de Le Grel (& droite).

La mise au point au LCPM d’une méthode de synthese simple et efficace d’a-hydrazinoesters
énantiomériquement purs a permis d’envisager I’utilisation de ces motifs dans I’élaboration de
foldameéres.

Ces travaux ont débuté, au cours de la thése de Bouillon (2006), par la synthése et I’étude
structurale d’oligoméres mixtes alternant un acide a-aminé naturel et un a-hydrazinoacide
protégé sur I’azote N“ par un groupement benzyloxycarbonyle (groupement Z) (Figure 6).
Bien que précurseur dans le domaine, nous nous sommes heurtés a différents problemes
comme le manque de réactivité de I’azote N” limitant le rendement des réactions de couplage,
mais egalement aux perturbations structurales occasionnées par la présence du groupement Z
qui nous a empéché de conclure sur I’auto-structuration des oligomeres mixtes obtenus.

w9 Z o0 y 9 H o
N _N N _N

[0 S (I P A
R H g R H gt

1:1-[a a-N*-Z-hydrazino] 1:1-[ o a-hydrazino]

Figure 6: Oligomeére mixte 1:1-[a/a-N*-Z-hydrazino] et son homologue 1:1-[a/a-
hydrazino].
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La synthese des oligomeéres mixtes entierement déprotégés sur I’azote N* n’a cependant pas
permis de résoudre nos problémes.

Il s’est avéré impossible d’oligomériser ces molécules au-dela du tétramere acide en raison de
I’insolubilité du motif a-hydrazino.

La premiére partie des travaux décrits dans cette these s’inscrivent donc dans la continuité des
travaux entrepris au laboratoire.

Nous nous sommes intéressés dans un premier temps a l’obtention de motifs a-N*-
hydrazinoesters énantiomeriquement purs judicieusement protégeés afin de permettre leur
oligomérisation et leur auto-structuration en solution générant ainsi une nouvelle famille de
foldameres: les 1:1-[a/a-N*-hydrazino]esters.

Dans un deuxieme temps, nous avons envisagé d’utiliser ces oligomeres linéaires comme
précurseurs de macrocycles. En effet, partant d’acides a-aminés naturels, nous avons pu
envisager la synthése d’oligomeres linéaires mixtes alternant des unités acide a-aminé et a-
hydrazinoacide, dont les carbones asymétriques respectifs sont de configuration absolue R et
S. D’aprés les travaux d’Hassall, de De Santis et de Ghadiri, cette alternance R/S est
susceptible de favoriser la cyclisation des oligoméres.?*3%3

De plus, la présence de telles structurations dans des oligomeres linéaires ainsi que la
possibilité de conserver des contacts intramoléculaires a courte distance dans les composés
cycliques correspondants, devraient permettre de concevoir des cyclofoldameres. Ceux-ci sont
des oligomeres macrocycliques de conformation parfaitement définie pouvant conduire a des
empilements supramoléculaires appelés «nanotubes ». Ces nanotubes résultant de
I’association des macrocycles par des liaisons hydrogene intermoléculaires.

Ainsi, Hassall,*®> en s’appuyant sur des études poussées en RMN, a proposé lors d’une
conférence I’idée de nanotubes, en prédisant que des tétrapeptides composés d’une alternance
d’acides a- et f-aminés, devraient étre capables de se cycliser puis & terme, de s’associer. Il
s’en est suivi des analyses théoriques de De Santis et al.*® démontrant, quant a elles, que des
peptides comprenant un méme nombre d’acides a-aminés, alternant entre les configurations D
et L, devaient favorablement former des cyclopeptides (avec toutes les chaines latérales
orientées vers I’extérieur du cycle). Ces cyclopeptides adopteraient alors une forme plane et
seraient capables de s’empiler, grace a I’établissement de liaisons hydrogéne N-H---O=C,
elles-mémes perpendiculaires au plan du cycle. On parlera alors d’empilement en feuillets j
(p-sheet stacking).

Par la suite, ceci a été corroboré en partie a partir des données cristallographiques d’un des
premiers cyclotétrapeptides possédant un squelette hétérogéne de I’équipe d’Hassall.”® Les
travaux de Ghadiri et al.** ont ensuite confirmé que des oligoméres cycliques comprenant des
acides a-aminés naturels, alternant entre les configurations D et L, adoptaient une
conformation telle qu’ils étaient capables de s’auto-assembler et de former des nanotubes,
ceci formant un réseau contigu de feuillets 4 (Figure 7).
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Figure 7: Formation d’un nanotube par auto-assemblage.®

Plus tard, ceux-ci ont démontré que ces nanotubes, sous certaines conditions, étaient capables
de former de véritables canaux transmembranaires permettant le passage sélectif de différents
ions,* ceux-ci rivalisant avec les canaux transmembranaires naturels tels que la Gramicidine
A.34

Ainsi, lors de la formation d’un nanotube, les liens amide NH et C=0O sont alignés
parallelement a la longueur du tube tandis que leurs chaines latérales sont projetées en
position pseudoéquatoriale vers I’exterieur du nanotube. Cette conformation, autorisant cet
arrangement vertical des donneurs et accepteurs de liaisons hydrogene, est fondamentale dans
le processus d’auto-assemblage en feuillets S et est un élément primordial a prendre en
considération pour le design de peptides cycliques et donc pour la formation de nanotubes.
Ces analyses nous fournissaient donc une base de travail pour la synthese de nanotubes a
partir de nos 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino]meres.

Cependant, les études structurales réalisées par I’équipe de Le Grel sur des aza-A°-
cyclopeptides,®3® des analogues dépourvus de carbone asymétrique de nos o-
hydrazinopeptides, ont montré que ceux-ci adoptaient une conformation organisée ou il est
possible d’observer un réseau dense de liaisons hydrogéne intramoléculaires (hydrazinoturn),
impliquant tous les groupements hydrazidiques du cycle. Ainsi les chaines latérales occupent
les positions équatoriales et pointent alternativement vers la face supérieure et la face
inférieure du macrocycle tandis que tous les liens hydrazidiques sont orientés dans la direction
opposée et impliqués dans des hydrazinoturns successifs (Figure 8).
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Figure 8: Auto-structuration d’un cyclotétrapeptide a-N*-Bn-aza-#°.

Ce haut degré de structuration du macrocycle induit une déformation du squelette aza-8° qui
ne peut adopter une forme plane, empéchant I’association des macrocycles en feuillets 5.
Nous nous proposions donc de voir si nous pouvions obtenir des nanotubes a partir de nos
1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino]meres, s’il était possible de prendre avantage de I’ajout
supplémentaire d’un azote potentiellement fonctionnalisable dans le squelette, et si I’ajout
d’une unite réguliere acide a-aminé dans le squelette ainsi que le carbone asymétrique pouvait
avoir une influence dans I’auto-assemblage par rapport & ce qui a été observé pour les aza-4°.
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Figure 9: Syntheése des oligomeres linéaires et cycliques 1:1-[a/a-N*-Bn-hydrazino] a
partir des monomeéres a-N“-hydrazinoesters.

Ce manuscrit s’articulera donc en quatre parties:
I. Synthése des précurseurs a-N“-hydrazinoesters
Il. Synthese des oligoméres linéaires 1:1-[a/a-N"-Bn-hydrazino]esters et amides
I11. Synthése des cyclo 1:1-[a/a-N"-Bn-hydrazinolméres
IV. Etudes conformationnelles des 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino]méres linéaires et cycliques
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I
SYNTHESE DES PRECURSEURS a-N*“-HYDRAZINOESTERS
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I.1. Introduction

Le premier objectif de cette étude était de trouver une synthése générale des a-N"-
hydrazinoesters énantiomeériquement purs, judicieusement substitués permettant de générer les
oligomeres puis les macrocycles correspondants.

Notre choix s’est donc porté sur la synthése des monomeres a-N“-Bn-hydrazinoesters.
Compte tenu des résultats précédemment obtenus au laboratoire, nous avons choisi de
synthétiser des a-N"-Bn-hydrazinoesters protégés sur I’azote N* par un groupement benzyle et
sur I’azote N/ par un groupement Boc. Ces groupes protecteurs sont en effet dits orthogonaux,
c'est-a-dire qu’il devrait étre possible de libérer ’azote N” pour Iimpliquer dans des réactions
de couplage sans toucher au groupement benzyle. De plus, la présence du groupement benzyle
devrait permettre d’augmenter la lipophilie des molécules obtenues et de faciliter leur
solubilisation dans des solvants organiques. Enfin, il pourrait étre retiré a facon afin de
générer un atome d’azote fonctionnalisable et ce a différents stades de la synthese (Figure 10).

0 0 Sébeniat o H 0
ﬁ\ )J\ N e enzyalon‘ ﬁ\ )J\ N
0N OMe - 0" N OMe
R R

a-N“-Bn-hydrazinoester a-hydrazinoester
Figure 10: Débenzylation des monomeres a-N“-Bn-hydrazinoesters.

Afin de trouver la méthode la plus adéquate pour obtenir les a-N“-Bn-hydrazinoesters, nous
avons effectué une étude bibliographique, bien évidemment non exhaustive, que nous
résumons ici.

1.2. Méthodes de synthése des a-hydrazinoacides et esters

C’est en 1896, que I’on doit & Traube®” les premiers a-hydrazinoacides obtenus par réduction
des a-nitrosohydroxylamines dérivées des acides a-aminés correspondants. Cette voie de
synthése a été reprise plus tard par Darapsky™ dans les années 1920. Depuis, de nombreuses
méthodes ont eté décrites pour la préparation d’a-hydrazinoacides. Cependant, celles-ci se
sont avérees laborieuses a mettre en ceuvre et/ou difficilement généralisables. Nous dressons
ici une liste non-exhaustive des principales methodes de synthese utilisees pour la préparation
d’a-hydrazinoacides et/ou d’a-hydrazinoesters énantiomériquement purs.

1.2.1. La N-amination d’acides a-aminés

Les reactions de N-amination respectant la configuration absolue du centre asymétrique
représentent une solution intéressante pour obtenir des a-hydrazinoacides optiquement actifs.
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a. Lerearrangement de Shestakov d’une urée en hydrazine

A l’origine du réarrangement éponyme, Shestakov en 1903 a ceuvrée sur l’urée, puis cette
méthode a été appliquée par Gustafsson et al.*® sur la L-alanine. En effet, lors de cette
transposition, les acides a-aminés sont d’abord transformés en acides hydantoiques puis en a-
hydrazinoacides optiquement purs, la réaction se faisant avec rétention de configuration
(Schéma 1).

0 0 0
H H
o L 1.KOCN/H,0 HZN\H/NQJ\OH KOCI HZN_N\’)J\OH
: OH - z Z
S 2. HClI I KOH =

Schéma 1: Réarrangement de Shestakov.

Bien que cette méthode donne de bons rendements, que I’on peut augmenter en remplacant
I’hypochlorite de sodium (NaOCI) par I’hypochlorite de potassium (KOCI)* et des produits
d’une haute pureté optique, elle ne constitue cependant pas une méthode directe de synthese
d’a-hydrazinoacides N“- ou N”-protégés.

b. Réduction d’un derivé N-nitroso

La nitrosation directe d’un acide a-aminé n’a été réalisée que sur la proline** dont I’azote est
secondaire. Ainsi, on peut préparer les L- et D-a-hydrazinoprolines (Schéma 2).

O/COOH NaNO, O/COOH Zn [/ AcOH COOH
H "IH - I}I "IH - "/H
NO

52% 60% N
|
NH,
Schéma 2: Nitrosation de la proline.
Afin d’eviter la désamination, I’amine primaire des autres acide a-aminés doit étre

monoprotégée avant nitrosation. On doit & Achiwa et Yamada** I’application de cette
méthodologie a plusieurs a-aminoesters N”-protégés par un benzyle (Schéma 3).
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Schéma 3: Mécanisme général de nitrosation des a-aminoesters N*-Bn protégés.

Aprés déprotection, cette synthése a conduit a des L-a-hydrazinoacides optiquement purs avec
cependant des rendements moyens.

Cette méthode a ensuite été reprise en 2002 par Oguz et al.*® En effet, en partant d’un sel de
L-a-aminoester N“-protégé par un benzyle (par amination réductrice), ce composé sera nitrosé
avec la tert-butylnitrite puis réduit en utilisant Zn/HCI pour générer I’a-hydrazinoacide pur
avec de tres bons rendements (Schéma 4). Cette méthode constitue une bonne maniére de
préparer des a-hydrazinoesters N“-protégé.

Cependant, les hydrazines obtenues s’oligomérisent trés rapidement d’ou un probléme de
stockage lorsque I’on veut travailler a grande échelle. L’étape avec le Zn/HCI est fastidieuse:
on travaille avec du HCI concentré (8 équivalents) suivi de I’ajout de Zn qui est un solide a
-78°C. Cette étape nécessite donc de filtrer I’excés de Zn a froid ce qui peut s’avérer
compliqué.

Bien que les rendements soient convenables, la mise en ceuvre de cette méthode s’avere peu
compatible avec une synthése a grande échelle.

o 0
H
HCl H2N\‘)J\O/ 1.PhCHO, TEA, MgSO,, THF ©\/N\‘)ko/

R 2. NaBH4‘ MeOH R
R: Alkyl, Benzyl 90-95%
NH, O
1.t-Bu-ONO, CH,Cl, N\Hko _
2. Zn/HCI, MeOH, -78°C R
88%

Schéma 4: Nitrosation des a-aminoesters N*-Bn protégés.

c. N-amination par la méthode a I’oxaziridine

Schmitz et al.** ont développé comme réactif de N-amination, I’oxaziridine de la

cyclohexanone. Le transfert du groupement NH; sur différents a-aminoesters méthylés est de
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I’ordre de 60 %. Toutefois le produit isolé n’est pas I’a-hydrazinoacide mais I’hydrazone avec
la cyclohexenone issue de I’oxaziridine initiale (Schéma 5).

. o
\ H 1

OLNH PN, e B é
R I

%—J

Schéma 5: N-amination d’a-aminoesters par I’oxaziridine de la cyclohexanone.

Dans la perspective de la synthése peptidique, Collet et al. ont développé des oxaziridines N-
substituées par des carbamates. Ainsi, des réactifs comme la N-Boc-3-(4-
cyanophényl)oxaziridine ou la N-Boc-3-trichloromethyloxaziridine permettent d’obtenir
directement des a-hydrazinoacides N’-protégé par un Boc optiquement purs.*® Ces
oxaziridines, composes solides stables, sont en effet capables de transferer leur fragment azote
protégeé a un centre nucléophile (Schéma 6).

2 -
R-B_N-p + RA_COOBUN' o - RS,_COOBUyN*
\ /s O "
HN® H REH BN
S| NHP
R2: H, Alkyle R
R : Aryle, CCl;
P:Boc, Z SiR H
réaction secondaire
R2>/COO‘BU4N+ R%__COOH
R-C=N"H Bz—N"

H NHP

Schéma 6 : N-amination d’acides a-aminés par des oxaziridines N-substituées.

Bien que les rendements soient bons et qu’il y ait trés peu de racémisation, cette méthode
présente quelques limitations. D’une part, cette méthode ne concerne que les amines
secondaires (type proline et acides a-aminés benzylés), les amines primaires (R* = H)
conduisant a de faibles rendements dus a la formation d’une base de Schiff. Ceci peut étre di
au fait que le cyanoaldéhyde relaché, quand I’oxaziridine transfére son groupement N-Boc,
peut a son tour réagir avec le produit de départ pour donner la base de Schiff correspondante
ou avec le produit attendu pour donner des hétérocycles oxazolidinone. D’autre part, cette
méthode est fort colteuse (colt de I’oxaziridine) et lorsque I’oxaziridine doit étre synthétisée
in situ, elle nécessite une dizaine d’étapes fastidieuses pour des rendements d’oxaziridine
relativement faibles (Collet et coll. Brevet WO 97/09303).%
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1.2.2. Amination réductrice d’a-cétoesters

Burk et al.*’ ont préparé en 1994 des a-hydrazinoesters chiraux par amination réductrice d’a-
cétoesters suivi d’une induction asymétrique en réalisant une hydrogénation énantioselective
de la liaison C=N de la N-acylhydrazone obtenue, catalysée par un complexe au Rhodium
(DUPHOS-Rh), avec le 1,2-bis(phospholano)benzéne comme ligand (Schéma 7).

O
/ Rh
R R
H O H O
O N—< N
)—COOR% HNNHCOPh o N Ph DUPHOSRNh _ N _/<ph
R »—COOR? Hy )—COOR?
R* R1

R, R?: Alkyl
R®: Alkyl, benzyl

Schéma 7: Amination réductrice et hydrogénation sélective d’a-cétoesters.

Cette synthese asymétrique a permis d’obtenir les produits désirés avec des exces
énantiomériques satisfaisants (I’ester de I’a-hydrazinoalanine, R' = CHs, est formé avec un
exces énantiomérique de 89 %).

Non seulement cette synthese est trés codteuse, ceci di a I’utilisation d’un catalyseur au
rhodium particulier, mais elle impose aussi de travailler avec une hydrazine substituée sur
I’azote N, ici par un groupement acylé, pour former la N-acylhydrazone correspondante afin
que celle-ci soit réduite. Il n’est donc pas possible d’utiliser une hydrazine monosubstituee sur
I’azote N” comme réactif de départ et par conséquent d’obtenir directement les a-
hydrazinoesters N*alkylé. De plus, les composés obtenus sont des o-hydrazinoesters N-
acétylé et non substitués sur I’azote alpha. Ainsi, la préparation des a-N“-hydrazinoesters
recherchés imposerait donc de travailler tout d’abord & partir du tert-butyl carbazate afin
d’avoir directement I’azote N protégé en Boc et de procéder & I’alkylation ultérieure de
I’azote alpha, ce qui conduirait donc a des problemes de régiosélectivité et de réactivité, dus a
la présence de I’azote supplémentaire.

1.2.3. Amination électrophile d’énolates chiraux par des azodicarboxylates d’esters
Dans la littérature, il existe d’autres méthodes de syntheses asymétriques. On y trouve divers
exemples d’aminations électrophiles d’énolates chiraux portant un auxiliaire chiral (Schémas
8 et 9). Les auxiliaires chiraux les plus utilisés sont :

e la (1R,25)-N-méthyléphédrine (Schéma 8),*
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R 1.BocN=NBoc

NP~ TiCl, R >‘\“H

» HOOC * N—NH,
H

i\ OMeSi; 2.CF3COOH
Me £ NMe, 3.LiOH 35-60%
R: Alkyl, Benzyl

Schéma 8: Amination électrophile de la N-méthyléphédrine par des azodicarboxylates
d’ester de type tert-butyl azodicarboxylate (DBAD).

e les 4-isopropyl-*° ou 4-benzyl-N-acyl-2-oxazolidinones (Schéma 9).>°

O o o o o)
O)J\NJ\/RZ 1.LDA, -78°C OJ\NJ\yRZ 1. PhCH,OLi . HO\)J\/RZ

2. BocN=NBoc Bock 2.H, / Pd/C :
— o - HN.
R1 78°C R1 NHBoc NH,
R Bn i pr 83-91% 61-93%
R?: Alkyl, Benzyl

Schéma 9: Amination électrophile d’oxazolidinones par des azodicarboxylates d’esters
de type tert-butyl azodicarboxylate (DBAD).

Ces méthodes permettent d’obtenir avec de bons rendements et de bons exceés
énantiomériques des composés N”- et N’-protégés par un groupement Boc (voire de trés bons
rendements supérieurs a 90 % et avec un exces énantiomérique supérieur a 95 % avec la 4-
benzyl-N-acyl-2-oxalidinones).

Bien qu’efficace, cette méthode requiert I'utilisation d’un azodicarboxylate N et N’-
protégés en Boc comme dérivé hydrazino de départ. On ne peut donc pas alkyler I’azote N“- a
facon afin d’obtenir directement les a-hydrazinoesters N“-alkylé. Les composés obtenus étant
des a-hydrazinoesters N“ et N’- protégés en Boc, il sera donc impossible de déprotéger
sélectivement I’azote N” afin de pouvoir procéder a son alkylation dans I’hypothése de former
les a-N“-hydrazinoesters escomptés.

1.2.4. La réaction de Mitsunobu

Une tentative de synthése d’a-hydrazinoesters chiraux protégés via un protocole dérivé de
celui de Mitsunobu a été réalisée par Di Grandi.”* Contrairement & la procédure classique, il
n’y a pas de partenaire acide ; le DBAD joue a la fois le rble d’activant et de nucléophile.
Cette réaction conduit tout d’abord a I’a-hydrazinoester déhydrogéné correspondant A’ et
nécessite une étape supplémentaire de réduction par hydrogénation catalytique pour obtenir
I’a-hydrazinoester A (Schéma 10). Le produit est obtenu sous forme racémique.
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R BocHN-N">coocH,

/[ |
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HO COOCH;§ BocN=NBoc g /\\/{ R
Al

BOCHN—ITI COOCH3

Schéma 10: Protocole de Di Grandi dérivé de Mitsunobu.

Au laboratoire, la découverte de nouveaux partenaires acides pour la réaction de Mitsunobu,
les alkyloxycarbonyl-N-aminophtalimides, a ouvert la voie a un nouveau mode de préparation
d’alkylhydrazines.®*** Ces N-aminophtalimides ont la particularité de posséder un proton
acide di a la présence de trois groupements eélectroattracteurs et de présenter un
encombrement stérique limité de par I’implication des deux groupements carbonyles dans le
motif phtalimide. Ces propriétés ont permis de considérer ce type de molécules en tant que
partenaires acides dans des réactions de Mitsunobu. La réaction est connue pour étre
stéréospécifique et s’effectue avec une inversion du centre de chiralité de I’atome de carbone
porteur de la fonction hydroxyle. Une application particuliérement intéressante de ce travail
consiste en la conversion d’a-hydroxyesters en a-hydrazinoesters N’-phtaloylé chiraux selon
le schéma suivant:

0 EtOOC—N=N-COOEt 0
N‘N/P v HONACOONE P(PDhEA'IE')I:F g O:«(N_N/P
H & 3 J—COOMe
0 O R
R: H, alkyl
P: Z, Boc

Schéma 11: Réaction de Mitsunobu utilisant un alkyloxycarbonyl-N-aminophtalimide.

Cette méthode permet d’aboutir en peu d’étapes a des a-hydrazinoesters dont les deux azotes
sont orthogonalement protéges et ce, avec de bons rendements.

L’exces enantiomérique obtenu s’est averé supérieur a 98 %. La réaction se fait donc avec une
compléte inversion de configuration.

Celle-ci constitue donc une bonne méthode pour obtenir des «-hydrazinoesters
orthogonalement protégés.
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1.2.5. La substitution nucléophile d’ordre 2 (Sn2)

a. Viaun dérivé bromé
Une premiére méthode de synthese d’a-hydrazinoacides a partir d’acides a-halocarboxyliques
a été réalisée avec de bons excés énantiomériques par Carmi®* mais avec de faibles
rendements (Schéma 12), puis reprise par Sawayama™ pour la synthése de
I’hydrazinoornithine. La synthese passant par une Sy2 permet de former I'o-
hydrazinoornithine avec un tres bon exces énantiomérique mais avec des rendements toujours
tres faibles (17,5 %).

Me
|
Br-_x_COOR? MeNH-NH, _N_,_COOR?
~ — HN™ Y~
R! R1
20-54%

R, R?: Alkyl

Schéma 12: Synthese d’a-hydrazinoacides a partir d’acides a-halocarboxyliques selon
Carmi.

Plus tard, Cheguillaume et al.>®°” ont montré qu’il était possible de synthétiser des o-
hydrazinoglycines N’-protégé & partir des a-halogénoesters correspondants et ceci avec des
rendements quasi-quantitatifs en solution ou sur support solide, selon que I’on fasse varier les
groupements R* et R.

2 K,COax/Toluéne/A
RIHN-NHP + Br/\n/OR 2+Ps/ O _ PHN. OR?
0) 24h Flzl o

P: Boc, Z, Fmoc

R1, R?: Alkyl, benzyl 35-99%

Schéma 13: Réaction Sy2 via un dérivé bromé.

Cette méthode trouve néanmoins sa limite dans le fait qu’elle n’est pas applicable a la
synthese d’ a-hydrazinoesters chiraux.

b. Via un a-oxyester

Une des autres stratégies visant la synthese d’a-hydrazinoesters implique une réaction de type
Sn2 entre une hydrazine protégée (par un groupement noté P) et un a-oxyester optiquement
actif comportant un groupe partant (noté X) en « du groupe fonctionnel (Schéma 14).
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_ H
X0, Coorz ~ PHNNH, PHN-N._,_COOR?
Rl Sn2

X: Ns, Ts, Tf...
P: Boc

Schéma 14: Réaction Sy2 via un a-oxyester.

Hoffman,*® aprés avoir effectué la Sy2 d’un nosylate (X = Ns) par le tert-butylcarbazate (P =
Boc) avec une perte importante de la pureté optique, a privilégié la Sy2 d’un triflate (X = Tf)
avec cette fois de bons exces énantiomériques et de bons rendements.

Cette méthode semblait donc constituer une bonne voie de synthése d’a-hydrazinoesters N“-
protéges.

1.3. Préparation des précurseurs a-N”-Bn-hydrazinoesters

1.3.1. Introduction

Parmi les méthodes de synthéese décrites ci-dessus, nous avons tout d’abord privilégié celle
développée au laboratoire qui consiste a mettre en jeu un partenaire acide de type N-
aminophthalimide et un a-hydroxyester puis a réaliser une transprotection afin de remplacer le
groupement phthalimide par un groupement Boc (Schéma 11).

Nous avons tout d’abord tenté d’adapter les conditions opératoires de cette réaction afin de
permettre I’obtention des a-N”-Bn-hydrazinoesters. Malheureusement, le remplacement du
groupement Z par un groupement benzyle diminue I’acidité du proton et ne permet pas de
réaliser la réaction de Mitsunobu (Schéma 15).

{ —~O)
Etm /N%oa
NN . HO__COOMe
R }—coowle

R: H, alkyl

Schéma 15: Remplacement du groupement Z par un groupement Bn dans la réaction de
Mitsunobu.

Nous avons, par la suite, déprotégé I’azote N” des composés N-aminophthalimides et tenté
mais sans succes d’alkyler ou de benzyler cette position (Schéma 16).
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P Déprotection H W@Lan/ ‘ R

N—N N—N : N—N
,—COOMe ,—COOMe RX ,—COOMe

O R O R O R

P: Z, Boc

R: H, alkyl

R": Alkyl

Schéma 16: Tentative d’alkylation de I’azote alpha déprotégé des composés N-
aminophthalimides.

Nous nous sommes alors intéressés & la méthode décrite par Hoffman®® qui consiste en une
substitution nucléophile d’un motif triflate par le tert-butyl carbazate (Schéma 17).

O H O
HO \f)J\OMe L. 2,6-lutidine (16.), T,0, CHyCl, BOC\N/,Q %OMe
R2 H H
2. BOC\N”N\H , CH,Cl,
a-hydroxyester H a-hydrazinoester
1ég., 1 mmol tert-butyl carbazate
2éq., 2 mmol

Schéma 17: Réaction Sy2 selon Hoffman pour la préparation d’a-hydrazinoesters.

Il nous semblait en effet possible, de remplacer le tert-butyl carbazate par un N’-alkyl/benzyl
tert-butyl carbazate. Il s’est avéré que cette méthode ne donnait de bons rendements que si
I’on travaillait uniquement sur des petites quantités (1 mmol). En effet, appliquée a grande
échelle, les rendements avaient tendance a baisser significativement. Cette méthode ne
permettait donc pas néanmoins d’obtenir des quantités de produits suffisantes en un seul run
pour nous permettre la suite de nos travaux.

Des travaux entrepris récemment au laboratoire ont cependant permis de montrer que ce
protocole pouvait étre amélioré.

En effet, dans la réaction proposée par Hoffman et Kim, I’a-hydroxyester est traité par un
équivalent de Tf,0O, I’équivalent de 2,6-lutidine servant a piéger le premier équivalent d’acide
triflique libéré au cours de la formation du triflate in situ. Deux équivalents de tert-butyl
carbazate sont alors ajoutés, le premier servant a réagir avec le dérivé triflate par une réaction
Sn2 et le second a piéger le deuxieme équivalent d’acide triflique généré (Schéma 17).
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0 RO
HO 1. 2,6 lutidine (2¢q.), THO, CH,Cl,  Boc. _N
\*)J\OMe > N OMe

F;QZ ||Ql H
2. Boc\N/N\l_I , CH,CI,
a-hydroxyester H a-N?-R*-hydrazinoester
1€éq., 30 mmol N'-alkyl/benzyl tert-butyl carbazate
1éq., 30 mmol

R1, R?% Alkyl, benzyl

Schéma 18: Réaction Sy2 selon Acherar appliquée & la synthése a-N*R* -
hydrazinoesters.

La méthode améliorée, proposée au laboratoire par Acherar et Jamart-Grégoire,**® a consisté

a introduire non pas un mais deux équivalents de 2,6-lutidine pour pouvoir piéger les deux
équivalents d’acide triflique libérés dans le milieu tout au long de la réaction (Schéma 18).
Cette modification permet de s’affranchir de I’utilisation d’un excés de N’-alkyl/benzyl tert-
butyl carbazate, réactif qu’il est nécessaire de synthétiser au préalable car non commercial.
Cette réaction est de plus réalisée a I’échelle du multigramme, en exécutant la synthése non
pas sur 1 mmol, comme dans le protocole d’Hoffman, mais sur 30 mmol de réactifs de départ.
Une autre modification du protocole opératoire a consisté a I’ajout d’éther diéthylique en fin
de réaction afin de faire précipiter tout le sel de triflate de 2,6-lutidinium formé au cours de la
réaction ; sel que I’on pourra récupérer par filtration. Cette étape facilite la purification par
chromatographie sur colonne de silice qui s’ensuit. Enfin, un lavage rapide a I’eau apres
filtration permet d’éliminer les traces de sel qui n’auraient pas précipité grace a I’éther
diéthylique. Cette étape est ici possible, car contrairement a la méthode décrite par Hoffman,
I’azote N” est substitué dans notre cas, ce qui a pour conséquence d’augmenter I'hydrophobie
et donc de rendre le lavage a I’eau possible.

Ce nouveau protocole a permis d’obtenir les a-N“R*-hydrazinoesters désirés avec de bons
rendements et de travailler & I’échelle du multigramme.

Compte tenu de sa facilité de mise en ceuvre et de la possibilité d’obtenir plusieurs grammes
de produits en une seule réaction, nous avons decidé d’utiliser ce protocole pour obtenir les a-
N“-R-hydrazinoesters fonctionnalisés sur I’azote N“ par un groupement alkyle ou benzyle.

Afin de mesurer les potentialités de ce protocole, nous avons réalisé une étude systématique
qui a consisté a faire réagir quatre a-hydroxyesters chiraux avec quatre N’-alkyl/benzyl tert-
butyl carbazates soit seize réactions au total.

Comme toute Sn2, cette réaction est sensible a I’encombrement stérique et c’est ce facteur que
nous NOUS sommes proposé de mesurer.

Pour cela, nous avons décidé de tester un ensemble de chaines latérales R* et R* plus ou
moins encombrantes sur les a-hydroxyesters chiraux et N’-alkyl/benzyl tert-butyl carbazates
dérivant de I’alanine, leucine, phénylalanine et valine.

En effet, ces quatre groupements sont:
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le méthyle, le plus simple et le moins encombré,

le benzyle, dont I’encombrement stérique ne devrait pas poser probleme de part le fait
que le phényle est plan, et qui devrait, par son caractére hydrophobe, permettre
d’augmenter la lipophilie de la molécule finale,

I’isobutyle, introduisant une premiére forme d’encombrement, limité cependant par le
CH, permettant une flexibilité du groupement terminal,

I”isopropyle, le plus encombreé et trés contraint, qui devrait limiter I’acces au carbone
asymeétrique lors de la Sn2.

Ceci nous permettra non seulement de connaitre les groupements qui sont les plus
compatibles avec cette méthode mais aussi de choisir ceux dont nous nous serviront par la
suite dans notre étude. Nous effectuerons en plus ces reactions a I’échelle du multigramme,
c’est-a-dire sur 30 mmol de chaque a-hydroxyester chiral et N’-alkyl/benzyl tert-butyl
carbazate afin de démontrer I’efficacité de notre méthode par rapport a celle d’Hoffman.

Ala: Leu: Phe: Val:
(0]

0] 0] 0]
a-hydroxyesters: HO\,*)J\OMe HO\TS)J\OMe HOV)J\OMe HO\’S)J\OMe

Y \@ PN
3 H H H
N'-alkyl/benzyl tert-butyl carbazates: Boc\N, N Boc\N, N\)\ Boc\N, N Boc\N,N T/
H H H

H

Figure 11: Différents a-hydroxyesters chiraux et N’-alkyl/benzyl tert-butyl carbazates
utilisés pour notre méthodologie.

1.3.2. Préparation des N’-alkyl/benzyl tert-butyl carbazates 4

Parmi les méthodes existantes dans la littérature pour la synthese de carbazates, nous avons
choisi la méthode développée par Melendez et Lubell® qui permet de préparer facilement des
N’-alkyl/benzyl tert-butyl carbazates (Schéma 19).
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1. PhCHO, Et,0 O H
2. Hy, Pd/C, MeOH >I\O)LN,N

HQNNHQ'HQD |
H
(Boc),0 81%
PrOH 1. (CH;),CO
2. NaBH,CN, H*, THF >L o H
3. 1M NaOH, EtOH /lL N
S - TN
I
NO L — H
O’JLN H
4 1. PPh3Brs, EtsN, toluene 5%
2. nBuLi, CHsl, THF o H
78% 3. 1M NaOH, EtOH >|\ I,
> N
(o} r;r “CH,
H
1. ZCl, NMM, THF 53%
2. NaH, Br(CH)sBr, DMF

3. Hy, Pd/C, MeOH >L i H
> N
o .

42%

Schéma 19: Synthese des N’-alkyl/benzyl tert-butyl carbazates décrite par Melendez et
al.”

Ces N’-alkyl/benzyl tert-butyl carbazates sont en effet préparés par condensation du tert-butyl
carbazate 1 avec un aldéhyde ou une cétone donnant intermédiairement I’hydrazone acylee
correspondante qui est ensuite réduite par hydrogénation catalytique ou par I’addition d’un
hydrure.

Ainsi, nous avons tenté d’obtenir par cette méthode le N’-benzyl tert-butyl carbazate 4a. La
condensation du tert-butyl carbazate 1 avec le benzaldéhyde 2a conduit a la benzylhydrazone
3a correspondante. Malheureusement, I’hydrogénation catalytique préconisée par Melendez et
Lubell a donné lieu a une déprotection totale du groupement benzyle porté par I’azote du
composé 3a et ceci méme en variant les conditions de réaction.

Une solution a ce probléme a été I’utilisation de NaBH3;CN, qui a permis de réduire 3a avec
un excellent rendement (> 90 %), bien supérieur a celui obtenu par hydrogénation catalytique
dont les détails de réaction sont donnés dans le schéma 20. C’est pourquoi, nous avons décidé
d’en faire notre méthode de choix pour la réduction des differentes hydrazones acylées 3 que
nous devions synthétiser.

i L L
H
Et,O NaBH;CN
Boc\N,NHZ . H 2 Boc\N,N~\ 3 Boc\N,N

H H 84% EtOH H 95%

2a 3a 4a
Schéma 20: Synthese du N’-benzyl tert-butyl carbazate 4a.
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En remplacant, le benzaldéhyde 2a par I’acétone 2b, il était aussi possible d’acceéder au N’-
isopropyl tert-butyl carbazate 4b en passant par les mémes étapes avec un rendement global
de 82% (91% pour la formation de I’isopropylhydrazone 3b, puis 90% apres réduction par
NaBH;CN).

De la méme maniere, nous avons pu synthétiser le N’-isobutyl tert-butyl carbazate 4c par la
méthode décrite par Bailey et al.?? Cette méthode, similaire & celle employée par Melendez et
Lubell,®* décrit la synthése du composé 4c nécessaire a la suite de notre étude. Ainsi, le tert-
butyl carbazate 1 est dissout dans du toluene a chaud puis est condensé sur I’isobutyraldéhyde
2¢ pour donner I’isobutylhydrazone 3c correspondante. Cette hydrazone est ensuite réduite au
moyen de NaBH3CN dans I’éthanol comme précédemment. Le produit désiré 4c est enfin
isolé avec un rendement global de 80% (Schéma 21).

o H
Boc<, -NH, )\)}\ Toluéne  Boc. ,NQ\ NaBH3;CN  Boc. ,NJ\
N + H —A> H — N

H H
89% EtOH 90%
1 2c 4c

Schéma 21: Synthese du N’-isobutyl tert-butyl carbazate 4c.

A cette étape, il nous restait alors a synthétiser le tert-butyl N’-méthyl carbazate 4d.
Cependant, les conditions décrites par Melendez et Lubell, soit par condensation de 1 sur le
formaldehyde 2d suivi d’une réduction, ou bien par I’alkylation de 1 avec I’iodométhane,
n’ont pas donné le produit désiré 4d. La methode alors utilisée par Melendez et Lubell
induisait des rendements relativement moyens (53 % au mieux). Ainsi, apres quelques
recherches bibliographiques, nous avons décidé d’utiliser la méthode décrite par André et al.*®
pour la préparation de 4d a partir de la méthylhydrazine 5. En raison de la réactivité de tous
les protons NH présents dans 5, ceux-ci devaient étre protéges orthogonalement. En effet, il
n’est pas possible d’introduire sélectivement un groupement Boc sur I’azote N”. Ainsi, la
méthylhydrazine 5 a donc été protégée sur I’azote N” (le plus réactif) a I’aide de ZOSu, puis le
sel de chlorhydrate 6 obtenu a été précipité dans I’AcOEt avec un rendement de 75%. Apres
libération de son sel en milieu basique, la N“-Z-méthylhydrazine est protégée sur I’azote N
par réaction avec Boc,0. Le groupement Z est ensuite retiré par hydrogénolyse catalytique
avec des rendements de I’ordre de 20 % (Schéma 22).

H z 1.Boc,0, NMM H
H\N/N\Me 1.ZOSu/THE _ HCl HZN/N\Me DMAP/THF‘ BOC\N/N\Me
H 2.HCI/ACOE s59s  2-Ho/PdIC H 0%

5 6 4d
Schéma 22: Synthese du N’-méthyle tert-butyl carbazate 4d.

Cette méthode n’a pas donné lieu aux résultats escomptés pour la synthése de 4d. En effet, au
cours de cette réaction, nous avons rencontré des problémes de réactivité liés a I’azote N”. En
effet, aprés libération du sel de chlorhydrate en milieu basique, I’azote N” a la possibilité de
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réagir en donnant a la fois des produits mono- et di-protéges (respectivement 7 et 8) qu’il est
difficile de séparer autrement que sur colonne de silice (Schéma 23).

£ £ £
_N. Boc. _N. Boc. _N.
HCLH,N “Me _P0¢20, DMAPNMM _ - Boc N Me N~ Me
THF 22.5% Boc 57%
6 7 8

Schéma 23: Réactivité de I’azote béta: compétition mono- et di-protection.

Aussi, nous nous sommes tournés vers une autre methode afin de réaliser la protection de
I’azote N” de 6, puisque celui-ci avait été obtenu dans des rendements satisfaisants avec la
méthode précedente (>70 %).

La méthode choisie a consisté a réaliser la monoprotection de 6 par Boc,O dans un mélange a
50/50 CH3CN/H,O en présence de DMAP.* Ceci nous a permis d’obtenir de meilleurs
rendements (~82%). Apres séparation sur colonne de silice, le produit a enfin été traité par
hydrogénation catalytique afin de se débarrasser du groupement protecteur Z puis d’isoler le
N’-méthyle tert-butyl carbazate 4d avec des rendements moyens (~55 %) (Schéma 24).

y4
[

H 7
Ho _N. _N. I
Me _LZOSUTHF _ iojpn"me _BOC20/DMAP Boc. N. Ha/PdiC Boc. -N.

N
H 2.HCI/ACOEt s595  CHaCN/HO N
0
5 6

Schéma 24: Synthése du N’-méthyle tert-butyl carbazate 4d.

Me
82% H g0
4d

Les rendements obtenus lors de ces différentes syntheses sont regroupés dans le tableau 1:

H
Boc\N/N\Rl
H
4
Figure 12: N’-alkyl/benzyl tert-butyl carbazates 4.
Produits 4 R! Rendement (%) ©

4a -CH,Ph 80
4b -CH(CHs), 80
4c -CH,CH(CHg); 81
4d -CH3 55

(@) Rendements déterminés a partir des hydrazines 1 ou 5

Tableau 1: Rendements en N’-alkyl/benzyl tert-butyl carbazates 4.
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Les différents N’-alkyl/benzyl tert-butyl carbazates 4 ont donc été obtenus avec des
rendements relativement corrects et ont pu étre synthétisés en grandes quantités.

1.3.3. Préparation des a-hydroxyesters 11

La réaction Sy2 se réalise avec une inversion de configuration en partant d’a-hydroxyesters de
configuration absolue S (les plus simples a obtenir car partant des L-acides a-aminés naturels).
Plusieurs composes n’étant pas disponibles commercialement ou ayant un codt élevé, il nous
semblait primordial de définir une voie d’acces efficace a ce type de composeés.

Nous nous sommes d’abord intéressés a la préparation d’a-hydroxyesters porteurs notamment
d’une chaine latérale plus ou moins encombrée. Plusieurs méthodes sont décrites dans la
littérature pour leur synthese et reposent sur une réaction de nitrosation d’acides a-aminés
naturels.®>®°

Il a été montré que cette réaction se faisait avec une rétention de configuration. Parmi les
voies réactionnelles envisagées, celle qui nous a donné les meilleurs résultats avait déja été
testée au laboratoire. Cette réaction permet a partir d’un L-acide a-aminé 9 d’obtenir I’a-
hydroxyester 11 correspondant en deux étapes.®® La premiére étape consiste & former I’a-
hydroxyacide acétylé 10 a partir du L-acide a-aminé 9 en utilisant NaNO, dans de I’acide
acétique glacial. Ce composé est ensuite soumis a I’action du chlorure de thionyle a tres basse
température (-40°C) dans du méthanol (Schéma 25). Les a-hydroxyesters 11 sont obtenus
purs. Les résultats sont rassemblés dans le tableau 2.

H,N.__COOH NaNO, ~ Aco.__COOH _ SOCl, ~ HO__COOMe

Y

=2 ACOH R2 MeOH R?

9 10 11

Schéma 25: Synthése des a-hydroxyesters 11.

Produits R° Rendements (%) @
1lla -CH,Ph 91
11b “CH(CHa), 84
11c “CH,CH(CHa), 83
11d -CH3 50

(a) Rendements déterminés a partir des acides a-aminés 9
Tableau 2: Rendements en a-hydroxyesters 11.

Cette méthode nous a donc permis de préparer une série d’a-hydroxyesters 11 de
configuration absolue S dérivés de L-acides a-aminés 9 avec de bons rendements.
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1.3.4. Synthese des précurseurs a-N*-hydrazinoesters 12 par un mécanisme Sy2

La synthése des monomeres 12 s’effectue par une réaction de type Sn2 développée par
Hoffman et Kim>® et améliorée au laboratoire.***

Une fois, les quatre a-hydroxyesters 11 et les quatre N’-alkyl/benzyl tert-butyl carbazates 4
synthétisés, il s’agissait alors de réaliser des combinaisons des deux unités synthétiques 4 et
11 par réaction Sy2.

Les résultats concernant la synthése des différents précurseurs 12 sont consignés dans le
tableau 3.

() Flzl )
HO 1. 2,6-lutidine, Tf,0, CH,Cl, R
f&J\OMe ~ 2 BN Nope
R 2.B N. , CH,CI hoRe
11 . OC\N/ \Ha 212 12
H
4

Schéma 26: Synthese des monomeres a-N*-hydrazinoesters 12 par un mécanisme Sy2.

Produits R® R' Rendements (%)
12a -CHjs -CHj 87
12b -CH,Ph -CHj 84
12c -CH3s -CH,Ph 83
12d -CH,Ph -CH,Ph 82
12¢ “CH,CH(CHa), “CHs 80
12f “CHs “CH,CH(CHa), 80
129 “CH,CH(CHa), “CH,Ph 78
12h “CH,Ph “CH,CH(CH), 78
12i “CHs “CH(CH); 62
12j “CH,CH(CHs), | -CH,CH(CH), 62
12K “CH,Ph “CH(CH); 60
121 “CH,CH(CHa), “CH(CHa); 58
12m _CH(CHa), “CH,CH(CH3), 20%
12n “CH(CHa), “CH; 15%
120 _CH(CHa), “CH,Ph 10
12p “CH(CH); “CH(CHa), 0

(&) Rendements déterminés apres purification sur colonne de silice a partir de 4 et 11

Tableau 3: Rendements en monomeéres a-N“-hydrazinoesters 12 par Sy2.
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Comme cela était prévisible, la reaction Sy2 est sensible a I’encombrement stérique.

En effet, nous avons obtenu les meilleurs rendements en travaillant avec des groupements peu
encombrés comme le méthyle et le benzyle (CH3; et CH,Ph) qu’ils soient portés sur les
composés 4 ou 11 (produits 12a-d).

Nous avons pu observer ensuite une baisse des rendements lorsque I’on passe a des
groupements plus encombrés comme I’isobutyle (CH,CH(CHs).), les rendements restant
relativement moyens voire bons pour certains (produits 12e-l) quelque soit la position des
groupements sur I’azote ou le carbone asymétrique.

Lorsque le composé 11 est trés encombré avec I’isopropyle (R? = CH(CHs),), on observe une
baisse trés importante des rendements (produits 12m-o).

On notera par ailleurs que la réaction entre 11b et 4b n’a tout simplement pas lieu (composé
12p). Nous avions cependant remarqué que les rendements restaient corrects voire
relativement bons quand le groupement isopropyle était porté par I’azote (composé 4b).

Ces observations montrent que I’encombrement stérique du composeé 11 a plus d’influence sur
le rendement que celui du composé 4.

Ces reésultats obtenus, il s’agissait aussi de veérifier si la réaction Sy2, que nous avions
améliorée, ne donnait pas lieu a une racémisation partielle. Aussi, nous avions décidé de
comparer les pouvoirs rotatoires de certains de nos produits avec ceux, optiquement purs,
décrits dans la littérature et synthétisés par des méthodes autrement plus onéreuses,
notamment par la méthode & I’oxaziridine.®

Nous avons donc synthétisé I’ester méthylique du monomeére 129 ainsi que I’acide 13c par
déprotection de I’ester 12c par une réaction de saponification (Schéma 27).

o) < o)
HO N Boc. _N
Boc. _N. + \.)J\OMe — Py OMe
N~ H : H
H
h 78%
4a 1llc 129

O (@] O
Sn2 NaOH 1M
NN HO — " 5 Boc. _.N —~ » Boc. _N
Boc N N H + \.)J\OMG H \‘)J\OMG MeOr H W)J\OH

H 83% 98%
4a 11d 12c 13c

Schéma 27: Synthese de I’a-N*-hydrazinoester 12g et de I’a-N*-hydrazinoacide 13c.

Une fois les deux composés obtenus, nous avons ensuite mesuré puis comparé leur pouvoir
rotatoire & ceux décrits dans la littérature (énantioméres S).*34®
Les résultats obtenus ont été consignés dans le tableau 4.
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Produits Pouvoir rotatoire Pouvoir rotatoire

expérimental (littérature) expérimental (mesuré)
(Enantioméres S) (Enantioméres R)
[0]%p [0]p
129 +25.4 -24.6
(c=0,99 ; CHCI3)™ (c=0,99 ; CHCl5)

(cen g/100 ml)

13c +22.8 217

(c=1,14 ; MeOH)* (c=1,14 ; MeOH)
(c en g/100 ml)

Tableau 4: Comparaison des pouvoirs rotatoires expérimentaux des composeés 12g et
13c.

Les résultats des pouvoirs rotatoires obtenus avec notre méthode se sont avérés tres proches
(~1°) de ceux décrits dans la littérature.'®*°

Ils nous ont donc permis de prouver que notre approche permettait la synthese des composés
a-N"-hydrazinoesters 12 de configuration R optiquement purs.

1.4. Conclusion

Parmi toutes les méthodes permettant la synthése d’a-hydrazinoesters, treés peu sont a la fois
efficaces, peu onéreuses, faciles a mettre en ceuvre et applicables a I’échelle du multigramme.
Nous nous étions donc imposés comme objectif de réussir a synthétiser spécifiquement des
monomeres a-N“-hydrazinoesters 12 optiquement purs.

Nous avons pour ce faire révisité et amélioré la méthode décrite par Hoffman afin d’obtenir
les monomeéres 12 a I’échelle du multigramme. La mesure et la comparaison des pouvoirs
rotatoires de nos composés 12g et 13c avec ceux décrits dans la littérature, nous ont donné la
confirmation de I’énantiosélectivité de notre nouveau protocole de synthése.
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SYNTHESE DES OLIGOMERES LINEAIRES 1:1-[a/a-N"-Bn-
HYDRAZINO]ESTERS ET AMIDES
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I1.1. Introduction

11.1.1. Réactivité d’un a-hydrazinoacide dans une chaine peptidique

Des travaux au laboratoire ont montré que le remplacement de la fonction amine des acides a-
aminés par un motif a-hydrazino pouvait conduire a une diminution de la réactivité rendant
plus difficile le couplage avec un acide a-aminé. En effet, la présence de deux azotes N“ et N/
pose un probléeme de régiosélectivite lors du couplage peptidique. L’acylation d’un o-
hydrazinoacide peut en effet conduire a 3 types de composés: a-monoacylé (1), f-monoacylé
(1) et a, p-diacylés (I11) (Schéma 28).

R. . .CO,H R. . .CO,H R. . .CO,H
Ry cO2H CH 2 CH™™? CH 2
NH — NH X-0C-N X-0C-N
NH X~OC—NH NH, X-OC—NH
2

Schéma 28: Réactivité des N“ et N” d’un a-hydrazinoacide.

Le premier probléeme des a-hydrazinoacides en synthése peptidique provient donc de la
réactivité des deux azotes vis-a-vis des réactifs d’acylation.

Lors de leurs travaux sur la synthése et I’étude d’a-hydrazinopeptides, Seebach et Lelais'® ont
montré qu’il était possible de contourner cette contrainte en travaillant avec des a-
hydrazinoacides N“-protégé. Au laboratoire, lors d’une étude réalisée par Bouillon sur la
synthese d’a-hydrazinopeptides, celle-ci a montré que les rendements obtenus lors des
couplages peptidiques étaient fortement dépendants de la nature des agents de couplage mais
aussi de la nature de la protection de I’azote N” présent dans la chaine peptidique. Ainsi les
meilleurs résultats ont été obtenus en travaillant avec des groupements protecteurs sur I’azote
N“ notamment le groupement Z, méme s’il s’est avéré plus tard que celui-ci, de par les effets
stéréoélectroniques qu’il exerce, c'est-a-dire I’effet inductif attracteur conjugué a son
encombrement stérique, avait pour effet de diminuer les propriétés nucléophiles de I’azote N“.
Ceci concordant avec les resultats de Seebach, il nous a donc paru logique que
I’oligomérisation de nos précurseurs a-N“-hydrazinoesters 12 imposait donc de protéger
I’azote N” par un groupement protecteur approprié dans I’optique d’avoir les meilleurs
résultats possibles.

11.1.2. Choix du monomere

Comme nous I’avons présenté auparavant, la stratégie de synthése que nous avions choisi
d’adopter nécessitait la préparation de diméres 1:1-[a/a-N“-hydrazino]esters. Nous avons
donc décidé de synthétiser ces derniers a partir des monomeéres 12 préparés par la méthode
développée par Acherar et Jamart-Grégoire au laboratoire.>*®
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Pour ce faire, nous devions choisir avec précaution le monomeére que nous allions utiliser.
Celui-ci devait répondre en effet a plusieurs critéres importants:

e comporter un groupement protecteur benzyle sur le N“ pour accroitre sa lipophilie,

e comporter des chaines latérales compatibles avec la cyclisation, c'est-a-dire qui
minimise la géne stérique, tout en facilitant I’étude conformationnelle,

e &tre synthétisé dans des rendements satisfaisants.

Nous avons choisi de travailler sur le dimere 1:1-[a-Leu/a-N“-Bn-hydrazinoalanine]ester
formé a partir d’un acide a-aminé naturel, la leucine et du monomere 12c.

Il est a noter que I’on peut observer des problemes de réactivité dus a la présence des deux
azotes dans les monomeéres a-N“-hydrazinoesters 12, I’azote alpha ayant tendance a baisser la
réactivité de I’azote béta.

Pour palier a ce probléeme, nous avons décidé de placer I’acide a-aminé du c6té N-terminal et
I’a-hydrazinoacide du coté C-terminal afin de n’avoir a réaliser qu’une seule fois le couplage
peptidique du coté N-terminale de I’unité a-hydrazinoacide.

L’oligomerisation de ces deux unités de base devrait conduire aux oligoméres mixtes. Ainsi,
nous nous proposions de réaliser la synthese des oligoméres mixtes 1:1-[a-Leu/a-N"-Bn-
hydrazinoalanine]esters (Figure 13).

ZTI
[RRER(?))
@)

Boct

oligomeéres mixtes 1:1-[a-Leu/a-N?-Bn-hydrazinoalanine]esters

Figure 13: Les oligomeres mixtes 1:1-[a-Leu/a-N*Bn-hydrazinoalanine]esters.

Afin de vérifier I’influence de la chaine latérale sur la structuration de ces oligoméres mixtes,
nous avons décidé de travailler a la fois en série hétérochirale, en utilisant comme acide o-
aminé de depart la L-Leucine, tandis que I’utilisation de la D-leucine nous donnera acces aux
oligomeres de la série homochirale.

11.1.3. Choix des conditions de couplage

Comme pour la synthese pas a pas de peptides, la synthése des dimeres puis des oligomeres
fait appel a une succession d’étapes de protection, activation, couplage et déprotection.
L’unité de départ peut donc étre dans ce cas soit I’acide a-aminé, soit le précurseur a-N"-
hydrazinoesters 12 (Schéma 29).
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,NJJ\ ,N\‘)J\ 1.déprotection
P H oP 2.activation
R! RS 3.couplage

Schéma 29: Oligomérisation en phase liquide.

Pour allonger la chaine peptidique, deux stratégies peuvent étre envisageées :

L’élongation pas a pas consiste a condenser chaque unité successivement sur la chaine
peptidique de I’extrémité C- vers I’extrémité N-terminale.

Le couplage de fragments consiste a synthétiser deux fragments séparément, puis a les
coupler I’un a Iautre.

Pour réaliser ces couplages pseudopeptidiques particuliers, les réactifs de synthése les plus
utilisés sont les sels de phosphonium et les carbodiimides:

Le plus connu est le réactif de Castro, I’hexafluorophosphate de benzatriazol-1-yl-oxy-
tris-(diméthylamino)-phosphonium ou BOP.®” Cependant, au cours du couplage, ce
dernier libere de I’hexaméthylphosphorotriamide (HMPT), un composé cancérigene.
Ainsi, il peut étre remplacé par de nombreux réactifs tels que le HBTU (N-[(1H-
benzotriazole-1-yl)(diméthylamino)méthyléne]-N-méthylméthanaminium

hexafluorophosphate N-oxyde) ou le HATU (N-[(diméthylamino)-1H-1,2,3-
triazolo[4,5,b]pyridin-1-yl-méthylene]-N-méthylméthanaminium hexafluorophosphate
N-oxyde)®®®® qui, non seulement ne requiérent pas de conditions particuliéres de mise
en ceuvre, mais permettent surtout d’obtenir des rendements satisfaisants.

Les carbodiimides: agents de couplage tres employés en synthése peptidique. Parmi
les plus connus, nous trouvons la DCC (dicyclocarbodiimide)” générant une urée peu
soluble dans I’eau, la dicyclohexylurée (DCHU), d’ou son remplacement par I’EDC
(1-éthyl-3-(3’-diméthylaminopropyl)carbodiimide),”*  dont I'urée  formée est
facilement éliminée a I’eau rendant les purifications plus simples. Ces carbodiimides
sont en g@énéral associés avec des amines hydroxylées comme le 1-
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hydroxybenzotriazole (HOBt)"? ou le 7-Aza-1-hydroxybenzotriazole (HOAt)" afin de
réaliser le processus d’activation lors du couplage peptidique.

a. Méthode a ’THATU/NMM

Seebach et Lelais ont fait de cette derniere leur méthode de choix pour réaliser leurs
couplages peptidiques lors de leurs synthéses de polyhydrazinopeptides a partir d’a-
hydrazinoacides N“-protégés (Schéma 30).*® 1l est en effet connu que la présence du HATU
comme activant, accélere les réactions de couplage des acides a-aminés, probablement par
catalyse basique intramoléculaire.”

ITQ.n 0] ||3n @] I|3n O
Boc. _N 1.TFA/CH,Cl,
N :JJ\OMe - BOC\N/N_JJ\N/N\_)J\OMe
H ° 2.HATU, NMM, H . H =
i Pr B i Pr -
5N
BOC~N.N\_/C02|V|e 87%
H :
IT%n 0] I?n O IT%n O
LTFACHCL _ Boc. NI v I v L
2.HATU, NMM, H e H O 2 H g,
Bn
Boc.\ N CO,Me 88%
H  iBu

Schéma 30: Synthese de polyhydrazinopeptides décrite par Seebach et Lelais.

Ces couplages qui ont pour la plupart été réalisés dans le CH,Cl, et/ou le DMF ont permis
d’obtenir efficacement les diméres et triméres a-N“-Bn-hydrazinoesters avec des rendements
respectifs de 87 % et 88%. Cependant, il leur a été impossible de synthétiser I’hexapeptide
correspondant en utilisant cette méme méthode.

Il est a noter d’ailleurs que des études ont montré que le remplacement de HATU par HBTU,
lors des couplages peptidiques, entrainait une baisse des rendements et donc une diminution
de I’efficacité de ces réactions, ceci étant d a la réactivité accrue de HATU par la présence
d’un azote supplémentaire dans le systéme aromatique par rapport au HBTU.™

b. Méthode a ’TEDC/HOBT

L’équipe de Le Grel a, quant & elle, basé sa synthése de composés aza-A>-peptides sur
I’utilisation du couple DCC/DMAP lors d’une premiére étude.”

Cependant, en raison de la difficulté a se débarrasser du DCC qui nécessitait une filtration sur
célite ainsi qu’une purification par chromatographie sur colonne de silice, les auteurs ont
décidé de procéder a quelques aménagements. Ainsi, en variant les conditions de couplage et
en utilisant le couple EDC/HOBY, ils ont pu augmenter les rendements des produits
synthétisés, tout en simplifiant les purifications des produits obtenus (en effet, I’urée formée
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par ’EDC est hydrosoluble tandis que HOBt précipite a I’ajout de HCI lors des lavages
aqueux).?

Boc. _N
H \/J\OMe NaOH 1M

Ehiindl b
MeOH
EDC/HOBUDIPEA Q Q
- = Boc. _N _N
e >N \)J\N \)J\OMe
o CH:Cl, H H
89%
Boc. _N
N \)J\OMe L
CH,Cl,

Schéma 31: Synthése d’un aza-g>-dipeptide selon I’équipe de Le Grel.
Par cette méthode, ils ont pu synthétiser un aza-4*-dipeptide avec des rendements de 89%

(Schéma 31). Le méme procédé leur a permis d’obtenir les aza-3>-tétra- et pentapeptide avec
des rendements de 78 % chacun.

c. Méthode a ’TEDC/HOAT

Une méthode analogue a permis les couplages d’unités pseudopeptidiques a-aminoxyesters
qui sont les analogues des a-hydrazinoesters pour lesquels I’atome d’azote N” a été remplacé

par un atome d’oxygene.
& 100%
O A0 J<
NH,NH,, H,0 H,N \)J\
—_— =

MeOH Ph

88%
EDCI/HOA,

| CHCL TA & ¢ ¢

Schéma 32: Synthese d’un a-aminoxypeptide décrite par I’équipe de Yang.

/nn

82%

Yang et al. ont réussi a obtenir par couplage peptidique a I’aide du couple EDC/ HOA, les
tétra- et hexameéres a-aminoxyesters avec des rendements satisfaisants de 82% et 77%
respectivement.’®
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Selon une etude, il semblerait que de par sa structure (semblable a I’HOBt avec cependant un
azote en plus dans le systéme aromatique), I’lHOAL présenterait une plus grande réactivité, en
augmentant les rendements de couplage et en minimisant les risques de racémisation.”

Pour la synthése de nos 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino]jméres, nous avons donc décidé de
privilégier I’utilisation de I’agent de couplage HATU en raison des bons résultats obtenus
avec cette méthode sur des a-hydrazinopeptides C”-substitué de Seebach.

I11.2. Synthése des dimeres hétéro- et homochiraux 1:1-[a/a-N*-Bn-
hydrazino]esters 15a et 15b

La synthése des dimeéres nécessitait préalablement la deéprotection coté N-terminale du
monomere 12c et C-terminale de I’acide a-aminé naturel. Dans notre cas, |’étape de
déprotection du monomeére 12c a été réalisée selon les conditions classiques conduisant a des
rendements quasi-quantitatifs. La partie N-terminale est donc libérée de son groupement
protecteur Boc en milieu acide au moyen d’acide trifluoroacétique (TFA) en proportion 40/60
dans du CH,Cl,. Pour des raisons pratiques, le précurseur est conservé sous forme de sel de
TFA 14, car lorsque I’on réalise des lavages aqueux avec NaHCOg3, I’amine libérée peut se
solubiliser en phase aqueuse et on ne récupére pas le produit désiré dans la phase organique.

B ~ -
Cs\-N OMe
H

H 98% H
Boc/N\;)kOH 14 Boc” OH
L-leucine D-leucine

NMM
DCM / DMF DCM / DMF

Schéma 33: Synthese des diméres hétéro- et homochiraux 15a et 15b.
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Nous avons par la suite testé différentes méthodes de couplage afin d’obtenir les meilleurs
rendements selon les conditions évoquées plus tét. Les résultats des diméres hétéro- et
homochiraux sont consignés dans le tableau 5.

Conditions de couplage Dimere hetérochiral 15a Dimeére homochiral 15b
(rendement en %) (rendement en %)®©
EDC/HOBYEt;N 88 -
HBTU/DIPEA 79 -
HATU/NMM 94-96 80

(@) Rendements aprés purification par chromatographie sur colonne de silice par rapport a 14

Tableau 5 : Rendements en dimeéres hétéro- et homochiraux 15a et 15b.

Parmi les méthodes utilisees, celle utilisant ’THATU comme agent de couplage nous a donné
les meilleurs résultats pour 15a (94 a 96%).

Il est a noter cependant que le HATU et le HBTU ne sont pas tres solubles dans le CH,Cl, et
nécessitent I’ajout de DMF dans le milieu réactionnel, un solvant dont il est difficile de se
débarrasser notamment en raison de son haut point d’ébullition. Sur ce point, la méthode
utilisant le couple HOBYEDC présente I’avantage de faciliter les purifications par
chromatographie sur colonne de silice. En effet, ’THOBt forme un sel qui précipite en milieu
acide (apres ajout de HCI lors des lavages), tandis que I’urée produite par ’EDC apres le
couplage, est soluble en milieu aqueux et donc facilement éliminée par extraction. D’ailleurs
des tentatives de « trituration » des bruts réactionnels ont été réalisées conformément a ce qui
avait été obtenu pour d’autres couplages, mais n’ont pas donne lieu a des résultats
satisfaisants permettant de se passer d’une purification par chromatographie sur colonne de
silice.

Le HATU a donc été également utilisé pour la synthése du dimere homochiral obtenu dans
ces conditions avec un rendement de 80%.

11.3. Synthese des tétrameéres hétéro- et homochiraux 1:1-[a/a-N“-Bn-
hydrazino]esters 18a et 18b

Nous avons ensuite envisagé la synthese des tétrameres hétero- et homochiraux 18a et 18b en
utilisant les dimeres hétéro- et homochiraux 15a et 15b comme synthons de départ.
Les etapes de deprotection des extrémités N- et C-terminales des dimeres 15a et 15b ont été
réalisées en utilisant respectivement un mélange TFA/CH,CI, en proportion volumique de
2/3, avec un rendement quantitatif pour la déprotection du Boc, composés 17 (conservés sous
forme de sel de TFA pour les raisons énoncées plus tét), et NaOH 1N dans le méthanol pour
la déprotection de I’ester méthylique, composés 16 (Schéma 34).
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Schéma 34: Synthese des tétrameres hétéro- et homochiraux 18a et 18b.

Nous avons ensuite testé deux méthodes dont les résultats sont présenteés dans le tableau 6.

Conditions de couplage

Tétramere hétérochiral 18a
(rendement en %)@

Tétramere homochiral 18b
(rendement en %)@

HBTU/DIPEA

70-80

HATU/NMM

87

75

(a) Rendements aprés purification par chromatographie sur colonne de silice par rapport a 16

Tableau 6: Rendements de syntheése des tétraméres hétéro- et homochiraux 18a et 18b.

La méthode utilisant le HATU permet d’obtenir les tétrameres hétéro- et homochiraux 18a et

18b avec de bon rendements.

11.4. Synthése de I’hexamére hétérochiral 1:1-[a/a-N*-Bn-hydrazino]ester

20a

La synthese de I’hexamére a été réalisée par couplage [4+2]. En effet,

le tétramere

hétérochiral deprotégé coté C-terminal 19a est couplé au dimere hétérochiral déprotégé coté
N-terminal 17a a I’aide du HATU (nous n’avons pas essaye les autres méthodes de couplage
pour des raisons de temps), afin d’obtenir I’hexameére hétérochiral 20a avec un bon rendement
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de 83% apres purification par chromatographie sur colonne de silice. Des couplages [2+4]
(dimére C-déprotégé avec un tétramere N-déprotégé) ont été réalisés et ont donné les mémes

résulats.
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Schéma 35: Synthese de I’hexamere hétérochiral 20a.

11.5. Synthése de I’octameére hétérochiral 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino]ester
22a

Pour I’octamere hétérochiral, un couplage 4+4 de deux tétraméres hétérochiraux a été
privilégié. Le méme protocole appliqué aux tétraméres déprotégés 19a et 2la permet
d’obtenir I’octamére hétérochiral 22a avec un rendement de 77%, apres chromatographie sur

colonne de silice.
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Schéma 36: Synthese de I’octameére hétérochiral 22a.
11.6. Synthése du décameére hétérochiral 1:1-[a/a-N*-Bn-hydrazino]ester
24a
Le décamere 24a est obtenu selon les mémes conditions par un couplage 6+4 faisant réagir

I’hexamére C-déprotégé 23a sur le dimere N-déprotégé 21a avec des rendements moyens de
49% (Schéma 37).
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Schéma 37: Synthese du décameére hétérochiral 24a.

En raison de sa forte insolubilité, il a été relativement difficile d’arriver a purifier ce produit,
que ce soit par chromatographie sur colonne de silice ou par des « triturations » car celles-ci
ne permettaient pas de solubiliser les impuretés.

Au cours de ces différentes syntheses, nous avons remarqué une diminution des rendements a
mesure que I’on augmente la longueur du squelette pseudopeptidique. Ceci avait déja été
observé par Abbas au laboratoire sur les oligomeres 2:1-[a/aza]esters pour lesquels elle s’était
apercue que le temps de réaction des étapes de déprotection était proportionnel a la taille du
composé a déprotéger et correspondait au temps nécessaire aux reéactifs de déprotection pour
atteindre leur cible. Ceci montre donc clairement une difficulté croissante a atteindre les
extrémités N- et C-terminale lors des déprotections ou des couplages peptidiques qui
s’ensuivent. Cela pourrait étre expliqué par la présence d’une auto-structuration réguliére au
sein méme des oligomeéres en solution. Bouillon, durant sa thése avait elle aussi observe les
mémes phénomeénes et avait choisi quant a elle d’utiliser des solvants déstructurants afin de
contourner ce phénomene. Dans le cadre de cette thése, nous avons tenté de realiser le
couplage peptidique du tétramére 18a dans la DMF, connu pour étre un solvant déstructurant.
Cependant, la difficulté occasionnée par la présence de la DMF lors des différents lavages (en
effet, la DMF est soluble a la fois dans I’eau mais aussi dans certains solvants organiques),
mais surtout la difficulté a s’en débarrasser, ceci pour les raisons évoquées plus tét, ont rendu
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cet essai peu concluant. Il a été en effet relativement difficile d’en tirer des conclusions
pertinentes vis-a-vis de I’utilisation de ce solvant dans nos couplages peptidiques.

11.7. Conclusion

Nous avions abordé la synthese des oligomeres mixtes 1:1-[a/a-N"-Bn-hydrazino]esters avec
pour objectif principal d’aller au-dela du tétramere acide de la série [a/a-hydrazino]ester
démarré lors d’un stage post doctoral réalisé au laboratoire par Salatn.

Notre choix d’utiliser un groupement benzyle sur I’azote N“ afin d’augmenter la solubilité de
ces oligomeéres s’est donc avéré fructueux et c’est seulement a partir du décamere 24a que
I’on a pu se heurter aux premiers problemes de solubilité. Cette synthese a donc été un réel
succes et nous a permis a partir du monomeére ester 12c, d’accéder par une série de couplages
peptidiques classiques aux oligomeres 1:1-[a/a-N*-Bn-hydrazino]esters, notamment les
diméres et tétraméres hétéro- et homochiraux 15a, 15b, 18a et 18b, mais aussi aux hexamere,
octamere et decamere hétérochiraux 20a, 22a, et 24a avec des rendements satisfaisants.

11.8. Amidation du monomere 12c et des oligomeéres 1:1-[a/a-N*-Bn-
hydrazino]esters

11.8.1 Introduction
Apres la synthése des oligomeres mixtes 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino]esters, nous avons décidé
de nous intéresser a la synthese de leurs homologues amide.
En effet, selon différentes études, de nombreuses informations structurales sont a tirer de
dérivés a-hydrazinopeptides amidiques.”””® La présence d’un motif amide primaire permet de
mimer la présence d’un acide a-aminé supplémentaire dans le squelette pseudopeptidique et
donc de faire une étude conformationnelle sur de plus petits composés, ce que nous avons
envisagé dans la derniere partie de ce manuscrit.
Pour parvenir a obtenir les dérivés amidiques, nous avions donc plusieurs méthodes a
disposition.

11.8.2. Les méthodes d’amidation

Pour cela, nous avons procéde a des essais préliminaires sur le dimére ester 15a afin de
déterminer la méthode la plus adaptée qui nous permettrait de synthétiser efficacement les
dérivés amides pour la suite de notre étude.

a. Aminolyse d’acide

La premiére méthode que nous avons testée consistait en I’amidation du dérivé acide 16a
obtenu par saponification du dimére ester 15a.
Le dérivé acide 16a a été traité par Boc,O, et de la pyridine en milieu basique (Schéma 38)."”
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Cette méthode, qui a donné lieu a des rendements moyens (54%), se déroulait dans un solvant
dont il est difficile de se débarrasser ; la DMF.

De plus, cette méthode impose une étape supplémentaire aprés le couplage peptidique. En
effet, elle nécessite le passage de I’oligomere de sa forme ester a sa forme acide. On ne peut

donc pas le synthétiser directement!
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Schéma 38: Synthése du dimere hétérochiral 1:1-[a/a-N*-Bn-hydrazinoJamide 25a par
aminolyse d’acide.

b. Aminolyse d’ester par I’ammoniac

La méthode mise au point par I’équipe de Ramsby consistait en I’aminolyse du dimere ester
15a par une solution d’ammoniac NH3 (7N) dans du méthanol %

Ramsby utilisait dans sa méthode un catalyseur au cyanure NaCN, mais en raison de la
toxicité de celui-ci, nous avons souhaité nous en passer. Ceci ne nous a pas empéché d’obtenir
de bons rendements.

Néanmoins, cette méthode utilise une grande quantité d’ammoniac, qu’il est nécessaire
d’évaporer sous une hotte.
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Schéma 39: Synthese du dimére amide 25a par aminolyse a I’aide de NHs.

c. Aminolyse d’ester par I’hydroxyde d’ammonium
Cette méthode a consisté en I’aminolyse du dimére ester 15a dans le toluéne.®
Elle s’est cependant avérée infructueuse malgré la solubilité de notre produit dans le toluéne.
Une alternative consistait & chauffer le mélange pendant 48h.8* Cependant, aucun changement
n’a été observé lors du suivi de réaction apres 48h de chauffage pour six jours de réaction.
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La littérature faisait état de la possibilité de favoriser la formation de NHj3 in situ avec la base
appropriée dans des mélanges comme le méthanol, ce que préconisait la procédure de
Ramsby, évoquée précédemment.®

Nous avons donc décidé de tester les mémes conditions que celles utilisées dans le toluéne, en
remplagant cette fois le solvant de réaction par du méthanol.

b o o e o \NH\ e 0
NH,OH .
Boc/N\:)kH’N\‘)kOMe —_— Boc/N\:)kN’N\‘)kNHZ Boc/N\:)kH’N\‘)kOMe

MeOH luél z
Y Y A
94%

15a 25a 15a

Schéma 40 : Synthése du dimére amide 25a par aminolyse au moyen de NH,OH.
Cette nouvelle réaction s’est révélée bien plus efficace que les précédentes et a donc constitué

notre méthode de choix pour la synthese des différents amides nécessaires pour poursuivre
cette étude (Schéma 41).

. o
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oligomeres 1:1-[a/a-N*Bn-hydrazino]esters oligomeres 1:1-[o/a-N*Bn-hydrazinolamides

Schéma 41: Synthese du monomeére amide 26a et des oligoméres amides par aminolyse a
I’aide de NH,OH dans le MeOH.

Les résultats des différentes synthéses du monomeére amide 26a et des oligomeres 1:1-[a/a-
N“-Bn-hydrazino]amides ont été consignés dans le tableau 7.
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Produits (amide) Rendements (%)
monomere 26a 80
Dimere hétérochiral 25a 95
Dimere homochiral 25b 65
Tetrameére hétérochiral 27a 63
Tetramére homochiral 27b 93
Hexamere hétérochiral 28a 53
Octamere hétérochiral 0

(@) Rendements aprés purification sur colonne de silice ou trituration par rapport aux esters de départ

Tableau 7 : Rendements en monomeére amide 26a et en oligoméres 1:1-[a/a-N*-Bn-
hydrazinoJamides.

De nombreuses différences ont été observées dans I’obtention des différents dérivés
amidiques, certains ne nécessitant pas de purification par chromatographie sur colonne de
silice mais juste une trituration dans I’éther diéthylique (ceci uniquement observé pour la série
homochirale avec le dimere 25b et le tétramere 27b), tandis que d’autres nécessitaient
obligatoirement une purification sur silice pour avoir des produits satisfaisant les exigences de
pureté nécessaires a leur étude structurale.

Il est & noter que des essais ont été effectues sur I’octamere hétérochiral 22a mais n’ont pas
donné lieu a la formation du dérivé amide, le dérivé ester 22a n’ayant pas réagit, méme apres
plusieurs jours de réaction.

De la méme maniere, une tentative d’amidation a été réalisée sur le décamere hétérochiral
24a, mais en raison de la forte insolubilité de celui-ci dans la plupart des solvants organiques,
notamment dans le méthanol nécessaire pour la réaction, il n’a donc méme pas été possible de
réaliser la réaction.

11.8.3. Conclusion

Dans cette seconde partie de synthése, nous avons donc réussi a synthétiser et a obtenir avec
des rendements satisfaisants le monomere amide 26a et les différents oligomeres 1:1-[a/a-N*-
Bn-hydrazino]amides qui serviront a I’analyse conformationnelle des oligomeres.
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Il
SYNTHESE DES CYCLO 1:1-[a/a-N*Bn-HYDRAZINO]MERES
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I11.1. Introduction

111.1.1. Les macrocycles
Dans la nature existent des macrocycles qui présentent parfois des activités biologiques, et
nombreux de ces composés (ou leurs dérivés) sont utilisés pour la conception de
médicaments.®
La diversité chimique de ces macrocycles naturels est immense et varie selon divers facteurs,
a savoir leur taille, leur distribution moléculaire ou méme la frequence des motifs structuraux
communs. Ainsi, de nombreuses équipes se sont attelées a la synthese de macrocycles
pseudopeptidiques car ils presentent en effet I’avantage d’avoir leur diametre modulable par
le nombre d’unités présentes dans le squelette, mais aussi de posséder des proprietes
chimiques spécifiques en fonction des chaines latérales qu’ils contiennent.
Ainsi, nous devons a Sheehan et Richardson le premier peptide macrocyclique, c'est-a-dire
contenant plus de deux acides a-aminés. En effet, ceux-ci avaient mis au point une méthode
pratique pour cycliser des polypeptides en partant de I’ester éthylique de la phtaloyltriglycine
pour obtenir le cyclo-(triglycyl), qu’ils ont réussi a isoler par recristallisation dans I’eau avec
un rendement de 42 %.%*
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N OEt 1.NoH, HCI, H,N N.
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0 ' o]

ester éthylique de phtaloyltriglycine

0
o HN"¢
HCI/NaNO, HCl. HZNQL{N%N ,  NaHCO, oi NH
_— —_—
H o L2 0-4°C N \/
H' o
cyclo-(triglycyl)
42%

Schéma 42: Synthese du premier macrocycle peptidique par Sheehan.

Par la suite, Karle et al. ont décrit le premier cyclotétrapseudopeptide a quatorze atomes,
formé par un squelette hétérogene a/f a partir du p-nitrophénylester linéaire avec un
rendement de 55 % (Schéma 43).*° Ce macrocycle a par la suite été identifié par diffraction
des rayons X.
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Schéma 43: Synthese du premier cyclotétrapseudopeptide par Karl

Depuis, de nombreuses méthodes de synthése de macrocycles pseudopeptidiques ont fait
appel a de nouveaux agents de couplage qui ont été présentés précédemment lors de la
synthése peptidique en phase liquide.

L’équipe de Le Grel a réalisé la synthése et I’étude structurale des aza-A°-cyclotétra- (16
atomes) et -cyclohexapeptides (24 atomes).**

Les études structurales et spectroscopiques ont montré que les aza-B>-cyclopeptides
adoptaient une conformation organisée ou la configuration relative de I’azote sp; est alternée.
En effet, on y observe un réseau dense de liaisons hydrogene intramoléculaires
(hydrazinoturn) impliquant tous les groupements NH et C=0 du cycle. De plus, les chaines
latérales sont projetées en position équatoriale autour du macrocycle. Cette conformation,
existant déja au sein de leurs analogues linéaires, permet ainsi de rapprocher les deux
extrémités C- et N-terminale dans la molécule linéaire et donc de favoriser la cyclisation. Ces
composeés révelent aussi une inversion lente de I’atome d’azote pyramidal seulement observee
a ce jour sur des petits systémes cycliques comprenant de trois & cing atomes. Ces aza-A°-
cyclopeptides possedent une symeétrie Cs, ce qui en fait des composés tres intéressants au
niveau biologique. En effet, certains cyclopeptides ayant cette symétrie se sont avéres étre des
mimes fonctionnels de la molécule CD40L qui est un ligand d’un membre de la famille des
TNF (facteur de nécrose tumorale) impliqués dans la réponse immunitaire.* De plus, il a été
récemment montré que les liaisons hydrogene intramoléculaires au sein de certains
cyclopeptides avaient tendance a augmenter leur capacité a traverser des modéles de
membranes cellulaires et la possibilité de faire du ciblage intracellulaire.®®

Cependant, il est important de noter que ce haut degré d’auto-structuration au sein des aza-4*-
cyclopeptides favorise les contacts intra- au détriment des intermoléculaires.®**°

L’équipe de Yang a étudié les a-aminoxypeptides et a réalisé la synthése d’a-aminoxy-
cyclohexapeptides.’

Il s’est avéré que ce squelette macrocyclique reposait sur une succession de liaisons
hydrogéne intramoléculaires de type «N-O turn» basé sur le méme modele que
I’hydrazinoturn, comme cela avait pu étre observé sur leurs homologues linéaires,®’ le N-O
turn étant I’équivalent de I’hydrazinoturn pour les a-aminoxy ou I’oxygene remplace |’azote.
Ces a-aminoxy-cyclohexapeptides présentent une cavité interne polaire, puisque tous les
protons NH des résidus a-aminoxy pointent vers I’intérieur du cycle, tandis que les chaines
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latérales sont orientées vers I’extérieur, perpendiculairement au plan du macrocycle, cette
conformation défavorisant les contacts intermoléculaires. Ces macrocycles se sont cependant
avérés capables de se lier sélectivement a des anions (les ions chlorure CI"), le squelette
adoptant alors une forme plane de symétrie Cs.”®®® Ces résultats ouvraient donc la voie a la
synthése de nouveaux récepteurs d’ions CI” et a de nouvelles perspectives comprenant la
conception de transporteurs ou de capteurs d’ions CI,**" les ions CI" étant impliqués dans de
nombreux processus biologiques.®

Des études complémentaires de cette équipe ont démontré que les cyclohexameres mixtes (21
atomes) alternant régulierement une unité acide a-aminé et un résidu a-aminoxy s’averaient
étre de meilleurs récepteurs d’ions CI". En effet, ces macrocycles mixtes sont structurés par un
réseau de liaisons hydrogene intramoléculaires alternant N-O turn et y-turn comme cela avait
pu étre observé sur les homologues mixtes linéaires.”

Le squelette du cyclohexamere mixte 1:1-[a/a-aminoxy] serait donc plus flexible que son
homologue pur a-aminoxy, le N-O turn étant plus stable que le y-turn.® 11 semblerait donc
que les liaisons hydrogene intramoléculaires assurant le y-turn puissent étre facilement
rompues afin de permettre I’établissement de liaisons hydrogene avec les ions CI (et ce de
maniere sélective), ces résultats ont été validés par des calculs théoriques et des analyses
d’extraction d’anions.®® ™°

Plus récemment, I’équipe de Guichard a realisé la synthése de macrocycles a partir
d’oligomeres lineaires oligo-urées. Elle a ensuite réussi a synthétiser un oligo-urée-
cyclotétramére (comprenant 20 atomes) puis & en obtenir des cristaux.” Dans sa structure
cristalline, le macrocycle forme des nanotubes gréace a I’établissement de liaisons hydrogéne
intermoléculaires entre tous les groupements NH (orientés dans un méme sens) et O=C
(orientés dans la direction opposée), on parlera alors d’auto-assemblage paralléle, phénoméne
observé dans les 53-cyclopeptides (Figure 14).%

Par la suite, cette équipe a obtenu, a partir des dipeptides linéaires correspondants, des
cyclotétraméres mixtes 1:1-[a/urée]. Ces cyclotétrameéres s’empilent eux aussi pour former
des nanotubes, mais cette fois avec les groupements NH et C=0 orientés aléatoirement, on
parlera alors d’empilement antiparalléle.”
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Figure 14: Deux exemples d’auto-assemblage: auto-assemblage paralléle (a gauche),
auto-assemblage antiparalléle (& droite) sur des macrocycles modéles.*?

Des études récentes ont montré que ces oligomeres mixtes 1:1-[a/urée] pouvaient se substituer
a leurs homologues oligoamides (8- et J-peptides) car ils présenteraient des propriétés
améliorées (foldameéres antibactériens, récepteurs d’anions avec une forte sélectivité pour les
oxyanions™).

111.1.2. Les nanotubes

a. Introduction

e Les D,L-a-cyclopeptides

Au cours de ces 40 derniéres années, de nombreuses methodes visant la synthése et la
conception de structures tubulaires ont recu une attention particuliere et notamment la
conception d’un systeme basé sur I’auto-assemblage de macrocycles. En effet, c’est en 1972
que Hassall®* a proposé I’idée de nanotubes, en prédisant que des cyclotétrapeptides composés
d’une alternance d’acides a- et f-aminés devraient s’associer. Cette hypothése a été reprise et
confirmée par les analyses théoriques de De Santis et al.** qui ont montré que des peptides
comprenant un méme nombre d’acides a-aminés alternant entre les configurations D et L
devraient favorablement former des cyclopeptides, et que ceux-ci seraient capables de
s’empiler en feuillets £ (avec les chaines latérales orientées vers I’extérieur). C’est suite a
cette étude, en 1993, appuyee par la microscopie, la diffraction électronique, I'IR et la
modélisation moléculaire, que Ghadiri et al.** ont fourni la premiére preuve de la formation de
structures peptidiques tubulaires basees sur I’auto-assemblage (Figure 15).

62



Figure 15: Formation d’un nanotube par auto-assemblage de cyclopeptides selon les
travaux de Ghadiri.*

Pour cela, Ghadiri a étudié I’influence de la variation de pH sur la formation de nanotubes,
ceci en travaillant sur le cyclo[-(D-Ala-Glu-D-Ala-GIn),-], dont I’état d’ionisation de I’acide
glutamique (Glu) dépend du pH.

A pH alcalin, les carboxylates chargés défavorisent I’empilement des cycles en raison des
interactions électrostatiques intermoléculaires répulsives tandis qu’ils favorisent leur
dissolution dans I’eau. Une acidification de la solution protonne les ions carboxylates, faisant
disparaitre les interactions électrostatiques défavorables mais favorisant dans le méme temps
les interactions entre les chaines latérales (par abaissement de leur solubilité) ceux-ci
produisant des aggrégats microcristallins.

Cette stratégie a donné lieu a la formation de structures nanotubulaires dans laquelle les D,L-
a-cyclooctapeptides s’empilent en feuillets f anti-paralleles par I’établissement de liaisons
hydrogéne intermoléculaires. Ces nanotubes présentent un diamétre interne de 7.5 A et une
distance entre chaque sous-unité cyclique de 4.73 A3

Des études ultérieures ont ensuite montré que des cyclopeptides portant les chaines latérales
appropriées, étaient capables de s’auto-assembler dans des bicouches lipidiques et de former
des canaux transmembranaires efficaces. %2

En effet, Ghadiri et al. ont montré qu’un D,L-a-cyclooctapeptide portant des chaines latérales
hydrophobes, le cyclo[-(Trp-D-Leu)s-GIn-D-Leu], était capable de se disperser dans une
suspension aqueuse de liposomes et ensuite de s’auto-assembler en canaux transmembranaires
(Figure 16).

En plus du transport de protons, ces canaux transmembranaires se sont avérés étre capables de

transporter efficacement des ions K* et Na*.*
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Ce mécanisme est similaire a celui mis en jeu dans la Gramicidine A, un peptide linéaire
composé d’acide a-aminés hydrophobes alternant une configuration D et L, qui est connue
pour former une structure dimérique de canal ionique transmembranaire.*

g 0 B R
/ </ .‘j " N N/L 1:\ 'I;L_._ak -"\\\‘
00 T Tk
0566666 P QR
({ LB D))
RS A
M A (s
\\ > BRI ”\((\

I Oy, R
/ N qA SNV YY Y
OIS LG
% 0% Y ddd

Figure 16: Formation d’un canal transmembranaire selon les travaux de Ghadiri.*

Selon Ghadiri, pour former des nanotubes a partir d’a-cyclopeptides, de nombreuses
conditions doivent étre remplies. Il faut qu’un nombre pair d’acides a-aminés de
configuration D et L alternée forment le macrocycle. Comme illustré sur la figure 15,
I’orientation des liaisons amide (N-H et C=0), qui sont perpendiculaires au plan du cycle,
conduit a la protrusion (position avancee) des chaines latérales des acides a-aminés en
position équatoriale (orientées vers I’extérieur pour minimiser les interactions stériques
transannulaires entre les chaines latérales) lui conférant alors une forme plane et permettant
I’empilement en feuillets g nécesssaire pour former des nanotubes.

De nombreuses études ont établi par la suite qu’il était possible d’obtenir des nanotubes a
partir de D,L-a-cyclohexa-,®" octa-, " déca-*® et dodécapeptides.*

Une étude récente a par ailleurs montré que des D,L-a-cyclotétrapeptides, les cyclo(D-Ala-
Dap), (Dap: L-2,3-diaminopropionic acid) et cyclo(D-Ala-Glu), étaient capables de s’auto-
assembler afin de former des canaux ioniques efficaces, ceux-ci évalués par des mesures de
conductance.*®

e Les fs-cyclopeptides
Des assemblages de cyclopeptides dans lesquels tous les acides a-aminés sont remplacés par

des acides g-aminés cycliques™®*% ou chiraux'®'%* peuvent aussi étre formés. L’utilisation
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de tels résidus augmente grandement le répertoire des nanotubes notamment au niveau de
leurs dimensions et propriétés.

Le premier assemblage de cyclopeptides composés uniquement de résidus acides S-aminés a
été étudié par I’équipe de Seebach.*%*%

Les travaux de cette équipe ont montré, par diffraction des rayons X sur des poudres, que des
-cyclotétrapeptides homochiraux, formés & partir d’acide 3-aminobutanoique, étaient
capables de s’empiler pour former des nanotubes puis que les A*-cyclotétrapeptides
hétérochiraux correspondants donnaient lieu aux mémes types de structures a I’état solide
(Figure 17).1%

Figure 17: Formation de nanotubes & partir de g*-cyclotétrapeptides.

Dus a leur carbone additionnel dans le squelette de chaque résidu, de nombreux conforméres
de p*-cyclopeptides peuvent permettre I’établissement de liaisons hydrogéne, ainsi des
nanotubes peuvent étre formes a partir de macrocycles avec ou sans chiralité alternée comme
cela était requis pour I’auto-assemblage des a-cyclopeptides.’® Ceci infirmant de ce fait la
versatilité conformationelle des *-cyclopeptides.

Il est & noter qu’en contraste avec I’empilement antiparallele formés par les D,L-a-
cyclopeptides, I’assemblage des °-cyclopeptides peut conduire & un empilement paralléle (les
groupements amide sont dirigés de maniére unidirectionnelle, c'est-a-dire avec tous les NH et
C=0 se trouvant respectivement sur les faces opposees du macrocycle). Cette caractéristique
fait alors apparaitre un moment dipblaire tubulaire, qui s’est avéré étre benéfique pour le
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transport d’ions®' en influencant la conductance par effet sur le courant'® «current

rectification» (Figure 18).

NN ONTNTYN N N
5 H HH M Q' np g/ Hp z
- - - :-,‘ kY .' =)
Al A R 3
Mo LN [}
apddpn et 8
AR Mo S 8
[+} e} " N 4 =
K L A AP ¢ :
Gy '« -,
RTROORGANTTR Ayl 8
) 0 ) HEp Fh
A g H ;H Qe 3
. ‘ ‘ A @
5"‘ ‘00 Oo EHO JO,: }I‘-O =

Figure 18: Formation préférentielle d’un macrodipéle décrit par Clark.*

e Les a/p-cyclopeptides
Des nanotubes formés a partir de peptides ou pseudopeptides cycliques mixtes ont été pour la
premiére fois proposés en 1972 par Hassall qui a predit que des cyclotétrapeptides composés
d’une alternance d’acides a- et f-aminés pouvaient s’assembler par des liaisons hydrogéene
intermoléculaires afin de former des structures creuses cylindriques.®
En 1974, des analyses par diffraction des rayons X ont partiellement validé ces prédictions,
permettant a I’équipe d’Hassall de mettre clairement en évidence la conformation du
cyclotétrapeptide mixte L-Ser(O-tBu)-A-Ala-Gly-L-5-Asp(OMe).?
Dans le cristal, chaque cyclotétrapeptide est associé au précedent par deux liaisons hydrogene
intermoléculaires NH---O=C de 2.86 A, permettant la formation d’un véritable nanotube. Les
auteurs ont également constaté que contrairement a leurs prévisions, la structure cristalline
met en évidence la présence de deux groupements NH ne participant pas au réseau de liaisons
hydrogéne intermoléculaires. Cependant, ils ont noté que ces deux atomes d’azote étaient
relativement proches des C=0 non impliqués dans le réseau intermoléculaire (et donc dans la
formation du nanotube) avec une distance N---O moyenne de 2.9 A. Ceci leur laissant
envisager la formation de liaisons intramoléculaires au sein donc d’un méme
cyclotéetrapeptide, refermant ainsi un pseudocycle a six chainons (Figure 19).
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Figure 19: Diagramme d’assemblage des a/f-cyclotétrapeptides L-Ser(O-tBu)-#-Ala-
Gly-L-#-Asp(OMe) au moyen de deux liaisons hydrogéne intermoléculaires.

Il existe bien évidemment de nombreux types de nanotubes qui différent selon le mode
d’empilement:

e Des molécules en forme d’hélice peuvent ainsi étre enroulées pour former des
structures creuses (ce processus est par exemple utilisé dans la formation de nanotubes
de carbone).'®

e Des molécules en forme de batonnets peuvent s’assembler en une forme de tonneau
(molecular bundle). Parmi ceux-ci, on peut citer les pores transmembranaires formés
par des protéines en forme de tonneau comme par exemple, I'alpha-hémolysine.'%’

e Des macrocycliques peuvent s’empiler pour former des tubes.

e Des molécules en forme de portions de camembert peuvent s’assembler en disques qui
vont s’organiser ultérieurement pour former des cylindres continus similaires a des
macrocycles (processus mis en ceuvre par exemple dans I’auto-assemblage de la
protéine enveloppe du virus de la mosaique du tabac).'*®
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Figure 20: Quatre stratégies possibles pour I’assemblage moléculaire de matériaux
tubulaires.'®
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Parmi toutes ces approches variées et basées sur des matériaux organiques, I’auto-assemblage
de macrocycles en nanotubes stabilisés par des liaisons hydrogéne a suscité le plus d’attention
en raison de la facilité avec laquelle il est possible de doter le nanotube de propriétés
structurales et fonctionnelles. Ainsi, nombreux sont les nanotubes congus a partir de
cyclopeptides et cyclopseudopeptides préparés par alternance d’acides o-aminés D,L,3%™
d’acides S-aminé,***'° d’une alternance d’acides a- et -aminé,?® d’une alternance d’acides a-
et »aminé, ! d’acides s-aminé,**? d’oligo-urée®™'*? ainsi que d’autres macrocycles tels que
les sérophanes,*** cystine,'*® phénylacétyléne,**® carbohydrate. %’

La conception d’unités cycliques appropriées et I’optimisation des conditions d’auto-
assemblage permettent donc la préparation de nanotubes adaptés a des applications
spécifiques.

b. Applications

Introduire des fonctionnalités est important pour faire progresser les applications des
nanostructures.

Ainsi, I’avantage majeur que présente I’utilisation de nanotubes par auto-assemblage de
macrocycles est la facilité a pouvoir controler les fonctionnalités extérieures. En effet, lors de
leur formation, les nanotubes ont leurs chaines latérales orientées vers I’exterieur. Ceci donne
I’avantage de pouvoir facilement modifier leurs propriétés de surface, en remplagant les
chaines latérales (notamment par les nombreux acides aminés commerciaux existants).

Mais aussi, il est possible de modifier leur diametre interne en ajustant le nombre et la
séquence des sous-unités de la chaine polypeptidique (déterminée par synthese peptidique
conventionnelle) afin de leur conférer des propriétés appropriées a leur utilisation dans
différents domaines.

Les principales applications des nanotubes sont donc présentées dans la suite de ce travail.

e Antibactériens

Les nanotubes formés a partir de cyclopeptides présentent un intérét particulier comme
antibactériens car ils sont protéolytiqguement stables. De plus, les nanotubes cyclopeptidiques
se forment rapidement dans les membranes bactériennes,® ceci sans cibler de protéines ni de
récepteurs spécifiques. Ainsi, les bactéries ne peuvent pas acquérir de résistance aussi
facilement que contre les antibiotiques ordinaires.*'®
Par exemple, I’activité antibactérienne de nanotubes vis-a-vis de souches bactériennes comme
Staphylococcus aureus (MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) est gouvernée
par plusieurs facteurs comme la taille du cycle (qui est de six a huit acides a-aminés), le type
d’acide a-aminé inclu dans le peptide ainsi que le nombre et le type d’acide a-aminé basique
dans la séquence peptidique.
Il est a noter de plus que la sélectivité membranaire est d’une importance primordiale afin de
contréler I’activité antibactérienne de nanotubes. En effet, cette sélectivité est typiquement
évaluée en soumettant le peptide cyclique a des tests d’hémolyse, qui ne devraient idéalement
pas produire a une méme concentration la méme activité antibactérienne.
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Des D,L-a-cyclopeptides amphipatiques composés de trois résidus consécutifs hydrophiles et
de répétition de L-tryptophane et D-leucine se sont avérés étre capables de s’empiler dans des
membranes bactériennes afin de former des nanotubes avec un angle de 20° par rapport au

plan de la membrane. (Figure 21).%
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Figure 21: Modes plausibles d’auto-assemblage de cyclopeptides dans une membrane:
I’auto-assemblage sous forme de canaux transmembranaires (a gauche), et
d’antibactériens (& droite).***

Sur ce modéle, les chaines latérales hydrophobes des cyclopeptides sont insérées dans les
composants lipidiques de la membrane tandis que les résidus hydrophiles exposés aux
composants hydrophiles de la membrane cellulaire.

Les nanotubes sont alors supposés pénétrer la membrane par un mécanisme de tapis « carpet
like » et conduire & une mort rapide des cellules.”

Comme ceci a ete démontré par Fernandez-Lopez et al., les nanotubes formes a partir de
cyclopeptides ont une activité bactérienne accrue par rapport a leurs homologues linéaires. 1ls
ont de plus montré qu’en augmentant le nombre de résidus basiques dans le cyclopeptide, il
était possible d’augmenter I’activité antibactérienne, tandis que changer la chiralité des acides
a-aminés basiques (comme I’histidine, lysine ou arginine) n’avait quant a elle aucun effet.*®

e Canaux ioniques

La capacité qu’ont les cyclopeptides a s’insérer dans les bicouches lipidiques en
interrompant/perturbant les membranes font d’eux d’intéressants candidats a la conception de
canaux ioniques (Figure 21).
Ghadiri et al. ont montré les premiers qu’en dehors du fait que tous les D,L-a-cyclopeptides
ne soient pas capables d’étre incorporés dans les membranes, certains se sont avérés capables
de transporter des ions K™ et Na* au travers de celles-ci en s’empilant afin de former des
canaux ioniques transmembranaires.
Des cyclopeptides peuvent aussi moduler le comportement de transporteur d’ions de proteines
transmembranaires naturelles comme I’a-hémolysine. Sanchez et Quesada ont en effet montre
que des cyclopeptides N-substitué ou possédant une charge nette positive ou négative
pouvaient se loger au cceur de protéines transmembranaires naturelles (the a-hemolysin f-
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barrel channel lumen) et modifier ainsi les propriétés du canal. Par exemple, de I’addition de
cyclopeptides chargés négativement a I’a-hémolysine résulte un canal transmembranaire
selectif de cations alors que des cyclopeptides cationiques augmentent la sélectivité
anionique.'®

De plus, le nombre d’acides a-aminés qui forment le cyclopeptide est important pour le
transport sélectif de molécules organiques comme le glucose® et les acides glutamiques qui
requiérent des diamétres internes plus grands.®

Granja et Ghadiri ont évalué puis démontré la capacité des D,L-a-cyclodécapeptides (cyclo[-
(L-Trp-D-Leu)4-L-GIn-D-Leu-]) a transporter du glucose, partitionnés dans des liposomes
(LUV: Large unilamellar vesicle).*®

Ces canaux transmembranaires artificiels sont naturellement sélectifs selon la taille des
especes qu’ils transportent. Les D,L-a-cyclooctapeptides nanotubulaires décrits par Ghadiri et
al.*® ont un diamétre interne d’environ 7 A, empéchant le passage du glucose (nécessitant un
diamétre interne de 9 A pour transiter) alors que les D,L-a-cyclodécapeptides, avec un
diametre interne de 10 A, montrent un transport efficace du glucose et des acides
glutamiques.*®

Comme leurs équivalents D,L-a-, certains *-cyclopeptides comme les cyclo-[(8*-HTrp-).] et
cyclo-[(8*-HTrp--Leu-),] peuvent eux aussi s’associer dans les bicouches lipidiques pour
former des canaux ioniques efficaces (transport de K*).%

e Biomatériaux

Le groupe de Biesalski a utilise des nanotubes peptidiques comme modéle structurellement
défini pour préparer des nanostructures hybrides peptide-polymére.#*

Cette stratégie est basee sur I’auto-assemblage de D,L-a-cyclopeptides portant des
groupements initiateurs sur les chaines latérales, afin de former un nanotube avec les groupes
initiateurs orientés vers I’extérieur du nanotube. Ceci permet par une polymérisation de
surface d’envelopper le nanotube peptidique par une coquille polymérique (formée par des
liaisons covalentes) (Figure 22).
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POLYMERIZATION

Figure 22: Préparation d’un hybride peptide-polymére nanotubulaire.

Cette méthode permettrait donc la préparation d’un grand nombre de matériaux hybrides
robustes, ce qui est difficilement accessible par une autre technique. De plus, cette approche
permet de transférer de I’information structurelle derivée d’un module biologique a un
polymeére synthétique.

e Biocapteurs

Motesharei et Ghadiri ont montré qu’une surface d’or pouvait bénéficier d’une protection par
une monocouche de thioéthers, ponctuée par des empilements de D,L-a-cyclooctapeptides
(Figure 23).1%? La présence de ces nanotubes permet de capter sélectivement des ions en
fonction de leur taille.

Figure 23: Représentation d’un biocapteur basé sur des nanotubes et intégré sur une
surface d’or.

Ces études ont montré initialement une activité sélective d’oxydoréduction pour de petits
complexes [Fe(CN)s]* comparé a [Mo(CN)g]*, ceci di & la présence des canaux peptidiques.
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Cette liste est bien évidemment non exhaustive: il est possible de trouver d’autres applications
comme les matériaux photosensibles, ou des appareils électriques pour construire des nanofils
ou étre le siege de réactions en espace fermé (comme c’est le cas notamment des protéines
chaperonnes).?

111.2. Méthodes de cyclisation d’oligomeéres pseudopeptidiques

La cyclisation est une méthode simple qui requiert deux parametres cruciaux pour son SUCCes:
e le milieu réactionnel doit impérativement étre tres dilué, de I’ordre de 1 mM.

e I’ajout du composé a cycliser doit se faire par un goutte a goutte tres lent.

Gréce a ces parameétres, il est possible de favoriser les réactions intra- au détriment des
réactions intermoléculaires.

Seules quelques équipes travaillent sur la synthése de macrocycles pseudopeptidiques, ainsi
avons nous décidé de présenter les principales méthodes de couplages peptidiques
intramoléculaires décrites dans la littérature pour réaliser la synthese de macrocycles.

111.2.1. Les aza-f°

L’équipe de Le Grel qui travaille sur les aza-g*-peptides , utilise le couple
EDC/HOB, pour la synthése des oligomeéres linéaires. Cette méme méthode a été adaptée a la
synthese des homologues cycliques notamment en travaillant a haute dilution (~1 mM).

28,75,77,35,36

0] (0]
NaOH/MeOH TFA/CH,CI
B _N . 2Ll
oc{N \)q\OMe - BOC{N N\)q\OH S . S
H 4 H 4 Et3N
(0] o]
H N EDC/HOBt/CH,CI, N
[N’ \)q\OH S—— N’
H 4 1mMm H

70%
Schéma 44: Synthése d’un cyclotétrameére aza-g° par Le Grel.

De maniére générale, le tétramére linéaire aza-4° est libéré successivement sur sa partie C-
terminale par NaOH dans le MeOH puis sur sa partie N-terminale par le TFA.
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Le tétramere ainsi déprotégé est mis en présence de EDC/HOBt pendant 48h pour donner le
cyclotétramére aza-4* avec un bon rendement de 70%, aprés trituration du brut réactionnel
dans I’Et,0.%

111.2.2. Les a-aminoxy
Parallelement a cela, le groupe de Yang et al. s’est intéressé a la synthése d’a-aminoxy
cyclopeptides comportant un squelette mixte (alternant réguliérement une unité acide a-aminé
et a-aminoxyacide) ou non.”*%

D,

HN o]

3.DPPA, DIPEA, NAHCO3/ DMF
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30%

Schéma 45: Synthése d’un cyclohexamére mixte 1:1-[#/a-aminoxy] par Yang.

En partant du dérivé linéaire mixte 1:1-[a/a-aminoxy] qui est déprotégé successivement par
I’hydrazine puis par un traitement avec le TFA dans le CH,Cl,, ils obtiennent le dérive
linéaire totalement déprotégé. Apres la reéaction de cyclisation en présence de
diphénylphosphorylazide (DPPA) en milieu tres dilué (0.5 mM), le cyclohexamere mixte 1:1-
[a/a-aminoxy] est obtenu avec un rendement global de 30 %.%

111.2.3.Les oligo-urées
De son coté, I’équipe de Guichard est parvenu a synthétiser une cyclooligo-urée par simple
traitement de I’oligo-urée linéaire correspondante avec la DIPEA. A noter I’utilisation du N-
succinimide dans cette réaction qui sert ici d’activant au groupement carbonyle terminal.
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Schéma 46: Synthese d’une cyclooligo-urée par Guichard.
Le dérivé linéaire qui est déprotégé successivement par le TFA, puis ajouté a une solution

dilué DIPEA dans le MeCN, permet d’obtenir la cyclooligo-urée correspondante avec un
rendement de 62 %.%
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111.3. Choix de la méthode et synthése des cyclo 1:1-[a/a-N*-Bn-
hydrazino]meres

Dans le cadre de notre synthése, nous nous sommes inspirés de la méthode employée par
I’équipe de Le Grel pour la synthese de nos macrocycles en raison des grandes similitudes
structurales qu’ils partagent au niveau du squelette.

Au moment ou nous comptions tester les conditions de couplages peptidiques
intramoléculaires selon la méthode de Le Grel, il n’était pas possible de se fournir en HOBL.
Ainsi nous avons décidé d’utiliser un autre agent de couplage le HBTU, dont I’efficacité est
avéree mais qui demeure moins efficace que le HATU utilisé pour nos couplages
intermoléculaires. Ce n’est que plus tard que nous avons pu enfin avoir acces a I’HOBL.

Ainsi, dans un souci de favoriser les couplages peptidiques intra- au détriment des
intermoléculaires, nous avons déecide d’utiliser I’'HBTU, réputé agent de couplage moins
réactif que I’HATU, pour la suite de cette étude.

Les extrémités N- et C-terminales de nos oligomeéres linéaires étant protégées, il s’agissait
alors, dans une premiere étape, de saponifier I’extrémité C-terminale, ceci réalisé avec NaOH
1N dans le MeOH. Puis, dans une deuxieme étape, le groupement Boc a été retiré de la partie
N-terminale a I’aide du TFA dans du CH,Cl..

Les cyclisations ont éte ensuite effectuées dans du CH,Cl, anhydre contenant ’'HBTU en
ajoutant de la DMF pour permettre la solubilisation de I’lHBTU dans le milieu réactionnel.
L’oligomere linéaire entierement déprotégé est obtenu apres traitement du sel de TFA par la
DIPEA, puis il est ajouté au milieu réactionnel sous agitation et sous flux azote par un goutte
a goutte tres lent, de facon a obtenir une concentration finale dans le mélange d’environ 1 mM
(Schéma 47).
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Schéma 47: Cyclisation des 1:1-[a/a-N*-Bn-hydrazino]lmeres.
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Nous avons réalisé la synthése du cyclodimére jusqu’au cyclooctameére 1:1-[a/a-N*-Bn-
hydrazino]. Pour le décamére 24a, il n’a pas été possible de mener a bien la cyclisation, celle-
ci imposant les déprotections des extrémités N- et C-terminale dans des solvants dans lesquels
le déecamere 24a s’est révélé étre insoluble.

Nous avons donc réussi a identifier et a isoler cinq cyclo 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino]meres
(Tableau 8).

Produits n Configuration Rendements (%)®
absolue de CHa
de Leu
Cyclodimere 1 S HBTU/DIPEA : 25
hétérochiral 29a HOBY/EDC/Et;N : 20
HATU/NMM : 0
Cyclotétrameére 2 S HBTU/DIPEA : 40
hétérochiral 30a HOBt/EDC/Et;N : 37
Cyclotétramére 2 R

. HBTU/DIPEA : 31
homochiral 30b

Cyclohexameére 3 S HBTU/DIPEA : 33
hétérochiral 31a HOBY/EDC/Et;N : 30
Cyclooctamere 4 S HBTU/DIPEA : 20
hétérochiral 32a HOBt/EDC/Et;N : 13

(a) Rendements aprés purification par chromatographie sur colonne de silice par rapport aux oligoméres
totalement déprotégés

Tableau 8: Rendements en cyclo 1:1-[a/a-N*-Bn-hydrazino]meéres.

Comme nous pouvons le voir dans le tableau 8, nous avons pu tester différentes méthodes de
cyclisation.

Le couple HOBt/EDC permet d’une part de nous affranchir de la présence de la DMF et de
rendre les purifications par chromatographie sur colonne de silice plus aisées.

Cependant, les rendements obtenus a I’aide de ce couple se sont avérés quasi-similaires a ceux
obtenu a I’aide du couple HBTU/DIPEA.

De la méme maniére, nous avons tout de méme tenté la cyclisation du dimére 15a en utilisant
I’THATU. Cet essai n’a toutefois pas donné lieu au cyclodimére 29a, ainsi nous n’avons pas
fait d’essais supplémentaires avec cette méthode.
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111.4. Conclusion

Nous avons donc réussi a atteindre le deuxiéme objectif de cette étude, a savoir la synthese

des premiers cyclo 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino]meres.
Ces macrocycles seront ensuite utilisés dans la quatrieme partie de cette these afin de réaliser

leurs études structurales.
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AV

ETUDES CONFORMATIONNELLES DES 1:1-[a/a-N*-Bn-
HYDRAZINO]MERES LINEAIRES ET CYCLIQUES
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1VV.1. Introduction

Les peptides sont constitués d’un enchainement de résidus d’acides a-aminés (squelette
peptidique) définissant sa structure primaire. Bien que des contraintes stériques induites par
les chaines latérales de ces peptides génerent des contraintes spatiales, ils jouissent cependant
d’une grande liberté rotationnelle. Celle-ci peut conduire certaines structures primaires a
adopter un repliement local de la chaine principale, conférant a la molécule une conformation
supérieure et favorisée par des contacts intra- et intermoléculaires. On parlera alors de
structures secondaires, parmi lesquelles ont été caractérisées des repliements en hélices,
feuillets et coudes qui ont pour fonction de réguler I’activité biologique du peptide. Ce sont
ces structures secondaires qui sont responsables de la reconnaissance moléculaire par le biais
de laquelle nos cellules vehiculent et échangent des informations.

Hélice o Feuillet B antiparalléle
Figure 24: Exemples de structures secondaires.

Comme expliqué plus tot, I’utilisation des peptides est limitée par leur biodégradabilité et leur
multiplicité d’action. On comprend mieux I’essor que connait la synthése de nouvelles
molécules pseudopeptidiques destinées a mimer les propriétes structurales et fonctionnelles de
leurs homologues biologiques. Une modification pseudopeptidique peut étre introduite soit a
un endroit ciblé dans une sequence comme par exemple au niveau d’un site de coupure d’un
substrat, soit de fagon reguliere tout au long de la séquence.

Récemment, un nouveau concept de pseudopeptides a vu le jour: Gellmann, Seebach et
DeGrado'"*** ont montré que les S-peptides (contenant dans leur squelette un carbone
supplémentaire), en dépit d’une flexibilité a priori encore plus grande que celle des o-
peptides, étaient le siege de structures secondaires variées, séquence-contrélable et que des
effets biologiques cibles pouvaient étre obtenus. Ces pseudopeptides ont par ailleurs
I’avantage de montrer une trés grande résistance a la protéolyse. Gellmann a proposé
d’utiliser le terme « foldameére », contraction de « fold » et « oligomer », pour désigner tout
nouvel oligomere de synthese capable de s’auto-organiser en une structure spatiale compacte
bien définie et prévisible en solution.’
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Théoriquement, les interactions moléculaires trouvées dans les oligomeres peuvent provenir
d’un grand nombre de forces non covalentes:

e les liaisons hydrogene

les répulsions stériques

les interactions électrostatiques

les interactions aromatiques z-z stacking

la coordination a un ion métallique

les effets hydrophobes

L’établissement de liaisons hydrogéne intramoléculaires est le plus souvent a la base de la
conception de foldameéres car en plus d’introduire une structuration locale au sein d’un
oligomere, elles représentent aussi, dans la plupart des cas, les plus fortes des interactions
faibles.

Les oligomeéres ayant cette tendance a adopter ces conformations spatiales spécifiques sont de
bons candidats a la conception de foldameres. Ainsi, ils peuvent mimer les propriétés
structurales et fonctionnelles de leurs homologues protéinogéniques. Ces travaux pionniers
ont ainsi motivé d’autres équipes a s’intéresser a cette thématique en devenir.

p-peptides a-peptide o/B-peptide

Figure 25: Structures cristallines d’hélices dans les a-, - et a/f-peptides.
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IVV.2. Notation et aspects conformationels en série peptidique

IV.2.1. Introduction

Par convention, on décrit I’arrangement spatial des peptides (géométrie du squelette) selon
trois angles diédres notés v, o, ®. Ceux-ci représentent les angles de torsion autour des
liaisons C*-CO, CO-NH et NH-C“ et sont comptés positivement lorsque, orientée de
I’extrémité N-terminale (& gauche) vers I’extrémité C-terminale (a droite), la partie en aval
tourne dans le sens des aiguilles d’une montre (Figure 26). L’angle nul correspond a la
disposition éclipsée des atomes.

Les six atomes du lien amide C% C, O, N, H, C® sont situés dans le méme plan. La valeur de
I’angle ® est donc voisine de 0° ou de 180° selon que le lien peptidique est respectivement cis
ou trans. Bien que seuls les angles @ et y puissent prendre des valeurs intermédiaires, toutes
les valeurs des angles des couples (®, y) ne sont cependant pas permises stériqguement. Le
diagramme de Ramachandran représente les zones énergétiquement favorables.'?®

2

HWOwH/'R
N ot
1H H O

Figure 26: Representation des angles diedres caractérisant la structure du squelette
peptidique.

Une liaison hydrogéne au sein d’un peptide s’établit donc entre le site donneur de proton NH
appartenant au résidu i et le site accepteur de proton C=0 du résidu i+x: on note aussi cette
interaction i—i+x. La force de cette interaction se manifeste par une distance N---O (séparant
le site donneur du site accepteur), qui est optimale entre 2.8 et 3.3 A et quand les trois atomes
sont colinéaires (lorsque I’angle (N-H,0) a une valeur comprise entre -20° et +20°). Le
pseudocycle formé est noté C, ol n représente le nombre d’atomes consécutifs et caractérise
différentes structures secondaires (Figure 27).

C13: Repliement o ou hélice a

a
C+: Repliement]y

Figure 27: Représentation des principales interactions rencontrées dans les peptides.
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Les méthodes d’analyse conformationnelle comme la diffraction des rayons X, la résonance
magnétique nucléaire (RMN), la spectroscopie infrarouge (IR) et le dichroisme circulaire
(CD) ont permis de mettre en évidence différentes interactions intramoléculaires dans le
squelette peptidique.

1V.2.2. Les hélices

La répétition de pseudocycles par I’établissement de liaisons hydrogéne intramoléculaires
conduit & la formation d’hélices. On utilise I’écriture « hélice a,, ou a et b représentent
respectivement le nombre de résidus acide a-aminé par pas d’hélice et le nombre d’atomes qui
participent a la formation du pseudocycle. Le pas de I’hélice est caractériseé par sa longueur en
A et par son enroulement vers la gauche (M) ou vers la droite (P).

Dans les protéines, I’hélice « est caractérisée par un pas droit de 5.4 A ce qui correspond dans
cette nomenclature a I’hélice-3,613.

Les peptides représentent les mémes types d’hélices que les protéines. On distingue donc trois
grandes classes d’hélices qui différent par le nombre de résidus d’acides a-aminés par tour et
par le pas de I’hélice: hélice a, hélice 319 et hélice n (Figure 28).

Hélice i

Hélice 349

R /O R % 0 R Y O
" | .
\NNN%N%}(N@J\N@(N <
H o r " 0 rR ' 0 R
W

Figure 28: Type de liaisons hydrogene dans les différentes hélices.

IVV.2.3. Les feuillets g

Des liaisons hydrogéne peuvent se former a plus longue distance dans I’enchainement
peptidique entre atomes d’oxygene et d’hydrogéne amidiques.

On parle alors de brins £, structures proches des structures étendues avec des valeurs d’angles
standards diedres de @ = -120° et y = +120°.

Deux ou plusieurs brins g peuvent s’associer en feuillet # grace a des liaisons hydrogene
caractéristiques. Il en existe entre autres deux types principaux, le feuillet § antiparalléle dont
I’orientation des brins successifs est inversée avec des angles diedres ® = -139° et y = +135°
et le feuillet £ paralléle dont I’orientation des brins successifs est la méme, avec des angles
diedres ® =-119° et y = +113°.
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Figure 29: Schéma de feuillets g paralléles et antiparalleles.

1VV.2.4. Les coudes ou turn

Ce sont des éléments de structures secondaires induisant un repliement particulier du squelette
peptidique. Il en existe plusieurs types, caractérisés par le nombre d’atomes présents dans le
pseudocycle.

a. Les coudes y ou Cy

Ce type de conformation a été mis en évidence lors d’études spectroscopiques de dipeptides
en solution et de protéines.’***?" Ces coudes sont ainsi caractérisés par la formation d’une
liaison hydrogéne intramoléculaire de type i—i+2 stabilisant un pseudocycle a sept atomes.
Ce repliement existe sous deux formes, a savoir le yp-turn classique rencontré le plus
fréqguemment dans les protéines (orientation pseudo-axiale) et le y-turn inverse (orientation
pseudo- équatoriale) (Figure 30).

Repliement y Repliement y inverse

Figure 30: Repliements y
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b. Les coudes f ou Cyo

Le repliement g caractérise toute liaison hydrogéne refermant un pseudocycle a dix atomes de
type i—i+3 ainsi que toute forme repliée dans les peptides a condition que les C* des résidus i
et i+3 ne soient pas distants de plus de 7 A.**® Ce repliement permet d’inverser la direction de
propagation d’une chaine peptidique. L’existence de ce genre de structure a fait I’objet de
nombreuses études expérimentales et théoriques qui ont permis de mettre en lumiére dix
modes de repliement f & partir des structures cristallines des protéines. Les six repliements f
les plus courants sont caractérisés par I’établissement d’une liaison hydrogene entre les sites
NH du résidu i+3 et le C=0 du résidu i et sont rassemblés dans le tableau 9.
Les deux categories les plus souvent rencontrées dans les acides a-aminés sont les g-turns de
type I et 1l (Figure 31).

lype |

\' i o

Figure 31: Coudes S de type | et I1.

Type Résidu i+1 Résidu i+2

() Y () v
B -60 -30 -90 0
Br’ 60 30 90 0
Bu -60 120 80 0
Bu’ 60 -120 -80 0
B -60 30 -60 -30
Bvi -60 120 -120 60

Tableau 9: Valeurs moyennes des angles de torsions pour les six principaux modes de

repliement g caractérisés par une liaison hydrogene du type i—i+3.

Le coude S se revele ainsi étre un élément architectural primordial dans les structures
tridimensionnelles des protéines globulaires. Les causes de I’existence de structures repliées
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ont ainsi fait I’objet d’un grand nombre d’études tendant a montrer qu’il s’agit d’une
disposition intrinsequement stable de I’enchainement peptidique.

IVV.3. Aspects conformationnels en série pseudopeptidique

L’étroite relation entre les propriétés conformationelles des peptides bioactifs et leurs activités
biologiques est une des raisons qui ont motivé I’étude d’analogues pseudopeptidiques, d’ou
I’intérét d’étudier I’influence des modifications chimiques du squelette peptidique sur les
propriétés conformationnelles des pseudopeptides résultants.

IVV.3.1. Aspects conformationnels en série pseudopeptidique : les dérivés des a-
peptides
Les exemples suivants concernent les éléments de structure secondaire que peuvent présenter
differents pseudopeptides bis-azotés synthétises au laboratoire.

a. Les azapeptides

La structuration de ces pseudopeptides, dont I’atome de carbone C* d’un acide a-aminé a été
remplacé par un atome d’azote a été beaucoup étudiée par notre laboratoire en collaboration
avec le Laboratoire de Cristallographie, Résonance Magnétique et Modélisation (CRM2) de
Nancy. En effet, le LCPM par I’équipe de Marraud, a détaillé la synthése du plus simple
azadipeptide, le Piv-Pro-AzaAla-NHi-Pr, capable d’adopter une conformation en pg-turn
(généralement rencontrée dans son analogue naturel i-PrCOPro-Ala-NHi-Pr). La structure
cristalline de I’azadipeptide a ensuite été résolue par I’équipe d’Aubry qui a mis en evidence
la formation d’une liaison hydrogéne intramoléculaire refermant un pseudocycle en Cyg, avec
une distance (i-Pr)N---OC(t-Bu) de 3.06 A, du méme ordre que celle du i-PrCO-Pro-L-Ala-
NHi-Pr (3.05 A) ou du i-PrCOPro-D-Ala-NHi-Pr (3.10 A). Ceci est donc en accord avec les
résultats des peptides présentant un g-turn.*?®

Figure 32: Structure cristalline du Piv-Pro-AzaAla-NHi-Pr.
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Ces travaux pionniers ont établit les bases géométriques des acides aza-amines, a savoir que
les liens amide CO-N sont allongés tandis que les liaisons N-N”* et N“-CO sont raccourcies par
rapport a N-C” et C*-CO. De plus, I’atome d’azote de substitution N“ adopte un caractere
pyramidal de type sp® et posséde donc une chiralité.

Plus récemment, des pseudopeptides mixtes alternant un lien aza et deux liens amide, de type
2:1-[alaza]-peptides, ont été synthétisés au laboratoire dans le cadre de la thése d’Abbas-
Quinternet.®*%

Les études RMN et IR en solution, ainsi que la modélisation moléculaire, ont permis
d’envisager la formation d’un réseau de liaisons hydrogene s’établissant entre les protons NH
i+2 des résidus alanine et le groupement carbonyle i du résidu phénylalanine, formant des
pseudocycles en C; d’une part, et entre les protons NH i+3 d’un résidu alanine et le carbonyle
i du résidu phénylalanine refermant un pseudocycle en Cy,. Ces structurations sont présentées
sur des 2:1-[a/aza]-hexameres (Figure 33).

--= / \
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Figure 33: Liaisons hydrogéne pouvant s’etablir au sein des 2:1-[a/aza]-hexameéres.

Des monocristaux des 2:1-[a/aza]-hexaméres ont ensuite été obtenus et ont permis de
déterminer quels types de repliements prenaient place dans ce pseudopeptide. L’auteur a donc
trouvé deux coudes: le premier, proche d’un coude f de type | et le deuxieme d’un type Il, par
formation d’un pseudocycle a dix atomes de type i—i+3, ceci démontrant que ces COmposés
n’avaient pas forcément le méme comportement en solution qu’a I’état cristallin.

b. Les N-aminopeptides

Les N-aminopeptides sont les analogues d’a-peptides naturels pour lesquels I’atome
d’hydrogéne de I’azote de la liaison peptidique est remplacé par une fonction amine primaire.
Ces composés ont été peu étudiés au niveau structural ; c’est ainsi que I’on doit leurs
premiéres études & Marraud du LCPM, sur le dérivé Piv-Pro-N*(N’H,)-Gly-NHiPr. Les
données obtenues par diffraction des rayons X ainsi que les travaux RMN en solution ont mis
en lumiere la formation d’une liaison hydrogene intramoléculaire, refermant un cycle a dix
atomes, entre I’atome d’hydrogene du groupement NHiPr (résidu i+3) et I’atome d’oxygéne
du groupement Piv (résidu i). La liaison hydrogéne, caractérisée par une distance (iPr)N---
OC(tBu) de 3.10 A, a été comparée a celle du dipeptide naturel parent, le Piv-Pro-Gly-NHiPr,

avec 2.97 A et s’est révélée étre caractéristique d’une conformation en coude S de type
I |'131,26,27
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Figure 34: Structure cristalline du Piv-Pro-N*(N’H,)-Gly-NHi-Pr.

Plus récemment, dans le cadre d’une these au laboratoire, Dautrey a étudié des
pseudopeptides mixtes alternant un lien amide et un lien N-amino. Ces composés ont la
particularité d’étre protegés sur le groupement NH, du lien amino par un groupement
phtalimide. Les études conformationnelles de ces pseudopeptides ont mis en évidence leur
capacité a s’auto-structurer en solution via la formation de liaisons hydrogene
intramoléculaires en Cg, entre les fonctions carbonyles des groupements phtalimides et les
atomes d’hydrogéne des groupements NH des liaisons amides (Figure 35).**

O
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Figure 35: Exemple de formation d’une liaison hydrogene en Cg sur un 1:1-[a/N-amino]-
téetramere.

1VV.3.2. Aspects conformationnels en série pseudopeptidique : les dérivés des f-
peptides

a. Les p-peptides
Les p-peptides sont donc constitués de I’assemblage d’acides p-aminés, homologues
supérieurs des acides a-aminés naturels. Par rapport a ces derniers, le squelette d’un acide f-
aminé incorpore un carbone supplémentaire. De ce fait, une ou plusieurs chaines latérales
peuvent étre introduites sur les C“ et C* de la chaine carbonée avec des stéréochimies
contrélées. Le squelette S-peptidique autorise donc une grande modulation structurale qui a
été largement exploitée.?*
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Figure 36: Différents types d’acides a- et #-aminés.

De maniére genérale, les peptides d’origine naturelle comptant moins de dix résidus acides o-
aminés ne possédent pas de structures secondaires bien définies. De plus ils sont sensibles a la
dégradation protéolytique. Les peptidomimétiques ont donc été congus pour offrir une plus
grande stabilité, dont les p-peptides sont les plus importants représentants dans les
foldameéres, notamment par de tres nombreuses études menées par les groupes de Seebach,
DeGrado et Gellmann.®1011.47.1213

Ils ont notamment montré que contrairement aux a-peptides, méme des f-peptides trés courts
(moins de six résidus), pouvaient adopter des structures secondaires bien définies comme des
hélices, feuillets et coudes. Ils ont ainsi identifié de nombreuses structurations possibles dont
la plus favorable est I’hélice 3,4, obtenue par la formation d’un réseau de liaisons hydrogene
CO---HN de direction opposée a celle de I’hélice a (Figure 37).

)L«)L«)L«)L«)L«)L«)L«)L«)L/

\W Hélice 12

Hélice 16
Hélice 18

vyI 2

Hélice 20

Figure 37: Liaisons hydrogéne possibles dans un g-peptide.

b. Les a-aminoxypeptides

Au cours des deux derniéres décennies, les équipes de Yang et Wu ont travaillé sur les a-
aminoxypeptides, qui sont en fait des analogues des f-peptides dans lesquels le carbone S est
remplacé par un atome d’oxygene.
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Figure 37: Représentation des acides a, f-aminés et a-aminoxy.

C’est en 1996, que leurs groupes ont mis en évidence un nouveau type de structure dans les
peptides contenant des acides a-aminoxyacétiques.’” En effet, ils ont montré lors de leurs
premiéres études que I’introduction d’un motif a-aminoxyacide dans un squelette peptidique
induisait une conformation particuliere. Pour illustrer cela, ils ont effectue des calculs
théoriques sur I’ a-aminoxydiamide suggérant que celui-ci adoptait de maniére la plus
favorable une structure rigide formée d’un pseudocycle a huit chainons. La force de la liaison
hydrogéne a été confirmée par une courte distance O---H (2.02 A) et la « presque » colinéarité
de I’angle OHN (159°).

Les auteurs ont ensuite démontré que chaque proton NH amidoxydique était lié par une
liaison hydrogéne intramoléculaire grace a des expériences RMN en solution dans le CDCl; et
le CD,Cl,. En effet, ces protons NH se sont avérés peu sensibles aux interactions
intermoléculaires. Ces résultats ont été confirmés par IR sur trois types de modéle, deux
diamides et un triamide (Figure 39).%

Figure 39: Exemples de N-O turn sur trois types de dérivés a-aminoxy.

Le pseudocycle a huit chainons, induit par la présence d’un résidu acide a-aminoxy (-NH-O-
CH,-CO-), représentait donc un nouveau type de conformation du squelette qualifié de N-O
turn par Yang et Wu.

Dans le CDCls, les expériences ROESY, réalisées sur le triamide constitué de la D-aminoxy
leucine suivi de la L-aminoxy phénylalanine, corroborent la formation de N-O turns
consécutifs par la présence de couplages dipolaires intenses entre les protons NHi et HC” i et
faibles entre les protons NHi et HC*i-1."
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Figure 40: Couplages dipolaires présents au sein d’un a-aminoxytriamide.

Des cristaux de cette molécule ont par ailleurs pu étre obtenus, et la structure cristalline

résultante, par diffraction des rayons X, a confirmé les résultats des expériences RMN en
: 78

solution.

Figure 41: Structure cristalline du a-aminoxytriamide.

Ces mémes équipes se sont ensuite tournées vers la conception d’oligomeres mixtes amide/a-
aminoxy. Il s’est avéré étre possible dans ces oligoméres d’initier un y-turn par la présence
d’un N-O turn, cette conformation donnant accés a une nouvelle forme d’hélice selon des
calculs théoriques.” 11 était donc possible d’introduire un y-turn dans des séquences courtes
de peptides en y ajoutant un a-aminoxyacide directement apres un acide a-aminé particulier,
entre le NH du résidu i+2 de I’ a-aminoxy et le O=C du résidu i. Ces études théoriques ont éte
confirmées par des études RMN 2D en solution (Figure 42).

= 0 AH\N/\<
O H>¢ \ o) «~— NOE fort
7N H
N ’
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Figure 42: Résumé des NOE observées sur un 1:1-[a/ a-aminoxy]meére.
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Cependant, il n’a pas été possible pour eux d’obtenir des structures cristallines de ces
COMpOSES.

c. Les aza-B-peptides
Plus récemment, I’équipe de Le Grel a synthétisé et étudié la structuration de dérivés de

I’acide hydrazinoacétique N*substitué.”” Ces unités, plus communément appelées aza-s°
peptides, sont des hydrazinopeptides ou la chiralité est portée par un atome d’azote.

R
|
B
Boc\N/yvCOOH
H
a-hydrazinoacide N%-subsitué et NA-protégé

Il? O Il? O
Boc. _N N
N %N ¢J\0Me
H H
aza-/° peptide

Figure 43: Représentation d’un aza-g° peptides dérivés de I’acide hydrazinoacétique N*-
substitue.

Les premiers spectres RMN *H de ces composés présentaient des signaux NH bien définis et
suffisamment discriminés, laissant penser qu’ils adoptaient une structuration privilégiée en
solution. Sur la base de ces éléments, I’équipe a suggéré que le squelette des aza-4° peptides
pourrait générer un réseau de liaisons hydrogene, reposant sur une succession de pseudocycles
a huit chainons, comme cela avait été observé dans le cas des a-aminoxypeptides abordé plus
tot dans cette partie.”

Une structuration de ces composés par formation de pseudocycles en Cg et Cs, obtenus par un
réseau de liaisons hydrogene bifides, a finalement pu étre observée et caractérisée sur de
petites unités de type amide primaire. Les études structurales en RMN 2D qui ont suivi ont
permis de mettre en évidence les corrélations NOE au sein de la molécule et confirment la
présence de I’hydrazinoturn.”

>(OYN\N: N O = NOE fort
N

O"HI”,“’// ’/N\
'H H «-~"-a NOE moyen

Figure 44: Résumé des NOE au sein d’un monomére amide aza-$° peptide.
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Des cristaux ont ensuite pu étre obtenus sur des unités plus longues et ont mis en évidence
I’auto-structuration de ce type de composés par une succession d’hydrazinoturn au sein d’un
dimére amide aza-$° peptide.

Figure 45: Structure cristalline d’un dimére amide aza-#° peptide.

Des études structurales supplémentaires ont montré que I’atome d’azote N* de ces molécules
peut adopter deux conformations privilégiées, la premiére étirée, faisant apparaitre une
configuration absolue identique des atomes d’azote N*, la seconde cyclique, faisant apparaitre
une alternance de configurations R, S des atomes d’azote N*.23%3¢

d. Les hydrazinopeptides

Les hydrazinopeptides sont des analogues azotés de f-peptides, dans lesquels I’atome de
carbone f est remplacé par un atome d’azote.

b i Ff
COOH 5 _N_o COOH
H,N"@~COOH HzN)ﬁ\a( H,N"a &
R2
acide a-aminé acide p-aminé a-hydrazinoacide

Figure 46: Repreésentation d’un hydrazinoacide.

Nous devons en effet aux équipes du LCPM, les premieres études structurales sur les
hydrazinopeptides. Celles-ci ont ainsi travaillé sur I’influence d’un lien bis-azoté hydrazino
sur la structuration (en S-turn) de dipeptides naturels modéles. Ces dipeptides ont été formés a
partir d’un résidu azaGly, aza-L ou aza-D-Ala avec un résidu Proline en amont de ce résidu
aza (Piv-Pro-Y-NHi-Pr avec Y = Gly, L-Ala, D-Ala) puis dans un second temps sur les
hydrazinopeptides correspondants, portant un groupement benzyle sur le N* (Piv-Pro-N"H-
N”“Bn-CH,-CO-NHi-Pr). Lors de cette étude, ces hydrazinopeptides se sont avérés étre
capables d’adopter une conformation particuliere. Les premiéres études structurales par
diffraction des rayons X sur ces composes, realisees en collaboration avec I’équipe d’Aubry
sur des séquences de deux ou trois residus, ont montré que le site donneur de proton NHi-Pr
interagissait a la fois avec le groupement carbonyle de I’hydrazide pour former un cycle a huit
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atomes et avec la paire électronique libre de I’atome d’azote N* (hybridation sp®), fermant
ainsi un cycle a cing atomes. Le NHi-Pr, lié par deux liaisons hydrogene intramoléculaires au
C=0 de la proline et au N* de I’hydrazide, a fait alors apparaitre une liaison bifide
I’hydrazinoturn.*3-2627

Figure 47: Structure cristalline du Piv-Pro-N’H-N“Bn-CH,-CO-NHi-Pr.

A travers une étude théorique, Glinther et Hofmann proposent en 2001 une extension du
concept des S-peptides & travers les hydrazinopeptides.*** Ces pseudopeptides sont des aza-
analogues des p-peptides puisque leur squelette est constitué de résidus hydrazinoacétiques
dont les atomes sont respectivement notés C* N* et N”.

La présence du groupement HN” ouvre de nouvelles possibilités pour I’établissement de
structures secondaires, celui-ci pouvant agir a la fois comme accepteur et/ou donneur de
liaison hydrogéne et combiner son action a celle des contacts CO---HN classiques.

Les auteurs ont ainsi envisage I’ensemble des réseaux de liaisons hydrogene intramoléculaires
possibles dans les hydrazinopeptides et modélisé les conformations résultantes.
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Figure 48: Réseaux de liaisons hydrogéne possibles dans les hydrazinopeptides.
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Differents modes de calcul des énergies relatives font ressortir une structure en hélice-3.314
(H14 type 1) comme la conformation la plus favorable. La topologie distincte de celle-ci par
rapport a I’hélice-314 (His type 1) des p-peptides, se justifierait par une interaction
supplémentaire en Cs impliquant le doublet non liant de I’atome d’azote N“. Une autre hélice-
1.75g, reposant sur une interaction classique CO---HN entre résidus adjacents et possédant
une énergie proche de la précédente est également possible.

Il est a noter que la difficulté d’obtenir des a-hydrazinoacides énantiomériquement purs ainsi
que I’absence de méthode efficace pour leur incorporation dans les peptides ont limité
pendant plusieurs décennies I’utilisation de ces motifs pseudopeptidiques.

En effet, I’obtention d’hydrazinopeptides C“-substitué nécessite la préparation préalable des
monomeres correspondants sous forme optiquement pure tandis que leur oligomérisation
impose la protection de I’atome d’azote N“. De nombreux travaux ont été consacrés a ce sujet,
mais la synthése de ces unités reste malgré tout laborieuse.

Seuls Seebach et Lelais ont réussi a contourner ces obstacles et a travailler sur des composés
a-hydrazino enantiomériquement purs. lls ont publié en 2003 une premiére étude portant sur
la synthése et I’analyse conformationnelle d’un a-hydrazinohexapeptide C“-substitué porteur
de chaines latérales alkylées. Ils ont ensuite mis en évidence par diffraction des rayons X
Iauto-structuration en hydrazinoturn sur ce type de composés.*®
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Schéma 49: Le premier a-hydrazinohexapeptide C*-substitué.

A I’inverse de la courbe de dichroisme circulaire de I’hexamere perbenzylé, qui ne révele
aucune structuration particuliére, I’allure de celle du dérivé déprotégé évoque la courbe CD
associée a I’hélice-314 (P) observé pour le (L)-4*-peptide correspondant. Cependant, en dépit
de nombreuses mesures effectuées sous différentes conditions (variations de solvants, travail a
basse température), il s’est avéré difficile de caractériser ces hydrazinopeptides par RMN *H,
les signaux des HN” étant superposés et mal définis, tandis que les signaux des HN” sont tout
simplement absents. Une étude conformationnelle s’avérait donc difficile pour ce type de
motif pur hydrazino.
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L’intérét du laboratoire pour la chimie des hydrazinopeptides a conduit a I’étude de
pseudopeptides mixtes alternant un lien amide et un lien hydrazino. En effet, dans le cadre
d’une thése, Bouillon a étudié des pseudopeptides mixtes 1:1-[a/a-N*-Z-hydrazino]esters
c’est-a-dire C“-substitué par des alkyles et N* protégé par un groupement Z. Celle-ci a ensuite
effectué des simulations en mécanique et dynamique moléculaire qui ont démontré que ces
molécules pouvaient s’auto-structurer par établissement de liaisons hydrogéne. La
conformation la plus probable serait issue de la formation d’un pseudocycle a douze chainons
inversés dd & la liaison hydrogéne entre le HN” du résidu i avec le CO du groupement Z du
résidu i+2. La particularité de ce composé réside dans le fait de I’implication du groupement
CO du motif Z et non d’un CO du squelette peptidique (Figure 50).

Figure 50: Réseau de liaisons hydrogene possibles dans I’octamére 1:1-[a/a-N*-Z-
hydrazino]ester.

Ces résultats n’ont pu étre confirmés par des expériences RMN en solution (différents
solvants et températures) en raison de I’allure des spectres obtenus, constitués de signaux
larges et mal définis. Des études IR ont cependant confirmé I’existence de liaisons hydrogene
intramoléculaires au sein de la molécule mais se sont révélées insuffisantes pour conclure
quant a la conformation exacte de la molécule étudiée.

IVV.4. Méthodes d’analyses conformationnelles

Nous allons dans cette partie décrire succinctement les outils d’analyses physico-chimiques
permettant la mise en évidence des interactions responsables de la structuration d’un
oligomere.

IV.4.1. Le dichroisme circulaire (CD)

Le dichroisme circulaire est une technique spectroscopique qui repose sur la capacité qu’ont
les structures optiquement actives d’absorber de facon inégale la lumiére polarisée
circulairement a droite et a gauche, ceci di a une asymeétrie structurale.

L’absence de réponse en dichroisme circulaire ou I’absence d’organisation réguliere des
chromophores des molécules a étudier conduit a un spectre de dichroisme circulaire avec un
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signal d’intensité nulle, alors qu’une structuration conduit & un spectre avec des bandes
positives et/ou négatives, appelées effet Cotton.

C’est une méthode trés largement utilisee pour I’analyse conformationnelle des peptides et
des protéines, dont les signaux dichroiques des différentes structures secondaires sont connus.
Ainsi il est possible d’associer un signal & une organisation en hélice «, feuillet 8, coude ou
une structure desorganisée. Cette technique a notamment été utilisée dans I’étude de
pseudopeptides.

IV.4.2. La diffraction des rayons X

La diffraction des rayons X est une méthode qui permet de fournir des informations tres
précises quant a I’existence d’une conformation privilégiée au sein d’une molécule. Ces
informations concernent:

e les parametres geométriques tels que les longueurs et les angles de liaisons,
e le type d’interactions, intra- et intermoléculaires (liaisons hydrogéne),

e les conformations moléculaires adoptées.

Néanmoins, l'usage de la diffraction des rayons X reste dépendant de I’obtention de
monocristaux de bonne qualité. De plus, la conformation d’une molécule dans la maille
cristalline dépend des forces d’empilement et de cohésion du cristal pouvant s’exercer au
détriment des interactions intramoléculaires potentielles existantes dans la méme molécule
isolée ou en solution trés diluée. Il est ainsi possible d’observer des différences entre la
conformation déterminée a I’état solide et en solution.

1V.4.3. La modélisation moléculaire

La modélisation moléculaire est un outil qui permet, au moyen de modéles mathematiques, de
prévoir en simulant la structure et la réactivité des molécules en représentant les propriétés et
réactions chimiques d’un systeme et en manipulant les structures tridimensionnelles des
molécules.

Il existe différentes méthodes:

e les méthodes quantiques: reposent sur la résolution d’équations de la mecanique
quantique par le recours aux méthodes ab initio et les méthodes semi-empiriques, dont
la complexité augmente avec le nombre d’atomes. Elles sont donc plus souvent
appliquees a des systemes de petite taille,

e la mécanique et la dynamique moléculaire: reposent sur I’utilisation des lois de
mécanique classique pour déterminer le comportement d’un systeme. Des paramétres
sont introduits, décrivant aussi bien les interactions liées que non liées définissant le
champ de force. Ces parameétres peuvent provenir de données expérimentales de
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spectroscopie vibrationnelle, de données de diffraction des rayons X ou de valeurs
obtenues par les méthodes ab initio (si I’on dispose des champs de force des
modifications pseudopeptidiques).

Cette méthode peut donc s’avérer tres utile dans la recherche et la synthése de nouveaux
composés chimiques.

IV.4.4. La spectroscopie d’absorption infrarouge (IR)

Les spectres d’absorption infrarouge (IR) des molécules peptidiques contiennent des
informations relatives aux vibrations d’élongation et de déformation du lien amide.
Celui-ci est donc exploité en IR par la présence des bandes qui correspondent aux
mouvements d’élongation de ses deux vibrateurs:

e Liaison N-H : bande Amide A dans le domaine 3520-3200 cm™ et notée v(N-H).

e Liaison C=0 : bande Amide I, dans le domaine 1800-1580 cm™ et notée v(C=0).

Ces deux vibrateurs jouent un réle trés important dans la détermination de liaisons hydrogéne
de type N-H----O=C.

En effet, il est admis que lorsque les vibrateurs sont impliqués dans de telles interactions,
celles-ci entrainent une diminution de la fréquence des deux vibrateurs concernés et les
variations relatives des fréquences reflétent la force des interactions mises en jeu.

De plus, la littérature fait état qu’un vibrateur NH amidique lié par liaison hydrogene a une
bande d’absorption IR d’Amide A en dessous de 3400 cm™.*3*

Cependant, le champ d’application de cette méthode spectroscopique est souvent limité par la
transparence des solvants dans les zones de fréquences explorées, la solubilité des molécules
dans ces solvants transparents, mais aussi |’auto-association éventuelle dans ces mémes
milieux ou encore la multiplicité et le chevauchement des bandes N-H ou C=0, rendant
difficile une attribution précise de ces bandes.

Ce probléeme peut étre cependant contourné dans certains cas par une déconvolution des
bandes qui est réalisée grace a des programmes informatiques et des algorithmes
mathématiques.

De plus, I'IR, par son temps d’expérience trés court, peut permettre de visualiser des
phénomenes conformationnels intermittents impossibles a visualiser a I’échelle de temps de la
RMN.

Pour résumer, L’IR est donc un outil permettant de mettre en évidence des interactions et de
confirmer I’existence ou non d’une conformation unique en solution.

IV.4.5. La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN)

La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) est la méthode physico-
chimique de choix qui a permis d’étendre nos connaissances sur les propriétés des molécules
en solution. Gréce a la variété de ses techniques expérimentales, elle apporte des informations
primordiales pour la détermination des structures:
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e déplacements chimiques,
e constantes de couplage,
o effet Overhauser nucléaire,

e temps de relaxation.

Ainsi ces informations permettent I’étude des propriétés conformationnelles des peptides par
le biais notamment de la mise en évidence de liaisons hydrogene et de la détermination des
angles de torsion.

Il est a noter que la spectroscopie RMN ne permet pas de détecter les différentes
conformations qui participent aux équilibres conformationnels rapides. On observe alors un
signal moyen pondére selon les populations des divers conformeres.

D’un point de vue conformationnel, les informations obtenues different entre la RMN 1D ou
I’on s’intéresse a un seul noyau et la RMN 2D ou I’on visualise les interactions spatiales et
covalentes entre les atomes.

a. LaRMN a 1 dimension (RMN 1D)

Lors de I’étude de pseudopeptides par RMN 1D, on s’intéresse principalement aux
déplacements chimiques des groupements amines et/ou amides de la molécule qui peuvent
établir des liaisons hydrogene intra- ou intermoléculaires. La recherche de liaisons hydrogéne
par spectroscopie RMN peut se faire au travers de plusieurs méthodes:

e Influence de la température: Cette méthode est basée sur I’interprétation des effets de
la température sur un compose. Dans un solvant accepteur de liaisons hydrogéne, une
élévation de température provoque la rupture de liaisons hydrogéne intermoléculaires
sous I’effet de I’agitation thermique. A contrario, le déplacement chimique d’un
proton NH intramoléculairement lié restera quasi indépendant de la température tant
que celle-ci ne sera pas suffisante pour briser ce type d’interaction.*®

e Influence du solvant: Méthode trés employée au laboratoire, elle consiste a étudier
I’évolution des déplacements chimiques des protons NH en fonction de la composition
d’un meélange solvant peu polaire (CDCl3) et solvant tres polaire (DMSO-ds), dans
lequel le composé étudié est gardé a concentration constante. En augmentant la
proportion de DMSO-dg, les signaux des protons NH en interaction avec le solvant se
déplacent vers les champs faibles. Inversement, les protons NH liés par liaisons
hydrogéne intramoléculaires seront peu affectés par le changement de la composition
du milieu.”® La variation relative du déplacement chimique est d’autant plus faible
que I’interaction intramoléculaire est forte.

e Influence de la concentration: La dilution permet d’observer ou non I’établissement de
liaisons hydrogeéne intermoléculaires. En effet, en milieu concentre, la probabilité
d’établir des liaisons hydrogeéne intermoléculaires augmente. Ainsi, un proton NH
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impliqué dans une liaison hydrogene intermoléculaire sera tres sensible aux variations
de concentration, ceci se traduisant par une augmentation de son déplacement
chimique vers les champs faibles. Au contraire, un proton NH impliqué dans une
liaison hydrogéne intramoléculaire y sera trés peu sensible et son déplacement
chimique ne variera que trés peu.

e Mesure du 40: Réecemment, I’équipe de Le Grel a montré qu’il était possible, par la
mesure de la différence de déplacement chimique (40) entre deux protons d’un amide
terminal, de tirer des informations quant & la présence de liaisons hydrogéne.”” Cette
différence, résultant de I’implication d’un des protons NH de I’amide dans une liaison
hydrogene, va conduire a un déblindage du signal de ce dernier. A noter qu’un 46 =0
indique I’absence de liaisons hydrogene.

~ ]
H H'-NH
I
RO O H (o) RO 0 RO. _N. (0] RO—_-MN<
IS AL S S0 Sl IS Ml &
AT \H"N\H ‘—u__h‘Hf “H QR L H-N‘H
A6 =0.15 ppm Ad = 1.60 ppm Ad=2.10 ppm Ad = 2.60 ppm Ad =2.90 ppm

Figure 51: Valeurs de différentes mesures de 46 d’amides primaires.

Ces travaux ont permis de mieux appréhender la conformation en « hydrazinoturn » des aza-
S peptides en démontrant que le 45 était fonction de la force de la liaison hydrogéne et en
mettant en évidence le caractére bifide de I’hydrazinoturn.”

b. LaRMN a 2 dimensions (RMN 2D)

L’attribution univoque des signaux et éventuellement le séquencage ultérieur des
pseudopeptides sont établis grace aux techniques particulieres de la RMN a deux dimensions.
La séquence COSY (COrrelated SpectroscopY) permet de corréler les signaux provenant de
noyaux couplés scalairement et éloignés de deux ou trois liaisons (%J, 2J), dont la valeur de la
constante de couplage n’est pas nulle. Elle est utilisée pour identifier ou repérer les systémes
de spins intra-résidus, sans toutefois pouvoir effectuer une attribution univoque lorsque
plusieurs résidus identiques sont présents.’*"*® Cette expérience est souvent associée & une
méthode plus sophistiquée, la séquence TOCSY (TOtally Correlated SpectroscopY), qui
permet I’attribution de tous les spins au sein d’un méme résidu.

Pour I’établissement de la séquence d’un peptide comportant une dizaine de résidus (ou plus)
parfois identiques, on a recours a d’autres méthodes expérimentales, a savoir la séquence
ROESY (Rotating frame Overhauser Effect SpectroscopY) ou NOESY (Nuclear Overhauser
Effect SpectroscopY).™® L’effet Overhauser repose sur les couplages dipolaires (interactions
dipble-dipdle) entre noyaux, a travers I’espace. Ces couplages dipolaires ne sont observables
que pour les distances interprotoniques inférieures a 5 A. Cette technique renseigne sur les
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distances interatomiques de groupements non directement liés de facon covalente. Ainsi la
recherche des corrélations C*Hi / NHi et C*Hi / NHi+1 dans une carte NOESY permet le
séquencage univoque de I’enchainement peptidique étudié et donc I’attribution de tous les
signaux présents sur le spectre.

1VV.4.6. Conclusion

L’établissement de la structure secondaire d’une molécule ne peut donc étre en aucun cas le
résultat d’une seule de ces techniques. Celles-ci sont en effet complémentaires. Seule la
cohérence des données obtenues par I’utilisation de plusieurs outils, peut permettre de définir
une structuration d’autant plus qu’il peut exister une divergence entre les données recoltées a
I’état solide et celles obtenues en solution.

IV.5. Analyses structurales du monomere 26a et des oligomeéres 1:1-[o/a-N®-
Bn-hydrazino]amides

1VV.5.1. Etudes structurales du monomeére amide 26a

a. Introduction
Au cours de la synthese d’un hexamére a-hydrazinopeptide énantiomériquement pur, Seebach
et Lelais ont pu isoler un monocristal du composé a-N“-Bn-hydrazinoacide (Figure 52), et
observer par diffraction des rayons X un repliement de la molécule. Celui-ci forme un
pseudocycle a huit chainons de type hydrazinoturn entre le OH du résidu i+2, le CO du résidu
i et le N* du lien hydrazidique.'®

Figure 52: Structure cristalline d’un a-N*-Bn-hydrazinoacide.

Les mémes caractéristiques ont été observées par I’équipe de Le Grel qui a démontré que des
oligomeéres amides formés par I’enchainement de motifs aza-4° étaient dotés du méme type de
structuration en hydrazinoturns successifs (Figure 53).%
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Figure 53: Structure cristalline d’un dimére amide a-N*-Bn-aza-f°.

Cette équipe a aussi montré par de nombreuses analyses que cette structuration visible a I’état
solide pouvait non seulement coexister a I’état solution mais qu’il était surtout possible de la
caractériser par des études RMN en solution.

En effet, la présence d’un motif amide primaire dans une molécule de ce type permet de
mimer la présence d’un acide a-aminé supplémentaire en position C-terminale et de faire une
étude conformationnelle sur de plus petits composés.’”"

Pour cela, cette équipe s’est basée sur I’analyse de la difféerence de déplacement chimique
appelée ici 46 entre les deux protons NH d’un amide terminal pour une série de composés
appropriés. Cette approche repose sur I’hypothése que la formation d’une liaison hydrogéne
intramoléculaire avec un des protons NH amidiques entraine un ralentissement de la rotation
autour de la liaison CO-NH. Ce phénoméne permet de différencier les deux protons
amidiques puisque, d’une part, il prolongera leur durée de vie dans des environnements
distincts et que d’autre part, I’implication d’un proton NH dans une liaison hydrogéne
provoque un déblindage du signal correspondant. Ainsi, il est possible d’imaginer que la
difference de déplacement chimique 45 entre les deux protons NH amidiques reflete
I’équilibre entre une forme liée et une forme libre.

Nous appellerons NHjis un proton NH qui participe a la formation d’une liaison hydrogene
intramoléculaire et NHnon i un proton NH qui n’y participe pas. Cette distinction reste
cependant purement formelle puisque dans le temps, chaque proton NH contribue a la
formation de cette interaction. En effet, il faut garder a I’esprit qu’a I’échelle de temps de la
spectroscopie RMN *H, le signal moyen observé résultera des contributions respectives des
formes liées et libres (Figure 54).

\Hlié —_— 61(ppm)

accepteur de liaison| AS = 81-82 accepteur de liaison|
hydrogéne N. } S hydrogéne NH,
intramoléculaire WVWW\H/ Hnonlie —» 52(ppm) J A3 0.0 ppm intramoléculaire WWVW\W
O o

Schéma 54: Concept du 44.
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Nous appuierons I’analyse de la mesure de 46, par I’étude de I’influence d’un solvant sur le
déplacement chimique des protons NH de notre précurseur.

En effet, cette méthode repose sur les propriétés qu’ont les protons NH a former des liaisons
hydrogene intermoléculaires avec le DMSO-dg. En effet, un proton NH qui est déja impliqué
dans une liaison hydrogéne intramoléculaire verra son déplacement chimique peu affecté par
la présence du DMSO-dg dans le milieu.

b. Détermination du A6 pour le monomeére a-N“-Bn-hydrazinoamide 26a

Nous avons donc décidé de réaliser, dans cette premiére partie, I’étude structurale de notre
précurseur de départ, le monomeére amide 26a et de comparer ces résultats avec ceux décrits
par I’équipe de Le Grel sur le monomére amide a-N*-Bn-aza-4° 26b.

Par souci de cohérence avec les travaux effectues par I’équipe de Le Grel, nous avons donc
décide d’effectuer les mesures de 40 a la méme concentration, c'est-a-dire 10 mM dans
CDCls.

En effet, cette concentration suffisamment diluée permet de s’affranchir de I’établissement de
liaisons hydrogéne intermoléculaires qui fausseraient cette étude. Les spectres RMN *H ont
donc été réalisés a température ambiante sur des échantillons a 10 mM.

Le spectre RMN *H du monomeére amide 26a présente deux signaux distincts d’égale intensité
a 01 = 8.04 ppm et 6, = 5.33 ppm. La différence de déplacement chimique 40 = 2.71 ppm
reflete donc un environnement chimique fortement différencié pour chacun de ces deux
protons NH amidiques (Figure 55).

N - | Lk Bt

«———— A3=2.71ppm —>
T T T T T T T T T T T | T T T |
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figure 55: Spectre RMN du monomeére amide 26a (CDClI3/10 mM).

La valeur de 2.71 ppm est proche de celle observée par I’équipe de Le Grel pour le composé
26b (46 = 2.60 ppm) et pour lequel elle avait conclu & la présence d’un hydrazinoturn.”’
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Figure 56: Comparaison des 46 des monomere amides 26a et 26b.

Les valeurs mesurées sont donc :
o A06=2.71ppm (J; =8.04 ppm et J, = 5.33 ppm) pour le monomere amide 26a.

e A0=2.60 ppm (J; =8.00 ppm, J2 = 5.40 ppm) pour le monomere amide 26b.

c. Influence du DMSO-ds
L’implication du proton NH amidique qui résonne a champ faible (6; = 8.04 ppm) dans une
liaison hydrogéne intramoléculaire a été confirmée par I’étude de la variation du déplacement
chimique des protons NH en fonction du pourcentage de DMSO-d.
L’expérience a été réalisée sur un échantillon de concentration ¢ = 10 mM dans CDCl;. A
cette solution est ajoutée une quantité croissante de DMSO-ds (de 0 a 100%) de maniére a ce
que le composé étudié reste a concentration constante.
Les données de cette étude sont représentées sur la figure 57.

8,5
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= 6,5 /
w
6 = NH Boc
55 _{ = NH amidique

. | NH amidique
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Figure 57: Evolution du déeplacement chimique des protons NH du monomere amide 26a
en fonction d’une quantité croissante de DMSO-dg (0-100%) / 10 mM.
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L’augmentation progressive de DMSO-ds provoque une différence de déplacement chimique
qui atteint un maximum de:

+ 2.40 ppm vers les champs faibles pour le signal du NH Boc a 5.65 ppm a 0% de DMSO-ds
+ 1.82 ppm vers les champs faibles pour le signal du NH amidique & 5.33 ppm a 0% de
DMSO-ds

- 0.25 ppm vers les champs forts pour le signal du NH amidique a 8.04 ppm a 0% de DMSO-
ds

Nous pouvons remarquer que le déplacement chimique du proton NHBoc est trés sensible a
I’ajout croissant de DMSO-dg, et se comporte trés clairement comme un proton NH non lié.
Le signal du proton NH amidique a champ fort (0 = 5.33 ppm) varie significativement vers les
champs faibles et apparait comme subissant I’action du DMSO-dg et donc ne semble pas lie
par une liaison hydrogene intramoléculaire.

Par contre, nous observons que le déplacement chimique du proton NH amidique situé vers
les champs faibles (0 = 8.044 ppm) est tres peu sensible aux fluctuations de DMSO-ds dans le
milieu et se comporte comme un proton NH fortement lié.

Nous avons ensuite comparé ces valeurs & celles obtenues par I’équipe de Le Grel sur le
monomere amide 26b qui avait réalisé leur étude avec une quantité croissante de DMSO-dg
allant de 0-10% a une concentration constante de ¢ = 10 mM.

Les reésultats sont présentés dans le tableau 10 et montrent I’évolution du déplacement
chimique des protons NH en fonction d’une quantite de DMSO-ds allant de 0 a 10%.

Produit 5NHBoc 5NH amidique 5NH amidique
(ppm) (Ppm) (ppm)
26a 5.65 5.33 8.04
(+ 1.06) (+0.40) (- 0.05)
26b 5.68 5.42 8.0
(+ 1.20) (+0.34) (- 0.03)

() Variation de déplacement chimique en ppm de 0% a 10% de DMSO-dg

Tableau 10: Comparaison de I’évolution du déplacement chimique des protons NH des
monomeres amides 26a et 26b en fonction d’une quantité croissante de DMSO-dg (0-
10%) / 10 mM.

Sont représentés en gras les déplacements chimiques des différents protons NH en ppm dans
le CDCl; a une concentration de 10 mM. Entre parenthése est notée I’évolution du
déplacement chimique de ces protons, quand on passe de 0 a 10% de DMSO-ds. Les chiffres
positifs correspondent a une variation vers les champs faibles tandis que les négatifs & une
variation vers les champs forts.

103



Les résultats de cette étude montrent clairement que d’une part les déplacements chimiques
des différents protons NH des monomeres amides 26a et 26b sont tres proches, mais d’autre
part que I’ajout progressif de DMSO-ds (de 0 a 10%) provoque quasiment les mémes
variations de déplacement chimique sur ces mémes protons NH.

Les résultats observés dans le cas du monomere amide 26b sous I’influence de I’ajout de
DMSO-ds (0 & 10%) a une concentration de ¢ = 10 mM, ont démontré que seul le proton NH
amidique a 8.0 ppm, insensible a I’ajout progressif de DMSO-dg dans le milieu et qui voyait
son déplacement chimique étre légérement déplacé vers les champs forts (-0.03 ppm), était
celui impligué dans la formation de I’hydrazinoturn. Ceci est explicitement le méme cas pour
le proton NH amidique de notre monomére amide 26a a 8.04 ppm qui voit son déplacement
chimique légérement déplacé vers les champs forts (-0.05 ppm). Ces résultats nous
encouragent fortement a envisager le méme type de structuration en hydrazinoturn au sein de
notre monomere amide 26a.

d. Experience NOESY: Analyse des couplages dipolaires du monomere amide 26a en
solution dans CDCl3

Lors de ses etudes, I’équipe de Le Grel s’était attachée a analyser les couplages dipolaires
présents dans le monomere amide 26b par des expériences NOESY en RMN 2D dans
I’optique de mettre en évidence la conformation adoptée par celui-ci en solution par I’analyse
des principaux pics de corrélation NOE au sein de cette molécule.

L’équipe a alors constaté que la NOE observée entre le NH carbazidique et le fragment tert-
butyle indiquait que la géométrie Z de la liaison carbazidique était favorisée (caractérisque de
I’hydrazinoturn). Ce proton NH présentait également des couplages dipolaires intenses avec
les protons des deux méthylénes indiquant qu’il est orienté vers ces groupements dans la
conformation majoritaire. Aucune corrélation NOE n’a été observée pour le signal NHon jis
contrairement au signal NHig qui présente une NOE avec les protons méthyléniques de la
chaine acetamide. Cette plus grande proximité résulte de I’orientation de ce dernier imposee
par I’interaction avec le doublet de I’azote N” Ces informations ont mis en évidence le
repliement en hydrazinoturn.
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Figure 58: Couplages dipolaires qui caractérisent le monomeére amide 26b en solution
dans CDCl3 /10 mM.

Nous avons voulu realiser le méme type d’expérience sur notre monomere amide 26a en
utilisant la RMN 300MHz dont dispose le laboratoire.
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Figure 59: Carte 2D NOESY du monomeére amide 26a en solution dans CDCl3 / 10 mM.

Nous pouvons observer une corrélation NOE entre le NH carbazidique et le fragment tert-
butyle qui indique donc la géométrie Z de la liaison carbazidique. Le proton NHamidique Ii¢
présente également des couplages avec les protons du méthyle alors qu’aucune corrélation
NOE n’a été observee pour le signal NHamidique non lie. Cette proximité résulte de I’orientation
de ce dernier imposée par I’interaction avec le doublet de I’azote N“. Ces informations sont
proches de celles observées pour le monomere amide 26b et confortent donc la présence d’un
repliement en hydrazinoturn au sein du monomere 26a.

e. Analyse par IR du monomére amide 26a

Le précurseur amide 26a a ensuite été étudié par IR.

Pour cela, nous avons enregistré les spectres sur un spectrometre FTIR Bruker (modéle
Tensor 27). La cellule utilisée a des parois en fluorure de calcium et un chemin optique de
500 um. Ces spectres IR ont été réalisés sur des monomeéres a une concentration ¢ = 10 mM

afin de rester homogene tout au long de ces études conformationnelles, puis traités a I’aide du
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programme OPUS de Bruker. Les expériences ont été réalisées a température ambiante dans
CHCls.

Il a été montré que les vibrations d’élongation des liaisons NH au-dela de 3400 cm™
correspondent & des fonctions NH libres tandis que celles en deca appartiennent a des
fonctions NH liées par liaisons hydrogéne.™** Cependant, I’étude IR ne permet pas de conclure
quant a la nature intra- ou intermoléculaire de la liaison hydrogéne. Pour cela, on fait jouer la
concentration, ici a 10 mM, pour s’affranchir des liaisons hydrogene intermoléculaires.

Pour notre étude, nous avons dans un premier temps travaillé sur des acides a-aminés, la Boc-
Ala-OH et la H-Ala-OMe qui sont en fait les analogues a-aminés de notre précurseur amide
26a. Ces molécules qui sont trop courtes pour présenter de la structuration, nous permettent
donc de connaitre les vibrations d’élongation des liaisons qui peuvent nous intéresser pour
I’étude IR du monomeére amide 26a.

Les mesures ont été effectuées a une concentration de ¢ = 10 mM et dans CHCI; par
coherence avec le reste de I’étude.
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Figure 60: Spectres IR des acides a-aminés Boc-Ala-OH et H-Ala-OMe
(CHCI3 /10 mM).

Le spectre (a) de la figure 60 correspond au domaine d’élongation de la liaison N-H, et il y est
possible de voir deux bandes de vibrations pour la Boc-Ala-OH. L’étude des tables IR nous
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indique que la bande & 3512 cm™ correspond au vibrateur OH tandis que celle & 3443 cm™
correspond au vibrateur NH non lié.

Le spectre (b) correspond au domaine d’élongation de la liaison C=0. On y distingue deux
bandes de vibrations pour la Boc-Ala-OH. Les tables IR indiquent que le vibrateur C=0 d’un
Boc a un nombre d’onde moins élevé que celui d’un acide. Ainsi, la bande & 1714 cm™
correspond donc & un C=0 de Boc non lié, tandis que celle & 1756 cm™correspond & celle
d’un C=0 d’acide non lié. Paralléllement a cela, on note la présence d’une seule bande a 1750
cm™ pour H-Ala-OMe correspondant au vibrateur C=0 d’ester non lié.

1714 cm?
j\ i Me Me
OH OMe
o iy
H O @)
3343 cmt 1750 cm?
Boc-Ala-OH H-Ala-OMe
Figure 61: Valeurs des vibrateurs NH et C=0 non liés des acides a-aminés Boc-Ala-OH

et H-Ala-OMe.

Nous avons ensuite realise les spectres IR du monomere amide 26a présentes sur la figure 62.
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Figure 62: Spectres IR des monomeéres amide et ester 26a et 12¢ (CHClI3 / 10 mM).
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Le spectre (a) présente le domaine d’élongation du vibrateur N-H.

Le monomére amide 26a présente deux bandes nettes & 3485, 3351 cm™ ainsi que deux
épaulements & 3436 et 3400 cm™.

L’étude précédente sur la Boc-Leu-OH nous a montré qu’un vibrateur NH de Boc
correspondait & une valeur d’environ 3443 cm™, ceci pouvant expliquer la présence du petit
épaulement trouvé pour 26a a 3436 cm™.

Afin de confirmer cela, nous avons superposé les spectre IR du monomere ester 12c¢ (qui ne
possede qu’un seul NH dans son squelette) et du compose 26a. Nous y avons observé deux
bandes, 1’une & 3436 et I’autre & 3366 cm™ pour le seul vibrateur NH du Boc. Ceci traduit
donc deux états pour ce méme vibrateur & savoir I’état lié (3366 cm™) et non lié (3436 cm™)
dans le monomére ester 12c et nous confirme que I’épaulement & 3436 cm™ pour le monomére
amide 26a correspond bien au vibrateur NHBoc (Tableau 11).

Produit v(N-H)Boc non lié v(N-H)amidique v(N-H)amidique
(cm™) non lié (cm™) lié (cm™)
Boc-Leu-OH 3443 - -
Monomere ester 12c 3436 - -
Monomere amide 26a 3436 3485 3351

Tableau 11: Valeurs des nombres d’onde des vibrateurs NH pour la Boc-Leu-OH et les
monomeéres amide et ester 26a et 12c.

Il est donc plus facile d’attribuer les bandes restantes qui ne sont pas présentes dans le
monomere ester 12c et qui correspondant aux vibrateurs NH amidiques du monomeére amide
26a. Les deux autres bandes observées sur 26a correspondent donc aux vibrateurs NH
amidique non lié pour la bande & 3485 cm™ (vibrateur NH amidique libre) et lié pour la bande
large & 3351 cm™ (vibrateur NH amidique impliqué dans I’hydrazinoturn). On notera que pour
cette derniere, il est fort probable qu’elle soit due au chevauchement de deux bandes (vu la
forme) qui pourrait correspondre a un autre vibrateur NHBoc lié comme cela a pu étre
observé dans le cas du monomere ester 12c (Figure 63).

WO _R

H H \I
>r /\n/ L >( Me
12c ou 26a

R = OMe, NH,

Figure 63: Liaison hydrogene intramoléculaire possible pour le NHBoc dans les
monomeres ester et amide 12c et 26a.
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L’épaulement & 3400 cm™ pourrait étre attribué & du NH-z, comme cela avait été observé
dans la thése de Dautrey au laboratoire.'*°

Le spectre (b) présente le domaine d’élongation du vibrateur C=O du monomere amide 26a.
Etant donné la multitude de carbonyles différents, il n’existe pas de limite libre/lié pour les
vibrateurs C=0, contrairement a ce qui est observé pour les les vibrateurs NH. En revanche,
I’intervention dans une liaison hydrogene intramoléculaire conduit a un glissement des bandes
libres vers les faibles nombres d’onde de 5 & 20 cm™. Le traitement aprés acquisition de
déconvolution des bandes dans la zone de vibration des C=0 dans le programme OPUS de
Bruker a été réalisé d’apres la méthode de Levenberg-Maquard. Les bandes d’absorption de la
zone des C=0 ont été extraites par calcul de la dérivée seconde du spectre expérimental.
L’ajustement de la somme des pics est effectué suivant un modele Gaussien/Lorentzien.

Dans le cas du monomere 26a, on distingue plusieurs bandes (par déconvolution) a 1723,
1700, 1672 et 1650 cm™.

L’analyse précédente nous a montré qu’un C=0 du Boc non lié (pour la Boc-Leu-OH) se
situait vers 1714 cm™.

Ainsi, les bandes que I’on observe & 1723 et 1700 cm™ correspondraient aux deux états, lié et
non lié du vibrateur C=0Boc, ce qui confirme la formation de I’hydrazinoturn. Les deux
autres bandes observées correspondent donc forcément aux vibrateurs C=0 amidique libre et
lié, et confirme donc les observations faites sur I’étude des vibrateurs NH, a savoir la présence
d’une autre conformation en solution (Figure 63).

Il semblerait donc que la structuration en hydrazinoturn observé en RMN ne soit pas la seule
population en solution.

L’analyse IR du monomére amide 26a nous laisse sans aucun doute envisager une
structuration en hydrazinoturn et en Ce.

(@] ©
26a

Figure 64: Formation de liaisons hydrogene intramoléculaire dans le monomere amide
26a en solution.

Ces études nous ont donc montré la possibilité d’une structuration en C¢ comme cela a pu étre
observé d’apres les spectres IR réalisés dans le cas de monomere ester 12c.
Cette structuration en Cg avait déja été mise en evidence par diffraction des rayons X sur I’un
de nos monomeres, I’amide de I’a-N“-Me-hydrazinovaline 26c¢ (Figure 65).
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Figure 65: Structure cristalline en Cs présente au sein de I’amide de I’a-N*-Me-
hydrazinovaline 26c.

La structure cristalline montre en effet la présence d’une liaison hydrogene intramoléculaire
forte (2.09 A) entre le NH et le C=0 d’un méme résidu.

f.  Analyse par diffraction des rayons X du monomere amide 26a

Des monocristaux ont été obtenus par évaporation lente dans un melange MeOH/H,0.

Son analyse par diffraction des rayons X a été effectuée par I’équipe de Claude Didierjean
dans le groupe Biocristallographie au laboratoire CRM2 de la faculté des Sciences et
Techniques de I’Université de Lorraine. La structure cristalline est représentée sur la figure
66.

Figure 66: Structure RX du précurseur amide 26a.

Pour des raisons de commodité, seuls les protons impliqués dans une liaison hydrogéne sont
visibles.

Ce cliché cristallin nous permet de rassembler un ensemble d’informations sur le résidu 26a a
I’état solide vis-a-vis des possibilités d’interactions inter- et intramoléculaires.
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A I’état solide, il semblerait que contrairement a ce qui avait été observé en solution par les
études RMN et IR, le monomére amide 26a ne présente pas de liaisons hydrogéne
intramoléculaires. En effet, le cliché montre la présence de liaisons hydrogene
intermoléculaires trés fortes entre le proton NHBoc et le C=0O du Boc (2.09 A) et entre le
proton NH amidique et le C=0 de I’amide (2.30 A).

La présence de ces liaisons fortes intermoléculaires peut dans certains cas se faire au
détriment de liaisons intramoléculaires assurant ainsi la cohésion et surtout I’établissement de
I’édifice cristallin.

Ces résultats ne semblent pas remettre en cause les résultats des analyses conformationnelles
faites en solution. En effet, la valeur du 40 (2.71 ppm) mesurée pour 26a est trés proche de
celle mesurée sur le monomeére amide 26b qui révélait la présence d’un hydrazinoturn. De
plus si le 40 ne correspondait pas & une liaison intramoléculaire mais a une différence de
déplacement chimique entre un NH libre et un NH lié par liaisons intermoléculaires comme le
propose la structure cristalline, nous aurions attendu une valeur plus petite. En effet, au
laboratoire, Allix a montré sur des composés amidiques similaires, que le 46 observé entre un
NH libre et un NH lié par des liaisons hydrogene intermoléculaires était d’environ 0.8 ppm.
Enfin, les analyses RMN NOESY en solution dans CDCl3, ont montré des corrélations NOE
similaires a celles observées sur le monomere 26b, en particulier la présence d’une géométrie
Z de la liaison carbazidique (caractéristique de I’hydrazinoturn), et qui ont mis en évidence le
repliement en hydrazinoturn dans le monomere 26b. Ces observations nous permettent de
conclure que la conformation du composé 26a est différente en solution et a I’état solide.

IVV.5.2 Analyses structurales des dimeres hétéro- et homochiraux 25a et 25b

La premiere partie de cette étude nous a permis de mettre en évidence la présence d’une auto-
structuration de type « hydrazinoturn » au sein de notre monomére amide 26a. Elle nous
donne aussi une base de travail pour I’étude conformationnelle des oligomeres de plus grande
taille.

Nous nous sommes attachés a vérifier si:

e cette auto-structuration était conservée ou pas au sein des oligomeéres de plus grande
taille,

e lataille pouvait influencer leur auto-structuration,

e la nature du carbone asymétrique avait une influence sur la structuration.

Ainsi nous avons donc étudié I’auto-structuration au sein de deux dimeres 1:1-[a/a-N*-Bn-
hydrazino]amides. Il s’agissait en effet d’étudier les diméres hétéro- et homochiraux 25a et
25b car nous voulions analyser I’influence de la configuration absolue des carbones
asymétriques au sein de ces derniers.
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a. Mesure du A6

Le spectre RMN *H du dimére hétérochiral 25a présente deux signaux distincts a 6, = 7.98
ppm et J, = 5.24 ppm. La différence de déplacement chimique 46 = 2.74 ppm refléte donc un
environnement chimique différent pour chacun de ces deux protons NH amidiques.

De la méme maniére, on trouve deux signaux J; = 7.99 ppm et d, = 5.40 ppm pour une
différence de déplacement chimique 46 = 2.59 ppm pour le dimére homochiral 25b (Figure
67).
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Figure 67: Spectres RMN *H des diméres hétéro- et homochiraux 25a et 25b
(CDCl3/ 10 mM).

Les valeurs 40 mesurees sont donc en accord avec celle mesurée lors de I’étude du monomeére
de référence 26a et confirment donc la présence d’un hydrazinoturn dans le cas des dimeres
hétéro- et homochiraux 25a et 25b. Nous observons cependant que le 46 est plus éleve dans le
cas du dimeére hétérochiral 25a qui témoigne d’un déblindage Iégerement plus fort.

b. Influence du DMSO-dg

L’experience a été réalisée sur des échantillons de concentration ¢ = 10 mM dans CDCls. A
cette solution est ajoutée une quantité croissante de DMSO-ds (de 0 a 100%).
Les données de cette étude figurent sur le graphe de la figure 68.
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Figure 68: Evolution du déplacement chimique des protons NH des diméres hétéro- et
homochiraux 25a et 25b en fonction d’une quantité croissante de DMSO-ds (0-100%) /
10 mM.

Les résultats de cette étude sont consignees dans le tableau 12:

Produit &\IHBOC &\IH hydrazidique 5NH amidique &\IH amidique
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
dimere 4.62 7.32 5.24 7.98
hétérochiral
253 (+2.26) (+1.58) (+1.82) (- 0.15)
dimere 471 7.62 5.40 7.99
homochiral
25h (+2.27) (+1.43) (+ 1.75) (-0.17)

() Variations de déplacement chimique en ppm de 0% a 100% de DMSO-d;

Tableau 12: Comparaison de I’évolution du déplacement chimique des protons NH des
dimeres hétéro- et homochiraux 25a et 25b en fonction d’une quantité croissante de
DMSO-ds (0-100%0) / 10 mM.

Nous pouvons remarquer que trois protons NH subissent I’influence du DMSO-dg, il s’agit
des protons NHBoc, NH hydrazidique et un des protons NH amidique. Il semblerait donc
qu’ils ne soient pas ou peu impliqués dans une liaison hydrogene intramoléculaire. Ceci dit, le
fort déblindage observé pour le NH hydrazidique (7.32 et 7.62 ppm) nous laisse penser une
implication de celui-ci dans une liaison hydrogene qui serait faible car subissant I’influence
du DMSO-d6. A contrario, un proton NH semble peu affecté par les variations de la
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concentration en DMSO-ds. Il s’agit du proton NH amidique a priori impliqué dans
I’hydrazinoturn. Nous aurions alors droit a un équilibre (Figure 69).

25a ou 25b

Figure 69: Formation d’un hydrazinoturn dans les dimeres hétéro- et homochiraux 25a
et 25b en solution.

Il est aussi intéressant de noter que les déplacements chimiques des protons NH sont
relativement proches, que I’on soit en série hétéro- ou homochirale, ce qui se ressent aussi sur
les variations de déplacement chimique sous I’influence du DMSO-dg.

Il est a noter que dans le cas du dimére homochiral 25b, les déplacements chimiques des
protons NH sont légérement plus déblindés, ce qui semble indiquer un environnement
chimique légerement différent. 1l semblerait donc que la position de la chaine latérale
(projetée vers I’avant ou vers I’arriere), bien qu’elle joue un rdle moindre (la différence
mesurée est relativement faible), influence dans une moindre mesure la structuration au sein
des dimeres hétéro- et homochiraux 25a et 25b en solution.

La configuration absolue n’a donc que peu d’incidence sur la structuration au sein de ces
COMpOSES.

c. Analyse par IR des diméres hétéro- et homochiraux 25a et 25b

Ces spectres IR ont été réalisés sur les diméres hétéro- et homochiraux 25a et 25b dans CHCI;
a une concentration ¢ = 10 mM dont les résultats sont représentés sur la figure 70.

En raison des grandes similitudes entres les deux spectres IR, nous nous contenterons
simplement de décrire avec précision le spectre IR correspondant au dimere hétérochiral 25a.
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Figure 70: Spectres IR des diméres hétéro- et homochiraux 25a et 25b (CHCI3/ 10 mM).

Le spectre (a) de la figure 70 montre deux bandes vers 3480 cm™ et 3440 cm™ dans la zone
d’élongation des NH libres. Il est aussi possible de distinguer deux épaulements vers 3340
cm™ et 3307 cm™, qui correspondraient donc aux vibrateurs NH liés (impliqués dans des
liaisons hydrogéne intramoléculaires).

Cependant, on observe aussi un épaulement a la limite de la zone des NH libres et des NH liés
situé vers 3400 cm™.

Afin d’assigner ces signaux, nous avons décidé de superposer les spectres du dimere
hétérochiral 25a, du monomere amide 26a, dont nous avions interprété le spectre IR
précédemment, ainsi que celui de la Boc-Leu-OH, acide a-aminé de départ.

Les spectres IR des dimeéres hétéro- et homochiraux 25a et 25b étant similaires, cette étude
sera seulement décrite pour le dimére hétérochiral 25a.

Les résultats sont présentés sur la figure 71.
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Figure 71: Spectres IR du dimere hétérochiral 25a, monomere amide 26a et la Boc-Leu-
OH (CHCI3/ 10 mM).

Dans le domaine d’élongation de la liaison N-H, la Boc-Leu-OH présente deux bandes au-
dela des 3400 cm™. La premiére, aux alentours des 3500 cm™, est attribuée sans équivoque &
la présence du vibrateur OH. La deuxiéme, vers 3440 cm™, est assignée au proton NHBoc.

La bande & 3480 cm™ dans le dimére 25a peut donc étre attribuée au vibrateur NH amidique
non lié si I’on se référe aux résultats IR obtenus sur le monomere amide 26a.

Lors de cette méme étude, nous avions observé une bande vers 3350 cm™ pour ce monomeére
26a qui correspondait au vibrateur NH amidique lié. Nous retrouvons aussi une bande vers
3340 cm™ dans le cas du dimére hétérochiral 25a, mais aussi une bande supplémentaire vers
3307 cm™. Bien qu’il soit difficile d’attribuer sans équivoque ces bandes en dessous de 3400
cm™, nous pouvons cependant conclure que dans le cas du dimére 25a, deux vibrateurs NH
semblent liés. Ces deux vibrateurs correspondent donc aux protons NH hydrazidique et
amidique liés avec les valeurs suivantes 3340 et 3303 cm™.

Produit v(N-H) Boc v(N-H) v(N-H) v(N-H)
non lié hydrazidique li¢ | amidique non lié amidique lié
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
Boc-Leu-OH 3443 - - -
Monomére amide 3436 - 3485 3351
26a
Dimere amide 3440 3340 ou 3307 3480 3340 ou 3307
26a

Tableau 13: Valeurs des nombres d’onde des vibrateurs NH de La Boc-Leu-OH, le
monomere 26a et le dimére amide 25a.
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Figure 72: Attribution des valeurs des vibrateurs NH au sein du dimere amide 25a.

Le spectre (b) de la figure 70 nous présente le domaine d’élongation de la liaison C=0. Pour
le dimére amide 25a, on y trouve un certain nombre de bandes de vibration déterminees par la
déconvolution.

Nous nous sommes donc appuyeés sur I’analyse réalisée sur le monomere amide 26a pour
attribuer les bandes aux différents vibrateurs C=0. Nous avons donc pu facilement attribuer
les bandes correspondant aux vibrateurs C=0OBoc avec deux états libre et lié.

On trouve une bande identique a celle trouvée dans le cas du monomeére amide 26a a 1674
cm’ correspondant au vibrateur C=0 amidique non lié.

Il reste donc deux nouvelles bandes (non présentes dans le monomere 26a) correspondant
donc au dernier vibrateur C=0 hydrazidique & 1687 et 1666 cm™.

La difference de nombre d’onde entre les deux valeurs nous indique donc la présence d’un
vibrateur impliqué dans une liaison hydrogene correspondant donc a I’hydrazinoturn que nous
avons observé en RMN.

Produit w(C=0) | v(C=0) v(C=0) v(C=0) v(C=0) | w(C=0)
Boc non Boc lié | hydrazidique | hydrazidique | amidique | amidique
lié (cm™ | nonlié cm™) | lié (cm™) non lié lié
(cm™) (cm™) (cm™)
Monomere 1722 1700 - - 1672 1650
amide 26a
Dimeére 1718 1701 1687 1666 1674 -
amide
25a

Tableau 14: Valeurs des nombres d’onde des vibrateurs C=0 de la Boc-Leu-OH, le
monomere 26a et le dimére amide 25a.
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Figure 73: Attribution des valeurs des vibrateurs C=0 au sein du dimere amide 25a.

Une question reste malgré tout en suspens. L’implication du proton NH hydrazidique du
dimére amide 25a dans une liaison hydrogene intramoléculaire ainsi que la présence du
vibrateur C=0 Boc lié & 1701 cm™, nous poussent & envisager deux types de structuration au
sein du dimere amide 25a: un pseudocycle en Cg correspondant a I’hydrazinoturn, et un
nouveau type de pseudocycle en C; entre le NH hydrazidique du résidu i+2 et le C=0 du Boc
du résidu i. On parlera alors de y-turn'?®*?” (Figure 74).

C
25a 8

Figure 74: Possibilités de structuration au sein du dimére hétérochiral 25a.

Ce type de structuration en y-turn a déja pu étre observé dans des analogues d’a-
hydrazinopeptides, les a-aminoxypeptides, avec les travaux de Yang.®

Ceux-ci avaientt en effet montré sur des oligomeéres mixtes 1:1-[o/a-aminoxy]esters que la
présence d’un acide a-aminé au sein d’un oligomére a-aminoxy induisait la présence d’un y-
turn au sein de cet oligomere.

Il serait donc fortement probable dans le cas du dimere amide 25a que I’implication du proton
NH hydrazidique dans une liaison hydrogene intramoléculaire se fasse par le biais d’un
pseudocycle en C; de type y-turn.

Nous sommes donc partis de I’hypothese d’une structuration de ce type au sein de nos
dimeres hétéro- et homochiraux 25a et 25b (Figure 75).
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25a ou 25b
Figure 75: Structuration au sein des dimeres hétéro- et homochiraux 25a et 25b.

d. Structuration en C; type y-turn

Afin d’étayer notre hypothese sur le y-turn, nous nous sommes intéressés a I’analyse du
dimere hétérochiral ester 15a.

Le dimeére hétérochiral amide 25a est I’unité minimale nécessaire pour avoir une structuration

en Cg de type hydrazinoturn. Ainsi, il n’est pas possible d’envisager ce type d’auto-
structuration dans le dimere ester 15a (Figure 76).
C7 C7

15a 25a
Figure 76: Liaisons hydrogéne intramoléculaires possibles dans les diméres ester et
amide 15a et 25a.

Nous avons donc étudié I’influence du DMSO-dg sur les deux protons NH du dimére ester

15a afin de vérifier une quelconque implication dans des liaisons hydrogéne intramoléculaires
dont les résultats sont présentés sur la figure 77.
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Figure 77: Evolution du déplacement chimique des protons NH du dimeére ester 15a en
fonction d’une quantité croissante de DMSO-dg (0-100%0) / 10 mM.

L’augmentation progressive de DMSO-ds provoque une différence de déplacement chimique
de:

+2.23 ppm vers les champs faibles pour le signal du NH Boc a 4.74 ppm a 0% de DMSO-ds
+ 0.51 ppm vers les champs faibles pour le signal du NH hydrazidique a 7.97 ppm a 0% de
DMSO-ds

Nous pouvons remarquer que le déplacement chimique du proton NHBoc est tres faible (4,74
ppm dans le CDCIs) et qu’il est de plus tres sensible a I’ajout croissant de DMSO-dg. 1l se
comporte donc comme un proton NH non impliquée dans une liaison hydrogéne
intramoléculaire.

Le signal du proton NH hydrazidique, quant a lui, présente un déplacement chimique de 7.97
ppm dans le CDClI3, ce qui est relativement élevé pour un proton de ce genre (environ 6.5 ppm
a I’état libre).

De plus la variation de déplacement chimique suite a I’ajout de DMSO-dg n’est que de 0,50
ppm vers les champs faibles. Ces deux observations nous incitent a penser que ce proton NH
hydrazidique pourrait étre impliqué dans une liaison hydrogéne intramoléculaire peu
stabilisée.

Nous avons décidé de compléter cette étude par des mesures en IR en solution (CHCI3 / 10
mM) du dimere hétérochiral 15a afin de vérifier I’implication de ce proton NH hydrazidique
dans une liaison hydrogene (Figure 78).
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Figure 78: Spectres IR du dimere hétérochiral 15a (CHCI3/ 10 mM).

Les mesures ont été effectuées a une concentration de ¢ = 10 mM, par cohérence.
Sur le spectre (a) dans le domaine d’élongation des N-H, on y retrouve trois bandes de
vibration pour le dimére ester 15a respectivement & 3438, 3347 et 3315 cm™.
La comparaison avec les analyses précédentes nous permet d’attribuer la bande & 3438 cm™ au
vibrateur NHBoc non lié.
Les deux autres bandes, situées en deca de 3400 cm™ & 3347 et 3315 cm™, confirment la
présence de liaisons hydrogéne intramoléculaires au sein de la molécule. Il semblerait donc
que ces deux bandes correspondent au vibrateur NH hydrazidique du dimere 15a. La présence
de celles-ci indiquent donc I’existence de deux conformations liées pour le seul vibrateur NH
hydrazidique. Il semblerait donc que le proton NH hydrazidique du dimeére ester 15a soit
impliqué dans des liaisons hydrogéne intramoléculaires, 1’une impliquant la formation d’un
pseudocyle en C; (y<turn) et I'autre en Cg comme cela avait été proposé precédemment
(Figure 76).
Le spectre (b) nous présente le domaine d’élongation des C=0O dont nous avons fait la
déconvolution. Ainsi, il est possible d’attribuer les bandes de vibration en nous appuyant sur
les analyses précédentes. On remarquera dans la cas du dimeére ester 15a, I’apparition de deux
nouvelles bandes correspondant au vibrateur C=0 ester & 1743 et 1730 cm™ , en plus des deux
déja presentes dans les monomere 26a et dimere amide 25a et qui correspondaient aux
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vibrateurs C=0 Boc libre (1719 cm™) et lié (1702 cm™) que nous avons attribué sur la figure
79.

1719 cm(libre)
1702 cm™(lié)

j\ O iBuH Me
N, ~ OM

| |
H @) Bn
1688 cm(libre)

Figure 79: Attribution des valeurs des vibrateurs C=0 au sein du dimere ester 15a.

Nous remarquons une bande & 1663 cm™ qui peut correspondre & un conformére (C=0
hydrazidique lié (peu probable)).

Ces résultats nous ont conduits donc a envisager I’auto-structuration du dimeére ester 15a
comme étant un équilibre entre un pseudocycle en C; (s~turn) et Cg (Figure 80).

(0]

15a

Figure 80: Structurations possibles au sein du dimere hétérochiral 15a.
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Ces informations nous ont donc demontré que la structuration en y-turn existait donc a la fois
au sein des dimeéres ester et amide 15a et 25a.

L’analyse complémentaire du monomere amide 26a a montré la coexistence d’une
structuration en Cg avec une autre en Cg (hydrazinoturn), tout comme le dimére ester 15a nous
a montré la coexistence d’une structuration en Cg avec une autre en C; (impliquant le NH
hydrazidique). Cependant I’analyse du dimére amide 25a ne nous a pas révelé I’existence
d’une structuration en Cg (absence d’une bande de vibrateur C=0 amidique lié en IR), ce qui
nous conduit a penser qu’un NH hydrazidique impliqué dans une liaison hydrogene
intramoléculaire dans une molécule capable de former un hydrazinoturn, avait tendance a
préférentiellement adopter une structuration en y-turn plutét qu’en Cs.

Cette structure sous forme de y-turn a par ailleurs pu étre observée par diffraction des rayons
X sur le dimére hétérochiral acide 16a.

La structure cristalline montre en effet la présence d’une liaison hydrogene intramoléculaire
relativement faible (2.93 A) entre le NH du résidu i+2 et le C=0 du résidu i (Figure 81).

Sur la figure 81, Le cliché cristallin de gauche révele la présence d’un coude (y-turn) en Cs,
tandis que le cliché de droite montre la présence d’une molécule d’eau qui assure le maintien
de la stucture cristalline en joignant deux dimeéres acides 16a.
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Cependant, comme on peut le voir sur ce cliché, la présence de cette molécule d’eau
défavorise la formation du y-turn. En effet, alors que le C=0 de la fonction acide pointe dans
la direction du H de la molécule d’eau avec un angle OHO (C=0----H-O) de 178°
(colinéarité), on mesure un angle de 118° HOH (NH----O-H) pour le NH hydrazidique avec
IO de la molécule d’eau.

Figure 81: Mise en évidence du y-turn au sein du dimére acide 16a.

De plus, il est possible de voir que le C=0 du tert-butyle pointe dans la direction du NH
hydrazidique sans que celui-ci ne soit influenceé par des liaisons hydrogéne. La distance
correspondant au y-turn de 2.93 A correspond donc & une liaison hydrogéne faible ce qui peut
expliquer I’influence du DMSO-ds en RMN sur le proton NH hydrazidique. Ceci est en
accord avec les résultats observés par I’équipe de Yang® (par modélisation moléculaire) ainsi
qu’avec les analyses réalisées en solution sur le dimere ester 15a.

IVV.5.3.Analyses structurales des tétrameéres hétéro- et homochiraux 27a et 27b

a. Mesure du A0
Le spectre RMN *H du tétramére hétérochiral 27a présente deux signaux distincts d’égale
intensité a 6, = 8.12 ppm et J, = 5.37 ppm. La différence de déplacement chimique 46 = 2.75
ppm refléte donc un environnement chimique fortement différencié pour chacun de ces deux
protons NH amidiques.
De la méme maniere, on trouve deux signaux J; = 7.84 ppm et d, = 5.26 ppm pour un
déplacement chimique 46 = 2.58 ppm pour le tétramére homochiral 27b.
On remarque que ces valeurs restent tres proches des valeurs des dimeres 25a et 25b:

e A0 =2.74 ppm pour le dimere hétérochiral 25a contre 46 = 2.75 ppm pour le tétramere
27a,

e A0 =2.59 ppm pour le dimére homochiral 25b contre 46 = 2.58 ppm pour le tétramére
27b.
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Figure 82: Spectres RMN *H des tétrameéres hétéro- et homochiral 27a et 27b (CDCl; /
10 mM).

b. Influence du DMSO-ds :

L’expérience a été réalisée sur des échantillons de concentration ¢ = 10 mM dans CDCls. A
cette solution est ajoutée une quantité croissante de DMSO-ds (de 0 a 100%).

NH hydrazidique
(hétéro)

NH amidique
(hétéro)

NH amidique
(hétéro)

NH hydrazidique
(hétéro)

NH amidique Leu
(hétéro)

NH Boc (hétéro)

-
-~ Z’ = === NH hydrazidique
55 +—— —= (homo)

T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% DMSO-d, (c = 102 M)

Figure 83: Evolution du déplacement chimique des protons NH des tétraméres hétéro- et
homochiraux 27a et 27b en fonction d’une quantité croissante de DMSO-ds (0-100%b) /
10 mM.
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Les résultats ont ensuite été consignes dans le tableau 15:

Produit 5NHBoc &\IHamidique &\IH hydrazidique 5NH hydrazidique &\IHamidique 5NHamidique Leu
(Ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (Ppm)
tétramere 5.76 5.37 7.95 7.95 8.12 8.57
hétérochiral
7a (+ 1.24) (+1.72) (+ 1.05) (+1.12) (- 0.25) (- 0.35)
tétramere 4,71 5.26 7.51 7.65 7.84 8.07
homochiral
7h (+2.11) (+1.82) (+ 1.65) (+1.33) (- 0.09) (+0.22)

Tableau 15: Comparaison de I’évolution du déplacement chimique des protons NH des
tétrameres hétéro- et homochiraux 27a et 27b en fonction d’une quantité croissante de
DMSO-ds (0-100%0) / 10 mM.

Nous pouvons remarquer que quatre protons NH subissent clairement I’influence du DMSO-
ds, il s’agit donc des protons NHBoc, des deux NH hydrazidiques et d’un des protons NH
amidique. Il semblerait donc qu’ils ne soient pas ou peu impliqués dans une liaison hydrogéne
intramoléculaire. Comme observé précédemment dans le cas des dimeres 15a, 25a et 25b, le
fort déblindage des protons hydrazidiques laisse envisager la présence de liaisons hydrogéne
intramoléculaires faibles (car sensible aux variations de DMSO-dg). A contrario, deux
protons NH semblent peu affectés par les variations de la concentration en DMSO-de. Il s’agit
donc du proton NH amidique a priori lié ainsi que le proton NH amidique de la leucine. 1l
semblerait que ces deux protons NH soient impliqués dans la formation de liaisons
intramoléculaires et formeraient donc deux hydrazinoturns au sein des tétrameres (Figure 84).

27aou 27b / <

Figure 84: Formation d’hydrazinoturn dans les tétrameéres hétéro- et homochiraux 27a
et 27b en solution.

Il est aussi intéressant de noter que les déplacements chimiques des protons NH sont
relativement proches que I’on soit en série hétéro- ou homochirale, ce qui se ressent aussi sur
les variations de déplacement chimique sous I’influence du DMSO-ds.
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c. Analyse par IR des tétrameres hétéro- et homochiraux 27a et 27b

Ces spectres IR ont été réalisés sur les tétrameres hétéro- et homochiraux 27a et 27b a une
concentration ¢ = 10 mM dans CHCI; dont les résultats sont représentés sur la figure 85.
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Figure 85: Spectres IR des tétrameres hétero- et homochiraux 27a et 27b
(CHCI3/10 mM).

Le spectre (a) nous montre deux bandes nettes dans la zone des NH libres & 3480 cm™ et 3438
cm™. Notre précédente étude sur les diméres 25a et 25b nous a montré que ces bandes
correspondaient respectivement au vibrateur NHBoc libre pour la premiére (3480 cm™) et au
vibrateur NH amidique libre pour la seconde (3438 cm™).

Ensuite, il est relativement difficile d’attribuer clairement les vibrateurs NH liés en raison de
I’allure du spectre IR, les bandes se chevauchant.

La pseudo-attribution a pu étre réalisée a partir des spectres IR des déerives secondes pour
lesquels I’on pouvait distinguer seulement deux bandes de vibration pour les vibrateurs NH au
dela des 3400 cm™. Ceci signifiant qu’il existe bien quatre vibrateurs NH liés au sein des
tétraméres amides ce qu’il est possible d’observer pour le tétramére 27b (3368, 3340, 3308,
3264 cm™).
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Le spectre (b) nous présente le domaine d’élongation de la liaison C=0. En raison de la
similitude des spectres des tétrameres 27a et 27b dans la zone des C=0, la déconvolution a
éte réalisée uniquement sur le tétramére hétérochiral 27a.

Nous avons donc attribué les différentes bandes a I’aide de I’analyse faite sur le dimére 25a.
Dans le cas du tétramére 27a, on trouve une nouvelle bande & 1646 cm™ qui devrait
correpondre au C=0 amidique lié (leucine) présent uniquement au sein de notre tétramere 27a
(ce C=0 n’est pas present dans les dimeres) et qui confirme donc la formation d’une
structuration supplémentaire de type y-turn en solution.

Produit w(C=0) | w(C=0) v(C=0) v(C=0) v(C=0) | w(C=0)
Boc non Boc lié | hydrazidique | hydrazidique | amidique | amidique
lié (cm™® | nonlié ecm™) | lié (cm™) non lié lié
(cm™) (cm™) (cm™)
Tétramere 1715 1702 1685 1665 1674 1646
amide 27a
Dimere 1718 1701 1687 1666 1674 -
amide
25a

Tableau 16: Valeurs des nombres d’onde des vibrateurs C=0 du dimére 25a et du
tétramere 27a.

La conformation que I’on pourrait envisager, suite a I’étude IR du tétramere amide 27a, qui
démontre la présence successive d’un y-turn suivi d’un hydrazinoturn, comme cela avait été
observé dans le cas des diméres amides 25a et 25b ainsi que dans les cas des a-
aminoxypeptides®, est présentée sur la figure 86.

H H
XOTN%H,N%HAWN\NWNHZ
o O O

27ao0u 27b

Figure 86: Structuration au sein des tétrameres hétéro- et homochiraux 27a et 27b.
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IVV.5.4.Analyses structurales de I’hexamere hétérochiral 28a

a. Mesure du A0
Le spectre RMN 'H de I’hexamére hétérochiral 28a est relativement difficile & interpréter.
Bien qu’il ait été possible d’attribuer certains des signaux des protons NH grace aux études
RMN 2D de type COSY et NOESY, le chevauchement des pics nous a cependant empéché
d’effectuer la mesure du 46 ainsi qu’une étude par influence du DMSO-dg
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Figure 87: Spectres RMN *H de I’hexamére hétérochiral 28a (CDCl; / 102 M).

Il est donc a ce jour difficile de conclure quant a une auto-structuration de type hydrazinoturn
au sein de I’hexamere amide 28a.

Cependant, les déplacements chimiques observés restent tres proches de ceux observés dans
les cas du tétramére hétérochiral 27a et qui correspondaient a des protons NH impliqués dans
des liaisons hydrogene:

e OJnHBoc = 5.7 et 5.76 ppm pour respectivement pour I’hexameére 28a et le tetramere
hétérochiral 27a.

L4 5NH amidiques ~ 57 et 537 ppm
L4 5NH hydrazidiques ~ 79"’82 et 795 ppm

L4 5NH amidiques ~ 856 et 857

Ceci nous laisse donc envisager I’existence d’une structuration au sein de I’hexamere 28a,
c’est ce que nous nous sommes proposés de vérifier en réalisant des études par IR.
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b. Analyse par IR de I’hexamére hétérochiral 28a

Les spectres IR ont éte réalisés sur I’hexameére hétérochiral 28a a une concentration ¢ = 10
mM dans CHCI3 dont les résultats sont présentes sur la figure 88.
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Figure 88: Spectres IR de I’hexamere hétérochiral 28a (CHCI3/ 10 mM).

Le spectre (a) illustre le domaine d’élongation de la liaison N-H, et il est possible d’y voir
plusieurs bandes de vibration.

En effet, nous pouvons retrouver deux bandes dans la zone des NH libres a 3480 cm™
(vibrateur NHBoc) et 3437 cm™ (vibrateur NH amidique non lié) d’aprés les études
précédentes. Il s’est révélé trés difficile d’attribuer les vibrateurs NH de I’hexamere 28a, ceci
dd a I’allure du spectre.

Le spectre (b) illustre le domaine d’élongation de la liaison C=0, et il est possible de voir
plusieurs bandes de vibration caractéristiques dont celle des vibrateurs C=0 Boc (libre et lié)
a 1714 et 1701 cm™, C=0 amidiques (libres et liés) & 1676 et 1649 cm™, C=0 hydrazidiques
libres et liés & 1684 et 1660 cm™, ainsi que d’autres bandes pouvant correspondre & des
conforméres au sein de I’hexamere 28a.

Comme I’on pouvait s’y attendre, conformément aux résultats RMN, les spectres IR
présentent la méme allure que ceux correspondant au tétramere hétérochiral 27a, ceci
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confirmant la possible structuration en y-turn et hydrazinoturn au sein de notre hexameére
hétérochiral 28a (Figure 89).

Figure 89: Structuration envisagée au sein de I’hexamere amide 28a.

Cependant, au vu des résultats obtenus sur celui-ci (chevauchement des pics en RMN et
interprétation difficile en IR), nous n’avons pas souhaité poursuivre nos investigations en
tentant de synthétiser I’hexameére amide homochiral.

1VV.5.4.Conclusion

Lors de cette premiere partie des études structurales, les études RMN et IR nous ont affirmé
que des liaisons hydrogéne intramoléculaires s’établissaient régulierement au sein du
monomere amide 26a sous la forme d’un «hydrazinoturn ». Les études suivantes ont
démontré que cette structuration était maintenue dans les oligomeres 1:1-[a/a-N“-Bn-
hydrazino]amides de plus grande taille, que I’on soit en série hétéro- ou homochirale.

Nous avons de plus mis en évidence la présence, a partir des diméres amides 25a et 25b,
d’une autre structuration de type y-turn, cette structuration accompagnant la précédente,
comme cela avait pu étre observé sur les a-aminoxypeptides.

Nous nous sommes donc par la suite intéressés a I’étude structurale des cyclo 1:1-[a/a-N*-Bn-
hydrazino]meres.

IV.6. Analyses structurales des cyclo 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino]lmeéres

1V.6.1. Introduction

Le processus d’auto-assemblage en feuillets f est a été mis évidence pour plusieurs types de
macrocycles pseudopeptidiques. Ainsi, par exemple des nanotubes peuvent étre obtenus par
ce processus d’association a partir de D,L-a-cyclo-, p-cyclo-, a/f-cyclopeptides ainsi que
d’autres cyclopeptides comportant un squelette mixte (Figure 90).
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Figure 90: Classes de cyclopeptides qui s’assemblent en nanotubes par des interactions
de type feuillets g: D, L-a-cyclopeptides (a), f-cyclopeptides (b), a/y-cyclopeptides (c) et
cyclopeptides héréocycliques par incorparation de acides g-aminés.”’

Cependant, d’autres exemples décrits dans la littérature démontrent que certains macrocycles
ne peuvent s’assembler en nanotubes, c’est le cas notamment des composés analogues des f-
peptides, comme les aza-4*-cyclo-*>*° et les a-aminoxycyclopeptides.”®®

Notamment, les études structurales menées sur les aza-3>-cyclotétra- et -cyclohexapeptides a
permis de montrer que les chaines latérales occupent les positions équatoriales et pointent
alternativement vers la face supérieure et la face inférieure du macrocycle, tandis que tous les
liens hydrazidiques sont orientés dans la direction opposée et impliqués dans un réseau de
liaisons hydrogéne intramoléculaires (Figure 91).

Figure 91: Auto-structuration d’un cyclotétrapeptide a-N“Bn-aza-° avec une vue de
dessus (a gauche) et vue de coté (a droite).

Ce haut degré de structuration de la molécule induit une déformation du squelette aza-° qui
ne peut adopter une forme plane, empéchant I’association des macrocycles en feuillets 8.32°
Les molécules que nous avons etudiées sont & la fois des analogues azotés des /-
cyclopeptides et des analogues des a/aza->-cyclopeptides.
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Nous pouvions avoir des doutes quant a la possibilité de nos molécules a s’associer. Nous
avons donc réalisé des études en solution et a I’état solide de nos 1:1-[a/a-N*-Bn-
hydrazino]meres en série homo- et hétérochirale.

Ainsi avons nous effectué nos études sur les cyclotétrameres hétéro- et homochiraux 30a et
30b en raison de leur grande rigidité. Ceci en nous basant sur les études de modélisation
moléculaire des p°-cyclopeptides ayant conduit I’équipe de Ghadiri & travailler
préferentiellement sur les f°-cyclotétrapeptides plutot que sur des cycles plus grands.*

IV.6.2. Analyses structurales des cyclotétrameres hétéro- et homochiraux 1:1-[a/a-N*-
Bn-hydrazino] 30a et 30b

a. Cyclotétramere hétérochiral 30a

¢ Analyse par diffraction des rayons X du cyclotétramere hétérochiral 30a
Des cristaux du cyclotétramere hétérochiral 30a ont été obtenus par évaporation lente dans un
mélange CH3CN/EtOH.
Comme nous I’avions présenti, a I’état cristallin, les molécules s’auto-assemblent en formant
un réseau de liaisons hydrogene intermoléculaires donnant lieu a la formation d’un nanotube.
(Figure 92)

Figure 92: Vue de profil des nanotubes formés par I’auto-assemblage des
cyclotétrameéres hétérochiraux 30a.
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La vue de profil de la structure cristalline du nanotube montre que celui-ci est uniqguement
stabilisé par des liaisons hydrogéne intermoléculaires. Contrairement a ce que nous pouvions
penser, la présence des groupements benzyliques ne donnent pas lieu a des interactions de
type z-z-stacking entre les nanotubes.

Nous pouvons ensuite remarquer que cette structure cristalline fait apparaitre quatre
macrocycles, liés deux a deux sous forme de dimeres, dans la maille principale du cristal.
Chaque dimére, deux macrocycles liés par liaisons intermoléculaires respectivement de 2.1 A
et 2.2 A, est associé aux autres diméres par des liaisons hydrogéne d’environ 1.97 A, ce qui
donne aux nanotubes une structure relativement compacte. Les nanotubes sont donc formés
par I’association de dimeéres.

De part leur squelette hétérogene alternant des unités acide a-aminé et a-hydrazino, les
cyclotétrameres hétérochiraux 30a s’empilent en feuillets £ antiparalléles, c’est-a-dire que les
groupements NH et C=0 (perpendiculaires au plan du cycle) pointent de part et d’autre des
macrocycles. Cette forme d’empilement empéche donc la formation d’un moment
macrodipdlaire, rappelant ce qui avait déja été observé pour les f>-cyclopeptides ou méme
pour I’hélice ¢.'%°

Les chaines latérales quant a elles pointent vers I’extérieur du nanotube.

Nous avons ensuite décidé de comparer les conformations de nos cyclotétrameéres 30a dans le
nanotube a ce qui avait déja été obtenu par I’équipe de Seebach par diffraction des rayons X
sur les poudres de cyclo[(-5*-HAla),-] homo- et hétérochiraux.**%

L’étude sur les cyclotétrapeptides se justifiait quant a elle par le fait que ceux-ci devaient
montrer une plus grande rigidité ainsi qu’un haut degré de pré-organisation pour I’auto-
assemblage, en comparaison des plus grands °-cyclopenta- ou hexapeptides.*

Pour interpréter la présence d’une cavité au sein du nanotube, nous avons représente, sur la
vue de dessus, la conformation du macrocycle a I’état solide en tenant compte du rayon de
Van der Waals des atomes (Figure 93).

Figure 93: Vue de dessus selon la représentation de la conformation par rayon de Van
der Waals du squelette principal cyclo[(-*-HAla)s-] homochiral dans une symétrie C; (&
gauche), comparée au cyclotétramére hétérochiral 30a (a droite).
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Cette vue de dessus, selon la représentation de Van der Waals d’un cyclotétramere impliqué
dans un nanotube, montre une grande similitude entre les conformations de notre
cyclotétramére 30a et du cyclo[(-5>-HAla)4-] homochiral.

Cette représentation met en évidence le fait que les deux macrocyles existent sous une
conformation de symétrie C, dans laquelle la cavité centrale est obstruée. Le squelette
principal de notre cyclotétrameére hétérochiral 30a est extrémement compact. Sachant de plus
que la taille de notre cyclotétrameére hétérochiral est légérement inférieure a celle du
macrocyle [(-°-HAla),-] homochiral (14 atomes contre 16), la représentation de Van der
Waals montre que la cavité interne est obstruée et ne laisse pas d’espace disponible pour le
passage d’espéces comme |’eau ou de petits ions.

Cependant, des calculs de surface de Van der Waals réalisés dans ce laboratoire sur un f°-
cyclotétrapeptide modele, ont indiqué qu’il existait une conformation alternative, de symétrie
C., dans laquelle la molécule posséderait un diamétre interne de 2.6-2.7 A.9%1%3

Celle-ci impliquerait donc une réorganisation du squelette, par un mouvement de rotation des
substituants du macrocycle, permettant a I’axe de rotation C, de devenir un axe de rotation C,.
La cavité ainsi créée serait donc assez large pour permettre le passage de molécules d’eau ou
de petits ions (Figure 94).**

Figure 94: Conformation du squelette principal du cyclo[(-#°*-HAla),-] montrant une
symétrie C, (a) et une symétrie C, alternative (b).

Cette conformation, qui avait déja pu étre observée sur le cyclo[(-8*-HAla),-] hétérochiral'®,
nous laissait donc envisager la possibilité d’avoir une conformation identique en solution
permettant le passage d’espéces au travers.

Par ailleurs, la taille des autres cyclo 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino]jméres que nous avions
synthétisés, (21 atomes pour le cyclohexameére 31a et 28 pour le cyclooctameére 32a), nous
laissait entrevoir la possibilité de trouver un diametre interne sans doute approprié au transit
de diverses espéces. Cependant, les tres nombreuses tentatives réalisées au laboratoire afin
d’en obtenir des cristaux viables pour une analyse par diffraction des rayons X, se sont
révelées malheureusement infructueuses. Ceci ne nous a donc pas permis pas de confirmer
I’hypothese que nous avions a ce sujet. De la méme maniére, nous avons aussi essayé de
cristalliser le cyclotétramere homochiral 30b dans le but d’étudier la versatilité du squelette
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mixte a I’état solide. En dépit des nombreux essais effectués au laboratoire, il a été a ce jour
impossible d’en obtenir.

La conformation sous forme de nanotubes de notre cyclotétramére hétérochiral 30a a I’état
solide nous a ensuite conduit & nous intéresser aux structures obtenues par I’équipe de Le Grel
sur des cyclotétrameéres analogues, les a-N“Bn-aza-43.%%%

Le cyclotétramére o-N*Bn-aza-4° posséde en effet quatre répétitions d’unités a-hydrazino
contrairement a notre cyclotétramére hétérochiral 30a qui en possede uniquement deux
couplées a deux autres unités acide a-amine.

Sur la vue de profil de la figure 95, nous avons souhaité mettre en évidence le type de liaisons
hydrogene régissant I’auto-structuration de ces cyclotétrameéres.

Figure 95: Mise en évidence des interactions au sein de cyclotétrameres: liaisons
hydrogéne intramoléculaires pour I’ a-N*-Bn-aza-g° (& gauche) et
intermoléculaires pour 30a (a droite).

Alors que I’on pouvait raisonnablement s’attendre a observer la formation de nanotubes au
sein du cyclotétramére a-N-Bn-aza-4° en raison de la grande similitude du squelette, les
auteurs ont montré que chaque cyclotétramére a-N“-Bn-aza-4°, dans la maille cristalline, était
structuré par quatre liaisons hydrogene intramoléculaires consécutives. En effet, celui-ci est
caractérise par un réseau d’hydrazinoturn, une isomérie au niveau du lien hydrazide ainsi que
par un phénomene d’inversion pyramidal (responsable de la flexibilité) de I’azote dans le
squelette.*®*>% La configuration absolue des quatre centres azotés hybridés sp® est alternée
(SRSR/RSRS) et la présence des quatre motifs hydrazinoturn se traduit par autant de
segments quasi-plans entre deux atomes N” consécutifs. Ce réseau de liaisons hydrogéne
intramoléculaires lui donne une conformation ordonnée qui contrélent la configuration
relative des centres chiraux (les azotes N”). La vue présentée sur la figure 91 montre que le
squelette principal du cyclotétramére a-N“-Bn-aza-4° définit ainsi une figure géométrique qui
se rapproche de celle d’un carré.

Enfin, on notera principalement que dans le cas du cyclotétramére a-N*Bn-aza-4°, les chaines
latérales occupent les positions équatoriales et pointent alternativement vers la face supérieure
et la face inférieure du macrocycle tandis que tous les liens hydrazidiques sont orientés dans
la direction opposée.
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Ceci différe donc de nos systémes et de ceux de Seebach'® ou toutes les chaines latérales

pointent vers I’extérieur du cycle tandis que les NH et C=0 sont orientés de maniere
favorable (perpendiculairement au plan principal du cycle) conduisant a la formation
d’assemblages nanotubulaires par des liaisons hydrogéne intermoléculaires.

Il semblerait donc que I’auto-structuration sous forme d’hydrazinoturn des a-N“-Bn-aza-4*
défavorise I’association des macrocycles entre eux par des liaisons intermoléculaires. Ne
possédant a priori que deux hydrazinoturn et deux y-turn possibles dans notre cyclotétramere
30a (selon les analyses réealisées sur les homologues lineaires), il était peu probable d’obtenir
la méme déformation observée sur les cyclotétraméres a-N“-Bn-aza-4° & I’état solide. Les y-
turns sont en effet des liaisons beaucoup plus fragiles que les hydrazinoturns et plus sujettes a
étre rompues. De plus, la présence des carbones asymétriques et donc de centres chiraux
supplémentaires dans le squelette des oligomeres cycliques 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino] limite
la flexibilité de celui-ci et impose une certaine rigidité. Ceci n’est pas le cas des a-N”-Bn-aza-
A ol la chiralité est seulement portée par les atomes d’azote (qui peuvent subir le phénomeéne
d’inversion pyramidal) et permet aux cycles d’adopter des conformations déformées.®**
Cette grande disparité entre des squelettes pourtant trés proches structurellement, mais surtout
le faible nombre d’études publiées dans la littérature sur des nanotubes en solution, nous ont
conduit & poursuivre nos investigations par I’étude conformationnelle de ces nanotubes en
solution.

Nous avons donc dans un premier temps montré que notre cyclotétramere hétérochiral 30a
était capable de s’auto-assembler a I’état solide, permettant ainsi la formation de véritables
nanotubes.

Cependant les observations faites sur les cyclopeptides analogues nous ont donc fortement
incités a étudier nos systémes en solution afin, d’une part, de savoir si la structure
nanotubulaire était bien conservée en solution, et d’autre part, dans I’affirmative de connaitre
la conformation des cyclo 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino]meéres. Pour cela, nous nous devions de
connaitre le type exact de liaisons hydrogene existant au sein de nos systemes, chose que nous
pouvions déterminer en jouant sur la concentration de nos composés.

Nous avons donc entrepris des études conformationnelles en concentration en RMN et IR que
nous avons réalisé dans le chloroforme deutéré, par souci de cohérence avec les expériences
déja menées sur les oligomeres linéaires 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino]Jamides.

Lors des essais de cristallisation dans différents solvants, nous avions pu observer, en
chauffant notre cyclotétramere hétérochiral 30a jusqu'a en obtenir une solubilité complete
(spécifiqguement dans les deux solvants toluene et dodécane) puis en laissant revenir
tranquillement a température ambiante, qu’il était possible de former des gels. Des études
bibliographiques nous ont appris que ces gels correspondent a la formation d’assemblages
supramoléculaires capables d’emprisonner des solvants, de maniére a les empécher de
s’écouler.” Ce phénoméne fait de nos macrocycles ce que I’on appelle des
« organogeélateurs ». Nous avons tenté d’exploiter ces résultats dans la suite de notre étude
structurale du cyclotétrameére hétérochiral 30a.
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e Analyse par RMN: influence de la concentration sur le cyclotétrameére hétérochiral 30a
dans CDCl;

Tout d’abord, nous avons étudié ces systemes dans le CDCl; dans lequel il est possible
d’obtenir une solution liquide de nos macrocycles a froid. D’un point de vue général,
I’analyse RMN a différentes concentrations permet de mettre en évidence I’établissement
éventuel de liaisons hydrogene intermoléculaires a haute concentration. Ainsi, un proton NH
impliqué dans une liaison hydrogéne intermoléculaire sera tres sensible aux variations de la
concentration et verra son déplacement chimique tendre vers les champs faibles. Au contraire,
si celui-ci est impliqué dans une liaison hydrogéne intramoléculaire, ceci se traduira par un
déplacement chimique quasi constant.

En RMN *H dans CDCls, il est possible d’attribuer les différents signaux par des études RMN
poussées (COSY, NOESY).
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Figure 96: Spectres RMN *H du cyclotétramére hétérochiral 30a (CDCl; / 10 mM).

Ainsi, a une concentration ¢ = 10 mM, nous observons un seul signal respectivement pour les
deux protons NH hydrazidiques (dnn = 7.80 ppm) et pour les deux protons NH amidiques
(Onm = 8.30 ppm) qui caractérisent le cyclotétramere 30a. Ceux-ci révelent une trés grande
symétrie de la molécule en solution (symétrie C,). Les quatre résidus du macrocycle sont donc
dans un environnement identique deux a deux (Figure 96).

On remarque également que les protons méthyléniques des groupements benzyles sont non-
équivalents puisqu’ils donnent un systeme AB.

Ainsi, nous avons étudié I’influence de la concentration de notre macrocycle dans le CDCl3 en
RMN *H, en faisant varier celle-ci de 10° M & 10 M. Il n’était cependant pas possible d’aller
au-dela de 10 M, en raison de la faible solubilité du cyclotétramére 30a dans le CDCls.
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Figure 97: Spectres RMN *H du cyclotétramére hétérochiral 30a a différentes
concentrations (de 10° M & 10 M) dans CDCls.

A faible concentration (10 mM), les protons NH hydrazidiques du cyclotétramére 30a (dnn =
7.8 ppm) ont des déplacements chimiques proches de ceux trouvés dans le tétramere amide
hétérochiral 27a (onn = 7.95 ppm). Cette valeur est significative de protons NH hydrazidiques
lies comme demontré précédemment.

De la méme maniére, on trouve des valeurs similaires pour les protons NH amidiques du
cyclotétrameére 30a (dny = 8.3 ppm) en comparaison des valeurs trouvées dans le cas du
tétramére 27a (onw = 8.57 ppm). En diminuant la concentration jusqua 10° M, nous
n’observons aucun changement au niveau du déplacement chimique des protons NH
hydrazidiques et amidiques. Ces protons NH ne sont donc pas sensibles aux variations de
concentration, ce qui semble indiquer gu’ils sont déja impliqués dans une liaison hydrogéne
intramoléculaire.

e Analyse par IR: influence de la concentration sur le cyclotétramére hétérochiral 30a
dans le CHCI;

Nous avons donc réalisé des analyses IR dans le CHCI3 en faisant varier la concentration de
102 M &5.10° M afin de conforter nos analyses RMN *H.
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Figure 98: Spectres IR du cyclotétrameére hétérochiral 30a a différentes
concentrations (de 10° M & 5.10° M) dans CHCls.

Nous avons alors observé dans un premier temps la présence d’une bande d’absorption unique
dans le domaine d’élongation (a) de la liaison NH (v(n-H) = 3296 cm™). En effet, cette bande
se situe dans la zone des NH liés et indique donc la présence de liaisons hydrogéne au sein de
nos macrocycles. En baissant la concentration, nous n’avons observé aucune variation de la
bande du vibrateur NH. Au contraire, celle-ci subsiste méme a de trés faibles concentrations
(jusqu’a 5.10™ M) ou la probabilité de faire des liaisons hydrogéne intermoléculaires est trés
faible, voire quasi nulle.

Pour le spectre (b), correspondant au domaine d’élongation de la liaison C=0, nous
retrouvons le méme comportement quand nous diminuons la concentration. Il est cependant
possible de clairement distinguer deux bandes d’absorption correspondant aux deux types de
vibrateurs C=0, une correspondant aux C=0O hydrazidiques liés, -CO-NHN“-Bn-,
(V(c=0)hydrazidique = 1701 cm™) et ’autre correspondant aux C=0O amidiques liés, -CO-NH-
(V(c=0)amidique = 1650 cm™). Ceci est donc en accord avec la présence exclusive de liaisons
hydrogene intramoléculaires au sein du macrocycle et vient corroborer les résultats des
analyses RMN *H en solution.
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Il est a noter que contrairement a ce que I’on avait pu observer lors de I’analyse structurale
des oligomeéres linéaires amides, dans le cas du cyclotétramere 30a, il n’est pas possible de
différencier le vibrateur NH hydrazidique, d’un vibrateur NH amidique (v(n-+) = 3296 cm™).
L’analyse IR nous a donc révélé la formation de liaisons hydrogene exclusivement
intramoléculaires au sein du cyclotétrameére hétérochiral 30a (Figure 99). Ceci confirme donc
que la conformation observée sur les homologues linéaires, qui reposait sur une succession de
d’hydrazinoturn et de y-turn serait donc maintenue en solution dans les macrocycles
correspondants. Ce type de structuration avait deja été observé par Yang et al. sur des
cyclohexaméres mixtes 1:1-[a/a-aminoxy].®
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Figure 99: Formation de liaisions intramoléculaires au sein du cyclotétramere
hétérochiral 30a.

L’IR se révéle donc étre en accord avec les résultats obtenus lors de I’analyse RMN *H. Dans
ces deux techniques, le signal associé a un proton NH impliqué dans une liaison hydrogéne
intermoléculaire est sensible aux variations de concentration. Cependant, les études RMN *H
et IR en concentration nous ont démontré qu’il n’y avait pas de dépendance a celle-ci, que ce
soit en RMN, par I’absence de variations de déplacement chimique des protons NH, ou en IR,
par celle de variations en nombre d’onde de la bande associée aux vibrateurs NH impliqués
dans une liaison hydrogéne.

e Expérience NOESY: Analyse des couplages dipolaires du cyclotétramere 30a en
solution dans CDCl3

L’équipe de Yang a étudié les a-aminoxycyclopeptides et a réalisé la synthése d’a-aminoxy-
cyclohexaméres.”

Elle a montré que ce squelette macrocyclique reposait sur une succession de liaisons
hydrogene intramoléculaires de type N-O turn. Cette équipe a ensuite travaillé sur des
cyclohexameres mixtes 1:1-[a/a-aminoxy] et a démontré, par des études conformationnelles
notamment en modélisation moléculaire, qu’ils étaient eux-aussi structurés par un réseau de
liaisons hydrogene intramoléculaires alternant N-O turn et y-turn, comme cela avait pu étre
observé sur leurs homologues mixtes linéaires (Figure 100).%

140



Figure 100: Conformation la plus stable adoptée par le cyclohexamére mixte 1:1-[a/a-
aminoxy] par calculs théoriques.

Cette équipe a ensuite analysé les couplages dipolaires présents dans un cyclohexamére mixte
1:1-[a/a-aminoxy] en solution par des expériences NOESY en RMN 2D, dans I’optique de
confirmer la conformation mise en évidence par modélisation moléculaire et caractérisant
cette auto-structuration spécifique (Figure 101).
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Figure 101: Carte 2D NOESY du cyclohexamére 1:1-[a/a-aminoxy] en solution dans
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L’équipe de Yang a alors observé une NOE importante entre le NH aminoxy et le fragment
méthine indiquant que la géométrie Z de la liaison aminoxydique (O=C-NH-O-) était
favorisée et corroborait la présence d’un repliement favorisé (comme cela avait pu étre
observé dans la série des aza-5°).

Ce proton NH présente également des couplages dipolaires avec le proton du méthine de
I’unité a-aminoxy ceci indiquant qu’il est orienté vers ces groupements dans la conformation
majoritaire. Ces informations, couplées a la modélisation moléculaire, ont permis de
confirmer la présence de repliements en N-O turn et y-turn dans le macrocycle.

Afin de confirmer la présence d’une auto-structuration comparable (c’est-a-dire I’alternance
d’hydrazinoturn et de y-turn en solution) au sein de nos cyclo 1:1-[a/a-N*-Bn-
hydrazino]lmeres, comme cela a été observé par les études RMN 1D et IR, nous avons analysé
de la méme maniére les couplages dipolaires présents par des expériences NOESY en RMN
2D (Figure 102).
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Figure 102: Carte 2D NOESY du cyclotétramére 30a en solution dans CDCl3 / 10 mM.

Les études structurales réalisées sur le cyclotétramére hétérochiral 30a montrent une NOE
importante entre le NH hydrazidique et le fragment methine indiquant que la géométrie Z de
la liaison carbazidique (O=C-NH-N-) était favorisée et corroborait la présence d’un
repliement favorisé (comme pour les aza-4° avec I’hydrazinoturn et les a-aminoxy avec le N-
O turn).

Ce proton NH présente également des couplages dipolaires avec le proton du méthyle de
I’unité a-hydrazino, ceci indiquant qu’il est orienté vers ce groupement dans la conformation
majoritaire.

Ces informations, comparées a celles obtenues sur le cyclohexamére mixte 1:1-[o/a-aminoxy]
semblent confirmer la présence de repliements de type hydrazinoturn et y-turn dans le cas de
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notre macrocycle 30a. Celles-ci corroborent donc les résultats obtenus sur ces macrocycles
par les études RMN et IR en concentration. Les faibles différences observées entre le
cyclotétramére hétérochiral 30a et le cyclohexamere homochiral 1:1-[a/a-aminoxy] sont
probablement dues a la chiralité des carbones asymeétriques.

Ces analyses déemontrent la présence d’une conformation différente selon que I’on soit a I’état
solide ou en solution dans le chloroforme, et donc une dépendance de I’organisation de notre
cyclotétramére hétérochiral 30a a son environnement.

C’est donc cette dépendance que nous nous sommes proposés d’illustrer par la suite,
notamment en étudiant le comportement des cyclotétrameres 30a dans différents solvants par
le biais des gels.

e Analyse conformationnelle du cyclotétramére hétérochiral 30a sous forme de gel

Comme nous I’avions signalé précédemment, le chauffage des composés 30a dans le
dodécane et le toluene conduit apres refroidissement a un gel. Les gels de molécules de faible
masse moléculaire sont généralement dus a des assemblages supramoléculaires, maintenus par
des liaisons faibles de type liaisons hydrogéne, z-z-stacking etc., capables de piéger un
solvant. Ces gels sont généralement thermoréversibles (car dus a I’établissement de liaisons
faibles), ce qui en fait d’excellents candidats pour des analyses structurales en température, a
la condition d’avoir affaire a des gels humides permettant de visualiser des signaux en RMN a
I"état gel. X344
En effet, dans la plupart des cas reportés dans la littérature, les signaux RMN des gélateurs
disparaissent & I’état gel alors qu’ils sont présents a I’état liquide.'*®
Cela s’explique par le fait qu’en considerant les fibres de ces gels comme un cristal de
gélateur, la mobilité des molécules dans ce cristal serait donc limitée et les molécules de
solvants exclues. Cette disparition des signaux en RMN est un critére de reconnaissance des
gels dits « secs ».
Lorsqu’au contraire, il est possible d’observer des signaux bien résolus en RMN, ceci suggeére
que les molécules gélatrices gardent une bonne mobilité dans les fibres, celles-ci se laissant
incorporer par des molécules de solvant. On parlera alors de gel « mouillé ».
Ce phenomene implique donc que le gelateur emprisonne le solvant, en le piégeant dans un
réseau de liaisons non covalentes constitué des molécules gélatrices entre-elles. La formation
du gel est donc le témoin de I’existence d’une organisation intermoléculaire en solution (donc
au sein du gel). Compte tenu de la structure de nos organogélateurs, nous pouvons supposer
I’intervention de liaisons hydrogéne dans la construction supramoléculaire: il semblerait donc
que la formation de cette structure soit en accord avec les résultats présentés a I’état solide,
c'est-a-dire la formation de nanotubes.
Ceci constitue donc un phénomene que nous n’avions absolument pas observé dans le cas du
chloroforme apres chauffage, ceci démontrant une nouvelle fois la dépendance des
cyclotétraméres hétérochiraux 30a a I’environnement.
La thermoréversibilité du gel nous a donné la possibilité d’en étudier I’évolution ainsi que
certaines de ses propriétés (notamment sa température de transition vitreuse: Tg) en fonction
de la température. En effet, les signaux que I’on observe a I’état gel traduisent en fait un
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équilibre entre la molécule geélatrice et le systéme supramoléculaire. L’examen de I’évolution
de ces signaux en fonction de la température devrait sans doute nous renseigner sur
I’organisation supramoléculaire de nos gélateurs.

C’est donc ce que nous nous sommes proposés d’étudier par les analyses qui suivent.

Nous avons décidé de soumettre le gel & différentes études IR et RMN *H en température afin
de mettre en évidence le réseau de liaisons hydrogene. Dans cette optique, nous avons alors
enregistré des spectres a différentes températures afin de comparer les signaux des vibrateurs
NH et C=0 en IR, et les déplacements chimiques des protons NH en solution par RMN dans
le solvant de gélation toluene. Nous avions a notre disposition un autre solvant de gélation, le
dodécane, dans lequel il était aussi possible d’obtenir des gels. Nous avions dans I’idée de
réaliser cette étude dans ces deux solvants de gélation, afin de vérifier si d’une part nous
avions un arrangement différent et d’autre part, d’observer les types d’interactions différentes
liés a I'utilisation d’un solvant alcane (liaisons électrostatiques) et d’un aromatique (z-7
stacking). Cependant le colt du dodécane deutéré ne nous a pas permis de réaliser
I’expérience RMN.

Il nous a donc été juste possible d’étudier le gel dans le toluéne en RMN *H, celui-ci donnant
dans notre cas des signaux bien définis qu’il nous a été possible de comparer avec ceux
obtenus dans le CDCls.

— Analyse conformationnelle par IR: influence de la température sur gélateur
cyclotetramére hétérochiral 30a dans le toluene

Comme explique plus t6t, les gels sont des assemblages supramoléculaires thermoréversibles
car maintenus par des liaisons faibles a une certaine température appelée Tg, température au-
dela de laguelle les liaisons se rompent ce qui permet d’obtenir une solution liquide. Il est
donc aisé de rompre ces liaisons afin d’obtenir la Tg du gel, c'est-a-dire la température
nécessaire pour passer d’un état gel a un état solution.

Nous avons décidé de travailler avec le toluéne pour des raisons pratiques afin de pouvoir
ensuite comparer les résultats avec la RMN, ce qu’il n’était pas possible de faire avec le
dodeécane.

Pour cela, nous avons utilisé le méme appareillage que dans le cas des spectres IR de routine
avec une cellule adaptée a la montée en température. Dans cette cellule, est placé le gel puis,
nous avons éetudié I’évolution du spectre IR de celui-ci en fonction de la température de 25 °C
a 95 °C (Figure 103).
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Figure 103: Spectres IR du gélateur 30a en température (25-95 °C) dans le toluene a ¢ =

5mg/mL.

Sur le spectre (a) est représenté le domaine d’élongation des NH. On y observe a température
ambiante, deux bandes de vibration, une a 3293 cm™ et I'autre & 3263 cm™ qui
correspondraient a priori a des vibrateurs NH liés (Figure 103). Il est a noter qu’aucun
changement significatif sur le positionnement des bandes n’a été observé en chauffant la
solution de gel jusqu’a 55°C. A cette température, la bande d’absorption correspondant au
nombre d’onde le plus faible, 3263 cm™, s’effondre au profit de celle se situant & 3293 cm™
pour n’en former qu’une seule a 55°C, température correspondant a la Tg. Au-dela de la Tg,
le gel se casse, ce qui entraine la rupture des liaisons faibles intermoléculaires qui assurent sa
cohésion. On aurait alors pu s’attendre a observer en IR au-dela de la Tg, le passage des
bandes de vibration de la zone des NH liés par des liaisons hydrogene vers celle des NH libres
et donc & un déplacement vers des nombres d’onde plus élevés (au-dela de 3400 cm™). Or,
dans notre cas, nous remarquons qu’au-dela de la Tg, aucune bande n’apparait dans la zone
supérieure & 3400 cm™ mais qu’au contraire, une bande de vibration subsiste dans la zone
d’élongation des vibrateurs NH impliqués dans une liaison hydrogene. Compte tenu de ces
données, nous pouvons émettre I’hypothese suivante: les deux bandes visibles respectivement
43293 cm™ et & 3263 cm™ & I’état gel correspondent bien & des NH liés par des liaisons
hydrogéne. Cependant, seule celle & 3263 cm™ serait impliquée dans le processus de
formation du gel. Autrement dit, cette bande représenterait le réseau intermoléculaire de
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liaisons hydrogéne conduisant a I’association moléculaire en nanotubes. La seconde bande a
3293 cm™ quant & elle, peut étre attribuée a une liaison hydrogéne intramoléculaire au sein des
cycles. En effet, sa valeur, 3293 cm™, est située dans la méme zone que celle obtenue lors des
analyses IR en solution dans le CHCls, & 3296 cm™.

Ainsi le passage de I’état gel a I’état solution correspondrait a la rupture des liaisons
hydrogene intermoléculaires au profit de liaisons hydrogéne intramoléculaires a I’intérieur des
cycles.

Le spectre (b), qui correspond a la zone d’élongation des C=0, répond aux mémes principes.
A 25 °C, sous forme de gel, on observe trois bandes d’absorption & 1707, 1687, et 1647 cm™
correspondant donc aux différents vibrateurs C=0 impliqués dans des liaisons hydrogeéne.
Quand la température augmente au-dela de la Tg, on ne distingue finalement plus que deux
bandes respectivement & 1707 et 1657 cm™. Ainsi on observe la disparition de deux bandes &
1687 et 1647 cm™ correspondant aux liaisons hydrogéne intermoléculaires. Ces bandes sont
attribuées au C=0 hydrazidique (1687 cm™) et au C=0O amidique (1647 cm™) comme
expliqué dans le cas du cyclotétramére 30a dans CHCls. La bande & 1707 cm™ quant & elle
subsiste, méme au-dela de la Tg. Cette valeur est a rapprocher de celle observée lors de
I’analyse IR de 30a dans le CHClI; et qui se situait & 1701 cm™.

La bande présente & 1707 cm™ serait donc due au C=O hydrazidique impliqué dans une
liaison hydrogéne intramoléculaire et encourage fortement I’hypothése d’un échange tres
rapide entre liaisons hydrogéne inter- et intramoléculaires. La bande présente & 1657 cm™
correspondrait quant a elle au C=0O amidique impliqué dans une liaison hydrogéne
intramoléculaire car proche de celle trouvée pour le C=0 amidique de 30a dans le CHCI3
(1650 cm™).

Nous aurions donc un équilibre rapide dans ce cas entre les liaisons hydrogéne inter- et
intramoléculaires au sein du nanotube.

Nous pouvons donc penser que le réseau de liaisons hydrogéne permettant la cohésion des
molécules en nanotube implique donc trois NH et trois C=0 des macrocycles (deux
amidiques et un hydrazidique pour chaque). Les C=0 et NH correspondants a I’autre fonction
hydrazidique seraient liés entre eux pour assurer une conformation du cycle relativement
plane pouvant permettre I’empilement des molécules en nanotubes. Cette conformation ne
serait cependant pas la plus stable a I’état isolé puisque lors de I’éloignement moléculaire et
apres rupture des liaisons hydrogene intermoleculaires, trois liaisons hydrogéne
intramoléculaires apparaissent alors dans le cycle (Figure 104).
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Figure 104: Représentation schematique de I’équilibre entre liaisons hydrogene inter-et
intramoléculaires au sein du gélateur cyclotétramére 30a.

— Analyse conformationnelle du gélateur cyclotétramére hétérochiral 30a en RMN *H
dans le toluéne-dg

Nous nous sommes ensuite attelés aux études du gel en RMN *H.
En matiére de gel, on qualifie de gel mouillé, un gel dont il est possible de voir les signaux en
RMN, et de gel sec, un gel dont la structure fibrillaire empéche le solvant de RMN (ici le
toluéne-dg) d’imprégner les fibres.
Les spectres enregistrés a I’état gel montrent des signaux bien résolus confirmant I’état de gel
mouillé de 30a. Il nous a donc été possible de comparer ce spectre a celui obtenu dans le
CDCIj; puis d’observer I’évolution des signaux en fonction de la température. Aussi, dans le
but de comparer efficacement les spectres du gel de 30a dans le toluene-dg avec celui du
macrocycle « non-gel » 30a dans le CDCls, il est possible d’attribuer les différents signaux

par des études RMN poussees (COSY, NOESY).
Les signaux attribués, nous avons donc comparé les spectres RMN *H obtenus (Figure 105).
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Figure 105: Comparaison des spectres RMN *H du gel (Toluéne-dg /¢ = 5mg/mL) et du
cyclotétramére hétérochiral 30a (CDCls/ ¢ = 102 M).

Lors de I’étude du spectre RMN *H du cyclotétramére 30a en solution, nous n’avons observé
qu’un seul signal respectivement pour les deux protons NH hydrazidiques et pour les deux
protons NH amidiques. A contrario, le spectre du gel nous montre I’existence d’un
dédoublement des signaux, correspondant a chacun des NH a la fois hydrazidiques et
amidiques.

Ceci nous indique que les protons NH hydrazidiques et amidiques du gel ne sont donc pas
équivalents entre eux et témoignent d’un environnement chimique différent de celui qui existe
en solution ou les quatre résidus du macrocycle se trouvaient identiques deux a deux.

Ceci corrobore donc les études IR du gel qui nous avaient démontré I’existence d’une
conformation des macrocycles 30a sous forme de nanotubes, différant de celle en solution,
qui reposait sur la formation de liaisons hydrogénes exclusivement intramoléculaires.

De plus, ceci encourage I’hypothése d’un équilibre entre les molécules gélatrices et le systeme
supramoléculaire puisque les signaux que I’on peut voir corresponderaient aux molécules
libres dans le gel.

De la méme maniere, les protons du CH, du benzyle qui donnaient un systeme AB en
solution, sont totalement différenciés dans le gel.

Nous avons ensuite décidé d’effectuer une étude comparative en RMN *H en fonction de la
température afin de visualiser les déplacements chimiques des différents signaux (Figure
106).
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Figure 106: Spectres RMN *H du gélateur 30a en température: (a) de 5 °C 4 50 °C
(incrément 5 °C), (b) de 5 °C a 100 °C (increment 10 °C) dans le toluene-ds.

Des spectres des gélateurs ont été enregistrés dans le toluéne-dg a différentes températures
comprises entre 5°C (état gel) et 100°C (état solution liquide) pour analyser I’évolution des
signaux des protons NH quand on passe du gel a la solution.

Nous pouvons observer dans un premier temps, que, a 5°C (état gel), deux pics (signaux) pour
un seul proton NH, ce qui est significatif de I’existence deux conformations. A mesure que la
température augmente, nous notons une ameélioration progressive de la résolution spectrale et
d’un affinement des signaux significatifs juste aprés 50°C (ceci traduit le comportement
liquide des molécules gélatrices). A cela, un phénomene de coalescence, en passant de |’état
gel a I’état solution, est observé durant la montée en température du gel ce qui confirme
I’existence de deux conformations pour le cyclotétramére 30a. Cette observation corrobore
ainsi les hypothéses que nous avions faites lors des analyses IR du gel, a savoir qu’au sein du
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nanotube, subsistait une liaison hydrogéene intramoléculaire permettant au cycle d’adopter une
conformation plane afin de permettre I’auto-assemblage.

Au-dela des 50°C (ce qui correspond au passage de la Tg trouvée en IR), le spectre RMN *H
dans le toluene-dg prend I’allure de celui que I’on avait dans le CDClI3 avec un seul signal
pour les deux protons NH hydrazidiques et un seul signal pour les deux protons NH
amidiques. On passerait alors a une conformation unique au sein du cyclotétramere 30a. Nous
pouvons alors supposer que, passant la Tg du gel, le nanotube s’effondre par rupture des
liaisons hydrogene intermoléculaires, et que les macrocycles adoptent alors la conformation
qu’ils avaient dans le CDCls.

De plus, on observe un Iéger blindage des protons NH amidiques et hydrazidiques pendant la
montée en température du gel. Ce phénomeéne a déja été observé dans la littérature** et décrit
par Allix au laboratoire. 1l semblerait donc que ce déblindage soit le fait d’un désassemblage
de I’édifice supramoléculaire en petits agrégats dans lesquels les protons seraient moins
blindés. Dans notre cas, ceci pourrait donc convenir a un certain réarrangement de nos
molécules. En effet, lors de I’analyse du gel en IR, nous avions démontré que la montée en
température était synonyme de I’effondrement du gel ainsi que du réarrangement des liaisons
hydrogene (passant d’inter- a intramoléculaires) au sein des macrocyles.

De méme, les protons meéthyléniques des groupements benzyles non-équivalents, qui
donnaient lieu a un systeme AB dans le CDClI;, forment un systéeme presque AX dans le
toluene-ds ou ces protons se retrouvent dans un environnement chimique permettant de mieux
les différencier. Ceci peut étre di a la présence du toluéne-dg favorisant les interactions de
type n-z-stacking avec les benzyles du macrocycle.

Les études RMN *H et IR en température réalisées sur le gélateur cyclotétramére 30a nous ont
permis de confirmer que la formation du gel était bien liée a I’auto-assemblage des
macrocycles sous forme de nanotubes. Ces études nous ont également montré que cette
conformation n’était pas conservée, une fois passée la Tg, mais donnait lieu a une
conformation reposant sur la formation d’un réseau de liaisons hydrogene intramoléculaires
comme cela avait pu étre observé sur les cyclotétrameres 30a en solution dans le CDCls.
L’étude des gels a donc permis de mettre en évidence la dépendance de notre cyclotétramére
hétérochiral 30a a I’environnement chimique. Il s’agissait ensuite de déterminer si le
changement de configuration absolue des carbones asymétriques du squelette macrocyclique
pouvait lui aussi agir sur sa conformation.

Nous avons alors poursuivi notre étude sur les cyclotétraméres homochiraux 30b.

b. Cyclotétramére homochiral 1:1-[a/a-N"-Bn-hydrazino] 30b

La structure cristalline du cyclotétramére hétérochiral 30a ne laissait aucun doute sur
I’importance de I’orientation des chaines latérales dans le macrocycle et donc le role
primordial que pouvait jouer la configuration absolue des carbones asymétriques. Afin
d’évaluer cette importance, nous avons donc décidé de synthétiser le cyclotétramére
homochiral 30b.
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Il n’a cependant pas été possible d’en obtenir des cristaux, en dépit des nombreux essais
réalisés, afin de confirmer la structure adoptée a I’état solide.

De la méme maniére, nous avons voulu tester la dépendance & I’environnement du
cyclotétramére homochiral 30b, en particulier aux solvants, comme nous I’avions fait dans le
cas du cyclotétramére hétérochiral 30a. Il n’a cependant pas été possible, sous les mémes
conditions, d’obtenir un gel du cyclotétramére homochiral 30b, que I’on soit dans le toluéne,
le dodécane ou d’autres solvants usuels de synthese organique.

Nous nous sommes donc attachés a étudier sa conformation en solution, en procédant aux
mémes expériences RMN H et IR réalisées sur I’'homologue hétérochiral 30a dans le CDCl;
et CHCls.

e Analyse par RMN H: influence de la concentration sur le cyclotétramére homochiral
30b dans CDCl;
Pour cela nous avons dans un premier temps comparé les spectres RMN *H des deux
macrocycles (CDCl3 / 10 mM) (Figure 107).
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Figure 107: Comparaison des spectres RMN *H des cyclotétraméres hétéro- et
homochiral 30a et 30b en solution (CDClz / 10 M).

En comparant les spectres RMN 'H & une méme concentration (¢ = 102 M) des
cyclotétrameéres hétéro- et homochiraux 30a et 30b, nous avons observé des déplacements
chimiques plus faibles pour les protons NH en série homochirale. Ainsi les NH hydrazidiques
sont observés a 7.52 et 7.80 ppm et les NH amidiques a 7.60 et 8.30 ppm respectivement pour
I’homo- 30b et I’hétérochiral 30a.

Nous avions déja remarqué ce méme type de différences sur les précurseurs tétrameres hétéro-
et homochiraux 27a et 27b et nous avions alors attribué cela a des liaisons hydrogéene
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intramoléculaires moins fortes dans le cas du tétramére homochiral 27b. Nous observons
cependant que les CH; du benzyle qui, dans le cas du cyclotétramere hétérochiral 30a,
donnaient lieu & un systtme AB (protons non-équivalents), donnent, dans le cas de
I’homochiral, un systéme qui s’apparente a un systeme AX (protons complétement différents).
Ceci signifie donc que I’environnement chimique de ces protons est complétement changé
d’un homologue a I’autre, ce qui permet de discriminer plus clairement les deux protons CH,
du benzyle. Le cyclotétramére homochiral 30b garde quant a lui une grande symeétrie en
solution (symétrie C,) ce qui illustre que les quatre résidus du macrocycle sont dans un
environnement identique deux a deux.

Nous avons ensuite décidé d’étudier I’influence de la concentration sur notre cyclotétramére
homochiral 30b en RMN *H, en faisant varier celle-ci de 10° M & 10 mM. Il n’était cependant
pas possible d’aller au-dela de 10 mM, en raison de la faible solubilité de ce cyclotétrameére
dans le CDClI; (Figure 108).

9 n
i; - N
| : .N-".J:- w0 |
I HN NH |
‘| 07 IR m M-e .t
N H, ||. non
Il Ho | | |!| .|' !I
19;“;“.".J-" l\' J - s e W,Ld-/l ‘ ‘ILIH
i:!' , V
l " 1 .!il'.l 'il': ,I|
| [ HRY" [

10 M.Jw, - | I 4 I L \‘"m
\ | ‘ ‘
10"3M_.l‘¢| I\ i . — ~ || . |'| »u N S _...___J'""'Ii il"J. < I\‘I'\-m.'\l"':u!x -

| ||
| |1
10°M "‘l | tl A || A . R J"I UM f\l'l

Figure 108: Spectres RMN *H du cyclotétramére homochiral 30b a différentes
concentrations (de ¢ = 10° M & ¢ = 10? M) dans CDCls.

Ac =107 M, les protons NH hydrazidiques (dnw = 7.52 ppm) du cyclotétramére homochiral
30b ont des deplacements chimiques proches de ceux trouvés dans I’hnomologue linéaire
homochiral 27b (dny = 7.58 ppm). Cette valeur est significative de protons NH hydraziques
lies comme demontré plus tot. De la méme maniére, on trouve des valeurs proches pour les
protons NH amidiques (dnn = 7.60 ppm) du cyclotétramére homochiral 30b avec des NH
amidiques (dnn = 8.07 ppm) trouvées dans le cas du tétramére homochiral 27b. En diminuant
la concentration jusqu'a 10 M, nous n’observons aucun changement significatif (<0.1 ppm
entre 102 M et 10° M) au niveau du déplacement chimique des protons NH hydrazidiques et
amidiques. Ces protons NH sont donc trés peu sensibles aux variations de concentration, ceci
signifie qu’ils sont impliqués dans un réseau de liaisons hydrogéne intramoléculaires.
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e Analyse par IR: influence de la concentration sur le cyclotétramére homochiral 30b
dans CHCl;

Nous avons poursuivi nos investigations par une analyse par IR dans les mémes conditions
que I’homologue cyclique hétérochiral 30a. Nous avons donc fait varier la concentration de
10 mM &5.10° M dans le CHCI; et observé I"allure des spectres IR obtenus (Figure 109).
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Figure 109: Spectres IR du cyclotétraméere homochiral 30b a différentes concentrations
(dec=5.10° M ac =102 M) dans CHCls.

Nous avons observé la présence d’une bande d’absorption unique dans le domaine
d’élongation (a) de la liaison NH (vn-ny = 3296 cm™) qui ne varie pas malgré la diminution de
la concentration et indique donc que les protons NH du macrocycle sont impliqués dans des
liaisons hydrogene intramoléculaires.
Nous pouvons remarquer que cette valeur est identique a celle que nous avions pu trouver
pour le cyclotétramére hétérochiral 30a (vgy.y = 3296 cm™).
De la méme maniére, nous retrouvons le méme comportement sur le spectre (b),
correspondant au domaine d’élongation de la liaison C=0O, quand nous diminuons la
concentration. Il est possible d’y observer deux bandes d’absorption correspondant aux C=0
hydrazidiques liés (V(c=o)hydrazidique homochira = 1703 cm™) et aux C=O amidiques liés
(V(c=0)amidique homochiral = 1653 cm™). Ces valeurs sont de plus quasi identiques & celles trouvées
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dans le cas de I’homologue hétérochiral 30a, V(c=ojhydrazidique hétérochiral = 1701 cm™ et v(c=o)
amidique hétérochiral = 1650 cm™, Ces résultats sont donc en accord avec la présence exclusive de
liaisons hydrogene intramoléculaires au sein du macrocycle homochiral 30b et excluent de ce
fait la formation de nanotubes dans le CHCls.

e Expérience NOESY: Analyse des couplages dipolaires du cyclotétramere 30b en
solution dans CDCl;

Afin de confirmer la présence d’une auto-structuration en hydrazinoturn et y-turn en solution
au sein du cyclotétramere 30b, comme cela a été observé par les études RMN 1D et IR, nous
avons analysé de la méme maniere les couplages dipolaires présents par des expériences
NOESY en RMN 2D au sein du cyclotétramére 30b (Figure 110).
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Figure 110: Carte 2D NOESY du cyclotétramere 30b dans CDCl3/ 10 mM.

Les études structurales réalisées sur le cyclotétramére homochiral 30b montrent non
seulement que la géométrie Z de la liaison carbazidique (O=C-NH-N-) était favorisée (NOE
importante entre le NH hydrazidique et le fragment méthine), mais aussi exactement les
mémes corrélations observées sur le cyclohexamére mixte homochiral 1:1-[a¢/a-aminoxy] qui
étaient caractéristiques des protons impliqués dans les repliements en N-O turn et y-turn. Ceci
correspond donc, dans le cas du cyclotétrameére 30b, a la présence de repliements sous forme
d’hydrazinoturn et de y-turn alternés comme cela a pu etre observé sur les analyses RMN et
IR en concentration.

L’analyse IR realisee sur le cyclotétramére homochiral 30b corrobore les résultats obtenus
lors de I’analyse RMN 'H et démontre la formation exclusive de liaisons hydrogéne
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intramoléculaires au sein de ce cyclotétramére dans le CHCI;. Ces analyses montrent de plus
un comportement quasi identique des cyclotétrameres homo- et hétérochiral 30a et 30b dans
le CHCI3. En IR, nous retrouvons des comportements identiques (une seule bande dans la
zone des NH et deux bandes dans la zone des C=0 permettant de les discriminer a la fois pour
I’homo- 30b et I’hétérochiral 30a). Nous observons également des valeurs de nombre d’onde
quasi-égales pour les vibrateurs NH, vy = 3296 cm™ & la fois pour 30a et 30b, et pour les
vibrateurs C=0, V(C=0)hydrazidique homochiral = 1703 cm™ et V(C=0)amidique homochiral = 1653 cm™ pour
30b contre V(C=0)hydrazidique hétérochiral = 1701 Cm-l et V(c=0) amidique hétérochiral = 1650 Cm'1p0Uf 30a.
En RMN 'H, les déplacements chimiques associés aux protons NH restent relativement
proches méme s’ils sont moins élevés dans le cas du cyclotétramére homochiral 30b ; dnu
hydrazidiques ~ 7.52 PPM €t ONH amidiques = 7.60 pour 30D, dnw hydrazidiques = 7.80 ppm et OnH amidiques
~ 8.30 ppm pour 30a. L’étude en concentration révele le méme comportement des protons
NH de ces deux séries qui sont peu sensibles aux variations de concentration et sont donc
impliqueés dans des liaisons hydrogéne intramoléculaires.

Ces affirmations démontrent donc la présence d’une conformation identique en solution selon
que I’on soit en série homo- ou hétérochirale baseée sur la formation d’un réseau de liaisons
hydrogene exclusivement intramoléculaires et nous confirment que la chiralité des carbones
asymétriques des chaines latérales n’a pas de rble a jouer dans la conformation de nos
cyclotétraméres homo- et hétérochiraux 30a et 30b en solution.

Néanmoins, le fait de ne pas observer de gel pour le cyclotétramére homochiral 30b montre
que les légeéres variations structurales occasionnéees par le changement de chiralité du
carbone asymétrique empéchent I’approche des molécules entre elles. La chiralité joue donc
un réle important dans la formation de nanotubes a partir des cyclotétrameéres 30a et 30b.

IV.6.3. Analyses structurales du cyclohexamere hétérochiral 1:1-[a/a-N*-Bn-
hydrazino] 31a

Comme le démontre I’analyse par diffraction des rayons X du cyclotétramére hétérochiral
30a, les cavités internes de ces derniers ne permettent pas d’envisager son utilisation pour le
transport de particules dans le nanotube. Il était intéressant de savoir si le cyclohexameére
hétérochiral 31a pouvait également adopter cette structuration et permettre ainsi d’obtenir des
cavités plus grandes. Nous n’avons malheureusement pas pu obtenir des cristaux analysables
par diffraction des rayons X.

Nous avons cependant observé que les cyclohexaméres 31a étaient capables de gélifier le
cyclohexane ce qui nous renseigne sur une certaine propension de ces macrocycles a se
structurer en réseaux.

Nous avons, suite a cela, décidé d’étudier la conformation du cyclohexamere hétérochiral en
solution afin de la comparer d’une part au cyclotétramere 30a mais aussi afin de vérifier si la
taille du cycle pouvait elle aussi influer sur le maintien de la forme nanotube en solution.
Cependant, en raison du co(t du cyclohexane deutéré, il n’a pas été possible de poursuivre nos
investigations en IR et RMN *H en fonction de la température sur le gélateur cyclohexamére
31a. Nous nous sommes concentrés sur des études conformationnelles en concentration en
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RMN *H et IR dans le CDClI; par souci de cohérence avec les expériences déja menées sur les
oligomeéres 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino] linéaires et cycliques.

a. Analyse par RMN *H en solution: influence de la concentration sur le cyclohexamére
31a dans CDCl;
Nous avons tout d’abord étudié le cyclohexamére 31a dans le CDCls.
En RMN *H, & une concentration de 10 mM, nous observons un seul signal respectivement
pour les trois protons NH hydrazidiques (ony =~ 8.40 ppm) et pour les trois protons NH
amidiques (onn = 9.38 ppm) qui caractérisent le cyclohexamére 31a révelant une grande
symétrie dans la molécule (symétrie C3) (Figure 111).
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Figure 111: Spectre RMN *H du cyclohexamére 31a (CDCl; / 10 M).

Nous remarquons également un fort déblindage des protons NH, en particulier les amidiques
contrairement a ce que nous avions pu observer sur les cyclotétraméres homo- et
hétérochiraux 30a et 30b.

Nous avons ensuite étudié I’influence de la concentration sur notre macrocycle 31a en RMN
'H dans le CDClIs, en faisant varier celle-ci de 10° M & 10 M afin de vérifier la présence,
mais aussi de déterminer le type de liaisons hydrogene au sein du macrocycle (Figure 112).
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Figure 112: Spectres RMN *H du cyclohexamére 31a & différentes concentrations (de ¢ =
10° M a c = 10 M) dans CDCls.

En augmentant la concentration jusqu'a 102 M, nous n’observons aucun changement au
niveau du déplacement chimique des protons NH hydrazidiques et amidiques. Ces protons
NH sont trés peu sensibles aux variations de concentration. 1l n’a cependant pas été possible
de comparer les valeurs des protons NH du cyclohexamére 31a avec celles du précurseur
amide linéaire pour en conclure vis-a-vis de I’implication dans des liaisons hydrogéene
intramoléculaires. Cependant le fort déblindage observé pour les protons NH et en particulier
les protons NH amidiques (onn = 9.38 ppm) ne laisse aucun doute quant a la présence de
liaisons hydrogéne intramoléculaires. En effet, I’équipe de Le Grel avait observe des
déplacements chimiques pour les NH (azaPhe) a 10.26 ppm sur le cyclohexamére a-N*-Bn-
aza-$°. Ceci laissant & penser que dans le cas du cyclohexamére 31a, les liaisons hydrogéne
intramoléculaires, en particulier celles responsables de I’hydrazinoturn, seraient donc
beaucoup plus robustes et ce qui donnerait a priori une structuration de la force de celle
observée pour les aza-A°.

Il semblerait donc que comme pour les cyclotétrameres hétéro- et homochiraux 30a et 30b, il
n’y ait absolument pas de nanotubes en solution dans ce solvant.

b. Analyse par IR: influence de la concentration sur le cyclohexamere hétérochiral 31a
dans CHCls

Nous avons travaillé dans les mémes conditions que les cyclotétraméres 30a et 30b. Nous
avons donc fait varier la concentration de 102 M & 10* M dans le CHCI; (il n’était pas
possible d’aller plus bas en raison de la disparition du signal en IR) et observé I’allure des
spectres IR obtenus (Figure 113).
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Figure 113: Spectres IR du cyclohexamére 31a & différentes concentrations (de ¢ = 10
M & ¢ = 102 M) dans CHCl.

Nous avons observé la présence de deux bandes d’absorption & 3341 et 3228 cm™ dans le
domaine d’élongation de la liaison NH, qui ne varient pas malgré les éevolutions de la
concentration et indiquent donc que les vibrateurs NH du macrocycle 31a sont a priori
impliqués dans des liaisons hydrogéne intramoléculaires. Nous n’avions jusqu’alors jamais
observé la présence de deux bandes de vibration dans le domaine d’élongation des NH sur les
cyclotétrameéres homo- et hétérochiraux 30a et 30b, sauf dans le cas de I’étude en température
du gélateur cyclotétramere hétérochiral 30a dans le toluéne-ds.

Nous les avions alors attribuées a des liaisons hydrogene inter- et intramoléculaires.
Cependant, nous trouvons dans le cas présent, des vibrateurs NH avec des valeurs de nombre
d’onde relativement ¢éloignées (vn-ny = 3341 et 3228 cm™) de celles du gélateur 30a qui était
structuré par des liaisons hydrogéne inter- et intramoléculaires dans le toluene-ds (vin-r) =
3293 et 3263 cm™).

De la méme maniére, les valeurs trouvées ici sont relativement éloignées de celles des
cyclotétraméres hétéro- et homochiraux 30a et 30b dans le CHCI3 (vy.ry = 3341 et 3228 cm™
pour le cyclohexamere 31a contre vn.vy = 3296 cm™ pour les cyclotétraméres 30a et 30b).
Ceci pourrait nous faire penser a une association sous forme de nanotubes. Cependant, ces
deux bandes subsistent méme a tres faible concentration (donc ne peuvent donc pas étre
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attribuées a des liaisons intermoléculaires) et sont donc plus en accord avec la formation de
liaisons hydrogene intramoléculaires au sein du macrocycle plutoét qu’a la persistance d’une
forme nanotube a faible concentration. Il semblerait qu’il soit possible de discriminer les deux
vibrateurs NH hydrazidique et amidique présents dans le cyclohexamére 31a. La structuration
au sein du cyclohexamére 3la semble donc étre la méme que celle au sein des
cyclotétraméres hétéro- et homochiraux 30a et 30b en solution, c'est-a-dire reposant sur la
formation de liaisons hydrogéne exclusivement intramoléculaires.

Il semblerait cependant que, dans le cas de 31a, I’on puisse soit discriminer les deux types de
vibrateurs NH, soit que I’on ait alors deux conformations présentes en solution. Ceci pourrait
expliquer que I’on ne visualise pas ce phénoméne en RMN *H étant donné que le temps
d’expérience tres court de I’IR peut permettre de visualiser des phénomenes conformationnels
intermittents qui sont impossibles a visualiser a I’échelle de temps de la RMN.

c. Experience NOESY: Analyse des couplages dipolaires du cyclohexamere 3la en
solution dans CDCl3

Les études structurales réalisées sur le cyclohexamere hétérochiral 1:1-[a/a-N"-Bn-
hydrazino], montrent une NOE importante entre le NH hydrazidique et le fragment méthine
indiquant que la géomeétrie Z de la liaison carbazidique (O=C-NH-N-) et corroborent la
présence d’un repliement favorisé (comme pour le cyclotétamere hétérochiral 30a)

Ce proton NH présente également des couplages dipolaires avec le proton du méthyle de
I’unité a-hydrazino, ceci indiquant qu’il est orienté vers ce groupement dans la conformation
majoritaire. Ces informations, identiques a celles obtenues sur le cyclotétramere hétérochiral
30a ont permis de confirmer la présence de repliements en hydrazinoturn et y-turn dans le
macrocycle 31a (Figure 114).
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Figure 114: Carte 2D NOESY du cyclohexameére 31a dans CDCl3;/ 10 mM.
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d. Conclusion

L’analyse IR dans le CHCI; nous a donc revéle la formation de liaisons hydrogene
exclusivement intramoléculaires au sein du cyclohexamére 31a et se révele étre en accord
avec les résultats obtenus lors de I’analyse RMN *H 1D et 2D. Ceci exclut la formation de
nanotube en solution.

Cette étude nous démontre également qu’il pourrait y avoir coexistence de deux
conformations différentes en solution (car deux bandes pour les vibrateurs NH). Ceci pourrait
étre lié a la taille du cycle car, jouissant d’une plus grande flexibilité, ce macrocycle disposera
donc d’un degré de liberté supérieur afin d’adopter d’autres types de conformation.

Le comportement du cyclohexameére 3la nous indique par ailleurs que comme le
cyclotétrameére hétérochiral 30a, il existe une dépendance a I’environnement puisqu’il est
possible de former des gels dans le cyclohexane. Ceci confirme la possibilité d’une auto-
structuration et indirectement I’existence de nanotubes au sein de ces structures.
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CONCLUSION GENERALE
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Le travail de thése présenté dans ce manuscrit est consacré a la synthése et a I’étude
structurale des 1:1-[a/a-N*-Bn-hydrazino]meres linéaires et cycliques.

Dans un premier temps, nous avons mis au point une méthode efficace de synthése générale
en solution des composés a-N“-alkyl/benzyl-hydrazinoesters reposant sur une réaction de type
Sn2. Cette étape clé, qui fait intervenir la condensation d’un N’-alkyl/benzyl tert-butyl
carbazate sur un a-hydroxyester, est applicable a I’échelle du multigramme, sans perte
d’efficacité, mais au contraire avec des rendements identiques, voire améliorés par rapport au
procedé d’Hoffman originel.

Nous avons ensuite procédé a la synthése du dimére 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino]ester par
couplage peptidique classique entre un acide a-aminé naturel, la leucine, et I’ester méthylique
de I’a-N“-Bn-hydrazinoalanine. L’oligomérisation de ce dimére nous a permis d’obtenir, dans
un deuxieme temps, les oligoméres 1:1-[a/a-N*-Bn-hydrazino]esters et amides
correspondants.

Bien que les rendements restent moyens, nous avons pu obtenir les cyclo 1:1-[a/a-N*-Bn-
hydrazino]meres a partir des oligomeres linéaires correspondants.

Les études conformationnelles sur les oligomeres linéaires 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino]esters et
amides, ainsi que sur les oligoméres cycliques 1:1-[a/a-N*-Bn-hydrazino] ont été abordées.
L’étude des dimeres, tétrameres et hexamere 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazinoJamides nous a montré
I’influence de la présence de I’azote supplémentaire dans la chaine carbonée. Celui-ci permet
I’établissement de liaisons hydrogéne intramoléculaires sous forme d’hydrazinoturn, comme
cela a pu étre observé pour des composés analogues tels que les aza-*-peptides par exemple.
La présence alternée d’acides a-aminés naturels et d’a-hydrazinoacides induit une auto-
structuration des oligomeres en y-turn et hydrazinoturn alternés. Cette auto-structuration est
comparable en série homo- et hétérochirale et démontre la faible influence de la nature du
carbone asymétrique sur le repliement des oligomeéres.

Les études conformationnelles des cyclo 1:1-[a/a-N"-Bn-hydrazinolméres ont mis en
évidence I’établissement de nanotubes a I’état solide pour le cyclotétrameére hétérochiral.
Cette conformation a ensuite été confirmée dans certains solvants organiques par des études
RMN et IR ainsi que par son pouvoir gélateur de certains solvants. Bien que n’ayant pas de
preuve de sa structure a I’état solide, le gel formé par le cyclohexameére hétérochiral dans le
cyclohexane nous conforte dans I’idée d’une auto-structuration comparable.

Cependant, les analyses RMN *H et IR en solution «liquide » des cyclotétraméres et
cyclohexameres hétérochiraux a faible concentration nous ont montré que la conformation
sous forme de nanotubes n’était pas maintenue en solution. Notre étude sur le cyclotétramere
homochiral a montré quant a elle que bien qu’adoptant la méme conformation en solution
liquide a faible concentration que les deux précédents, il ne formait pas de gel. Le gel étant
révélateur d’une auto-structuration, ceci nous conduit a nous interroger sur la versatilité du
squelette macrocyclique 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino] (syndiotactique contre isotactique) pour
I’établissement de nanotubes.
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Il serait alors intéressant de poursuivre les études conformationnelles des cyclo 1:1-[a/a-N*-
Bn-hydrazinolmeéres a I’état solide afin de confirmer la formation de nanotube ou non par
I’assemblage d’hexameéres hétérochiraux et de tétrameres homochiraux ainsi que des
oligomeres de plus grande taille, tels que I’octamére ou le décameére.

La mise au point des composés a-N’-alkyl/benzyl-hydrazinoesters offre d’ailleurs de
nombreuses possibilités de combinaison afin de concevoir des macrocycles (voire des
nanotubes) a facon. En effet, il existe une grande diversité potentielle de chaines latérales que
I’on peut introduire en utilisant des acides a-aminés protéinogéniques ou non.

On peut donc imaginer moduler les chaines latérales des unités a-N%-alkyl/benzyl-
hydrazinoacide ou acide a-aminé pour en modifier les propriétés et les effets. Il serait
intéressant d’utiliser des acides a-aminés amphipathiques comme le tryptophane qui s’avere
étre impliqué dans les peptides et les protéines membranaires naturels par I’interaction des
chaines latérales des groupes NH avec I’interface des membranes. Ainsi, on peut imaginer les
utiliser pour construire des canaux transmembranaires a partir des macrocycles de grande
taille tandis que les plus petits pourraient étre utiles comme antibactériens.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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GENERAL METHODS

Unless otherwise stated, all chemicals were purchased as the highest purity commercially
available and were used without further purification.

Dry CH,CI, was obtained by distillation over diphosphorus pentoxyde P,0s, MeOH were
purchased in anhydrous form and others reagent grade solvents were used as received..

Dichloromethane was distilled from phosphorous pentoxide under argon atmosphere

Reactions were monitored by thin-layer chromatography (TLC) using aluminium-backed
silica gel plates (Macherey-Nagel ALUGRAM® SIL G/UV,s,). TLC spots were viewed under
ultraviolet light or/and by heating the plate after treatment with a staining solution of

phosphomolybdic acid or ninhydrin

Columns chromatographies were carried out on Geduran 60 H Silica Gel silica gel (0.04-

0.063um). All yields were calculated from pure isolated products.

'H and **C NMR spectra were recorded on a Bruker Advance 300 spectrometer in deuterated
chloroform (CDCls), deuterated dimethylsulfoxide (DMSO-dg) or deuterated toluene (toluene-
dg). Chemical shift (8) are reported in parts per million (ppm) and are referenced to the
residual signals for deuterated DMSO or to the signal of tetramethylsilane (TMS) as internal
standard.

Multiplicities are reported as follow: s = singlet, d = doublet, q = quartet, sept = septuplet, m

= multiplet, br = broad, Ar. = aromatic and coupling constants (J) are given in Hertz (Hz).
Infrared spectra (IR) were recorded on a Brucker Tensor 27 over 256 scans.

Electron spray ionization mass spectra (ESI-MS) were recorded on a Brucker MicroTof-Q HR
spectrometer in the “Service commun de Spectrométrie de Masse”, Faculté des Sciences et

Techniques, Vandoeuvre-lés-Nancy, France. HRMS spectra were obtained in ESI method.

All melting points (mp) are measured on Kofler hot-stage apparatus and on a Melting Point

device M-560 and were uncorrected.
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Optical rotations were determined on an Anton Paar MCP 300 polarimeter in 5 cm cells and
[a]p is given in units of deg.dm™.cm™.g™ concentrations are quoted in g/100 mL.
Tert-butyl hydrazinecarboxylate derivatives 4a-d and (S)-a-hydroxyesters 1la-d were

prepared according to litterature.
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EXPERIMENTAL PART

a-N“-hydrazinoesters monomers 12
(Boc-a-h-D-aa-OMe)

A solution of (S)-a-hydroxyester 11 (1.0 equiv., 30 mmol) and 2,6-lutidine (2.3 equiv. 69
mmol) in CH,Cl, (40 mL) at 0°C, under an atmosphere of nitrogen, was treated with triflic
anhydride (1.1 equiv., 33 mmol). After 15 min, a solution of BocNHNHR’ 4 (1.0 equiv., 30
mmol) in CH,CI, (30 mL) was added dropwise for 30 min and the mixture was stirred for 4-6
h at 0°C until completion (monitored by TLC). After evaporation of the solvent, Et,O (50
mL)was added and 2,6-lutidinium triflate was precipitated by storing the reaction mixture
overnight in the refrigerator. The 2,6-lutidinium triflate was filtered and the filtrate was
diluted in Et,O (100 mL) and washed with water (20 mL), dried over MgSOQ,, filtered, and
evaporated in vacuo. The resulting crude material 12 was purified and characterized as

reported below.

Boc-a-h(Me)D-Ala-OMe 12a

ClOH20N204
>L )OL | O M = 232.14 g.mol™*
1 0,
o N”N\‘)LOMe Yel!qw 0_|I, 87%
H Purification: eluent p-ether/EtOAc= 50:50
[a]o® =-9.1 (c = 1,00, MeOH)

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 1.37 (d, 3H, J = 7.2 Hz, BCH3 Ala), 1.45 (s, 9H, Boc), 2.67 (s,
3H, N“-Me), 3.57-3.64 (q, 1H, J = 7.2 Hz, aCH Ala), 3.72 (s, 3H, O-CHs) 6.52 (br s, 1H,
NH);

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 16.6 (BCHs Ala), 28.8 (3 CHs, Boc), 44.0 (N*-Me), 52.0 (O-
CHs), 63.1 (aCH Ala), 80.2 (C, Boc), 155.9 (C=0, Boc), 174.6 (C=0, ester).

IR (ATR) wna/cm™ : 3362, 3005, 2982, 2955, 2890, 2843, 2799, 1746, 1728, 1689, 1658,
1641, 1630, 1564, 1553, 1513, 1483, 1462, 1450, 1414, 1393, 1368, 1242, 1210, 1163, 1130,

1111; HRMS (ESI) calculated for [M+Na]* m/z 255.1321, found 255.1315.
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Boc-a-h(Me)D-Phe-OMe 12b

O | O C16H24N204
>LO)J\N,N o M = 308,17 g.mol*
H € Yellow oil, 84%

Purification : eluent p-ether/EtOAc= 70:30
[a]o® = -37.0 (c = 1,00, MeOH)

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 1.47 (s, 9H, Boc), 2.64 (s, 3H, N*-Me), 2.96 (dd, 1H, J = 13.6
Hz and 8.3 Hz, pCH Phe), 3.14 (dd, 1H, J = 13.6 Hz and 6.5 Hz BCH Phe), 3.59 (s, 3H, O-
CHs), 3.67 (dd, 1H, J = 8.3 Hz and 6.5 Hz, aCH Phe), 6.55 (br s, 1H, NH), 7.1-7.35 (m, 5H,
Ar.).

3C NMR (75 MHz, CDCls) 6 29.0 (3 CHs, Boc), 37.3 (BCH, Phe); 45.0 (N*-Me), 52.0 (O-
CHs), 70.1 (aCH Phe), 80.6 (C, Boc), 127.2 (CH, Ar.), 129.0 (2 CH, Ar.), 129.8 (2 CH, Ar.),
138.2 (C, Ar.); 156.1 (C=0, Boc), 173.9 (C=0, ester).

IR (ATR) vma/em™: 3357, 3089, 3064, 3028, 3006, 2982, 2957, 2939, 2893, 1737, 1727,

1710, 1659, 1642, 1630, 1603, 1583, 1498, 1482, 1456, 1446, 1415, 1393, 1367, 1241, 1211,
1165 ; HRMS (ESI) calculated for [M+Na]* m/z 331.1634, found 331.1628.
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Boc-a-h(Bn)D-Ala-OMe 12¢

C16H24N204
M = 308,17 g.mol™*
o Yellow oil, 83%

O
>L )J\ N Purification : eluent p-ether/EtOAc = 80:20
@) H/ OMe

[0]o® =-9.2 (c = 1,00, MeOH)

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 1.28 (s, 9H, Boc), 1.31 (d, 3H, J = 7.2 Hz, BCH3 Ala), 3.56 (q,
1H, J=7.2 Hz, aCH Ala), 3.66 (s, 3H, O-CHj3) 3.82-4.01 (m, 2H, CH,, N“-Bn), 6.48 (br s,
1H, NH), 7.13-7.36 (m, 5H, Ar.).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) § 16.9 (BCH;3 Ala), 28.9 (3 CHs, Boc), 52.2 (O-CHs), 60.8 (aCH
Ala), 61.3 (CH,, N“-Bn), 80.3 (C, Boc), 128.1 (CH, Ar.), 128.9 (2 CH, Ar.), 130.0 (2 CH,
Ar.), 137.6 (C, Ar.), 156.1 (C=0, Boc), 175.2 (C=0, ester).

IR (ATR) wmad/cm™: 3370, 3091, 3064, 3032, 2984, 2955, 2907, 2846, 1737, 1728, 1709,
1659, 1641, 1630, 1564, 1494, 1486, 1462, 1456, 1435, 1424, 1393, 1367, 1237, 1213, 1159 ;
HRMS (ESI) calculated for C1H24N>04 [M+Na]® m/z 331.1634, found 331.1628.
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Boc-a-h(Bn)D-Phe-OMe 12d

C22H28N204
o o M = 384,? g.mol™*
>L I Yellow oil, 82%
O OMe Purification : eluent p-ether/EtOAc = 80:20
[a]o® = -5.2 (¢ = 1,00, MeOH)

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 1.36 (s, 9H, Boc), 2.93-3.05 (dd, 1H, J = 13.9 Hz and 6.8 Hz,
BCH, Phe), 3.07-3.17 (dd, 1H, J = 13.9 Hz and 7.6 Hz, BCH, Phe), 3.64 (s, 3H, O-CHs) 3.62-
3.83 (m, 1H, aCH Phe), 3.86-4.03 (m, 2H, CH,, N*-Bn), 6.60 (br s, 1H, NH), 7.20-7.36 (m,
10H, Ar.).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 29.0 (3 CHs, Boc), 37.1 (BCH; Phe), 52.1 (O-CH3), 61.0 (CH,,
N“-Bn), 67.3 (aCH Phe), 80.5 (C, Boc), 127.1 (CH, Ar.), 128.0 (CH, Ar.), 128.1 (CH, Ar.),
128.2 (CH, Ar.), 128.8 (CH, Ar.), 129.3 (CH, Ar.), 129.4 (CH, Ar.), 129.5 (CH, Ar.), 129.9
(CH, Ar.), 130.1 (CH, Ar.), 137.2 (C, Ar.), 1385 (C, Ar.), 155.8 (C=0, Boc), 174.0 (C=0,

ester)

IR (ATR) vmadcm™: 3362, 3091, 3065, 3031, 2980, 2958, 2907, 2842, 1741, 1726, 1707,
1661, 1626, 1605, 1587, 1496, 1482, 1454, 1389, 1367, 1241, 1217, 1157 ; HRMS (ESI)
calculated for CoH2sN,04 [M+Na]" m/z 407.1947, found 407.1941.
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Boc-a-h(Me)D-Leu-OMe 12¢

0] | 0] C131_|26N204 1
>L P M = 274,19 g.mol
o H OMe Yellow oil, 80%
Purification : eluent p-ether/EtOAc = 85:15
[a]p? = -20.2 ( c= 1,00, MeOH)

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 0.91 (d, 6H, J = 6.6 Hz, 8CH5 Leu), 1.45 (s, 9H, Boc), 1.36-
1.53 (m, 1H, BCH, Leu ), 1.59-1.73 (m, 1H, BCH, Leu), 1.85-1.99 (m, 1H, yCH Leu), 2.63 (s,
3H, N*Me ), 3.45 (dd, 1H, J = 9.0 Hz and 6.0 Hz, aCH Leu), 3.72 (s, 3H, O-CH3) 6.53 (br s,
1H, NH);

3C NMR (75 MHz, CDCl3) d 22.5 (yCH Leu), 23.6 (53CHs Leu), 25.0 (5CHs Leu), 29.0 (3
CHs, Boc), 39.9 (BCH. Leu), 44.7 (N“IMe), 52.0 (O-CHs), 66.2 (aCH Leu), 80.3 (C, Boc),
156.4 (C=0, Boc), 175.1 (C=0, ester)

IR (ATR) vmad/cm™: 3368, 2979, 2956, 2937, 2907, 2871, 2843, 2803, 1744, 1728, 1710,
1690, 1677, 1659, 1641, 1564, 1513, 1483, 1467, 1453, 1444, 1413, 1390, 1367, 1261, 1235,
1200, 1160, 1125 ; HRMS (ESI) calculated for Ci3Hy6N.O4 [M+Na]™ m/z 297.179, found
297.177.
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Boc-a-h(i-Bu)D-Ala-OMe 12f

C13H26N204
P* M = 274,19 g.mol™
>[\ )OJ\ N Q Yellow oil, 80%
o~ "N \‘)J\oMe Purification: eluent p-ether/EtOAc= 70:30
H [a]o® = -20.9 (c = 1.00, MeOH)

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 0.9 (d, 3H, J = 6.5 Hz, CH3, N*-iBu), 0.97 (d, 3H, J = 6.5 Hz,
CHs, N%iBu), 1.37 (d, 3H, J = 7.2 Hz, pCH3 Ala), 1.44 (s, 9H, Boc), 1.62-1.81 (m, 1H, CH,
N“iBu), 2.20-2.45 (m, 1H, CHy, N“-iBu), 2.55-2.77 (m, 1H, CH,, N*-iBu), 3.48-3.65 (m, 1H,
aCH Ala), 3.71 (s, 3H, O-CHj), 6.33 (br s, 1H, NH).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6§ 16.7 (BCHs Ala), 21.7 (2 CHs, N*iBu), 27.2 (CH, N*iBu),
28.9 (3 CH3, Boc), 52.0 (O-CHa), 63.4 (aCH Ala); 65.3 (CH,, N-iBu), 80.0 (C, Boc), 156.3
(C=0, Boc), 175.2 (C=0, ester).

IR (ATR) vina/cm™ : 3362, 2982, 2857, 2908, 2873, 2843, 1740, 1734, 1710, 1690, 1678,

1659, 1562, 1510, 1483, 1469, 1462, 1452, 1412, 1389, 1380, 1368, 1238, 1200, 1160, 1124 ;
HRMS (ESI) calculated for C13H26N>04 [M+Na]™ m/z 297.1791, found 297.1785.
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Boc-a-h(Bn)D-Leu-OMe 129

C19H3oN204
o o M = 350,22 g.mol*
>L O Yellow oil, 78%
o~ N’ OMe Purification : eluent p-ether/EtOac = 70:30
" [0]o% = -29.0 (c = 1,00, MeOH)

'H NMR (300 MHz, CDCls) § 0.72-0.74 (m, 3H, 8CHs Leu), 0.86.0.90 (m, 3H, 8CHs Leu),
1.38 (s, 9H, Boc), 1.49-1.82 (m, 2H, BCH; Leu), 2.04-2.13 (m, 1H, yCH Leu), 3.44-3.48 (m,
1H, aCH Leu), 3.73 (s, 3H,0-CH3), 3.88-4.05 (m, 2H, CH,, N“-Bn), 6.74 (br s, 1H, NH),
7.23-7.40 (m, 5H, Ar.);

3C NMR (75 MHz, CDCls) 6 22.7 (yCH Leu), 24.2 (5CH; Leu), 24.8 (5CH; Leu), 28.8 (3
CHjs, Boc), 39.8 (BCH; Leu), 52.0 (O-CHj3), 61.8 (CH,, N“-Bn), 62.8 (a«CH Leu), 80.1 (C,
Boc), 128.1 (CH, Ar.), 128.8 (2 CH, Ar.), 130.1 (2 CH, Ar.), 137.6 (C, Ar.), 155.1 (C=0,
Boc), 175.3 (C=0, ester).

The physical data (NMR and [a]o*) are in agreement with the values reported in the reference

[4]. Measured : [0]o® = —24.6 (c=0.99, CHCIs), Literature : [a]o™ = +25.4 (c=0.99, CHClIs,
(S)-isomer).
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Boc-a-h(i-Bu)D-Phe-OMe 12h

N Yellow oil, 78%
H Purification : eluent p-ether/EtOAc = 80:20
[a]o® = -25.6 (c = 1,00, MeOH)

C19H30N204
>L o) o) M = 350,22 g.mol™*
A

'H NMR (300 MHz, CDCls) § 0.84 (d, 3H, J = 6.6 Hz, CHs, N*iBu), 0.96 (d, 3H, J = 6.6 Hz,
CHs, N%iBu), 1.44 (s, 9H, Boc), 1.62-1.80 (m, 1H, CH, N*iBu), 2.29-2.42 (m, 1H, CH,, N*
iBu), 2.53-2.64 (m, 1H, CH,, N*iBu), 2.90-3.02 (m, 1H, BCH, Phe), 3.07-3.19 (m, 1H, BCH,
Phe), 3.61 (s, 3H, O-CHs), 3.65-3.81 (m, 1H, aCH Phe), 6.42 (br s, 1H, NH), 7.15-7.32 (m,
5H, Ar.).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 21.2 (2 CHs, N“iBu), 27.1 (CH, N*iBu), 29.2 (3 CHs, Boc),
37.1 (BCH; Phe), 52.3 (O-CHj3), 66.3 (CH,, N*-iBu), 70.2 («CH Phe), 80.2 (C, Boc ), 127.7
(CH, Ar.), 128.8 (2 CH, Ar.), 130.4 (2 CH, Ar.), 138.7 (C, Ar.), 155.6 (C=0, Boc), 174.0
(C=0, ester)

IR (ATR) vmad/cm™: 3362, 3064, 3030, 3006, 2980, 2955, 2909, 2870, 2844, 1743, 1728,

1705, 1678, 1658, 1498, 1484, 1470, 1456, 1440, 1391, 1383, 1367, 1237, 1201, 1167 ;
HRMS (ESI) calculated for [M+Na]™ m/z 373.2104, found 373.2098.
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Boc-a-h(i-Pr)D-Ala-OMe 12i

C12H24N204

>L )OL o M = 260,17 g.mol™
i 0,
5 N,N\HJ\OME Yellow oil, 62%
H Purification: eluent p-ether/EtOAc = 70:30
[a]o® = -28.2 (c = 1,00, MeOH)

'H NMR (300 MHz, CDCls) § 1.08 (d, 6H, J = 6.2 Hz, CHs, N*iPr), 1.37 (d, 3H, J = 7.1 Hz,
BCH; Ala), 1.44 (s, 9H, Boc), 3.03 (sept, 1H, J = 6.2 Hz, CH, N*-iPr), 3.70 (s, 3H, O-CHj3),
3.82 (g, 1H, J =7.1 Hz, aCH Ala), 6.47 (br s, 1H, NH);

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 17.1 (BCH3 Ala), 20.9 (CHs3, N*iPr), 21.1 (CHs, N*iPr), 28.9
(3 CH3, Boc), 52.1 (O-CHj3), 56.0 (CH, N*-iPr), 58.7 (aCH Ala), 79.9 (C, Boc), 157.0 (C=0,
Boc), 175.9 (C=0, ester).

IR (ATR) vmadom™: 3371, 2982, 2944, 2908, 2881, 2843, 1745, 1728, 1711, 1692, 1683,

1498, 1490, 1486, 1471, 1460, 1452, 1391, 1383, 1366, 1332, 1275, 1246, 1198, 1161, 1128 ;
HRMS (ESI) calculated for [M+Na]™ m/z 283.1634, found 283.1628.
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Boc-a-h(i-Bu)D-Leu-OMe 12j

C16H32N204
— -1
0 o M = 316,_24 g.mol
>L )J\ N Yellow oil, 62%
O H OMe Purification : eluent p-ether/EtOAc = 90:10
[a]o? = -19.7 (c = 1,00, MeOH)

'H NMR (300 MHz, CDCls) § 0.83-1.05 (m, 12H, , 4 CHs, N%iBu and 5CHj Leu), 1.44 (s,
9H, Boc), 1.68-1.82 (m, 3H, BCH, Leu and CH, N*iBu ), 2.05-2.17 (m, 1H, yCH Leu), 2.20-
2.37 (M, 1H, CH,, N%iBu), 2.64-2.72 (m, 1H, CH,, N“iBu ), 3.35-3.55 (m, 1H, aCH Leu),
3.70 (s, 3H, O-CHs), 6.43 (br s, 1H, NH).

B3C NMR (75 MHz, CDCls) 6 20.8 (2 CH3, N*iBu), 23.2 (yCH Leu), 25.2 (2 SCHs Leu), 27.1
(CH, N*-iBu), 28.5 (3 CHj3, Boc), 39.9 (BCH; Leu), 51.8 (O-CHs3); 66.2 (aCH Leu), 68.0
(CH,, N*-iBu), 80.5 (C, Boc), 155.8 (C=0, Boc), 175.2 (C=0, ester).

IR (ATR) vmad/om™: 3368, 2959, 2935, 2907, 2872, 2852, 1745, 1729, 1711, 1678, 1658,

1642, 1564, 1512, 1494, 1483, 1470, 1451, 1440, 1396, 1366, 1273, 1241, 1195, 1174, 1158,
1130 ; HRMS (ESI) calculated for C16H3N>04 [M+Na]* m/z 339.2260, found 339.2254.
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Boc-a-h(i-Pr)D-Phe-OMe 12k

@] Y (0] Ci1gH2N>04
S L

N M = 336,2 g.mol™

Yellow oil, 60%

Purification : eluent p-ether/EtOAc = 80:20
[a]o® = - 40.9 (c = 1,00, MeOH)

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 1.05-1.09 (m, 6H, CH3, N*iPr), 1.47 (s, 9H, Boc), 2.90-.3.01
(m, 2H, BCH; Phe), 3.08-3.20 (m, 1H, CH, N*iPr), 3.54 (s, 3H, O-CHa), 3.75-3.86 (m, 1H,
aCH Phe), 6.62 (br s, 1H, NH), 7.13-7.36 (m, 5H, Ar.);

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 21.1 (2 CH3, N%-iPr), 28.6 (3 CH3, Boc), 38.0 (BCH, Phe), 52.3
(O-CHa), 56.7 (CH, N“-iPr), 66.2 (aCH Phe), 80.1 (C, Boc), 127.2 (CH, Ar.), 129.0 (2 CH,
Ar.), 130.0 (2 CH, Ar.), 138.4 (C, Ar.); 156.8 (C=0, Boc), 175.0 (C=0, ester).

IR (ATR) vmad/cm™: 3366, 3089, 3064, 3030, 2980, 2955, 2937, 1743, 1728, 1710, 1680,

1644, 1603, 1496, 1486, 1453, 1393, 1385, 1369, 1274, 1243, 1201, 1163 ; HRMS (ESI)
calculated for C1gH2sN,04 [M+Na]" m/z 359.1947, found 359.1941.
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Boc-a-h(i-Pr)D-Leu-OMe 121

C15H30N204

>L j\ \N( Q M = 302,22 g.mol™
o~ "N OMe Yellow oil, 58%
H Purification : eluent p-ether/EtOAc = 90:10
[a]o® = -21.7 (c = 1,00, MeOH)

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 0.89 (d, 6H, J = 6.5 Hz, 8CH3 Leu), 1.05-1.09 (m, 6H, CHj,
N“iPr), 1.44 (s, 9H, Boc), 1.63-1.77 (m, 2H, BCH; Leu) 1.91-2.03 (m, 1H, yCH Leu), 2.98
(sept, 1H, J = 6.2 Hz, CH, N*iPr), 3.69 (s, 3H, O-CHj3), 3.72-3.82 (m, 1H, aCH Leu), 6.61
(brs, 1H, NH).

3C NMR (75 MHz, CDCls) § 20.5 (CHs, N*-iPr), 21.1 (CHs, N%iPr), 22.2 (yCH Leu), 23.3
(8CHj3 Leu), 24.6 (5CH3 Leu), 28.7 (3 CH3, Boc), 40.1 (BCH; Leu), 51.7 (O-CHj3), 56.1 (CH,
N“-iPr), 61.3 (aCH Leu), 79.4 (C, Boc), 156.4 (C=0, Boc), 175.9 (C=0, ester).

IR (ATR) wvmadcm™: 3374, 2978, 2961, 2937, 2911, 2872, 1745, 1728, 1705, 1689, 1484,

1472, 1456, 1438, 1391, 1366, 1268, 1252, 1233, 1195, 1163, 1130 ; HRMS (ESI) calculated
for C15HzoN204 [M+H]" m/z 303.2284, found 303.2278.
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Boc-a-h(i-Bu)D-Val-OMe 12m

CisH3oN20,
P* M = 302,22 g.mol™*
>L j\ | Q Yellow oil, 22%
o~ N OMe Purification : eluent p-ether/EtOAc = 85:15
H f [a]o® = -0.6 (c = 1,00, MeOH)

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 0.87 (d, 3H, J = 6.9 Hz, yCH5 Val), 0.92 (d, 6H, J = 6.7 Hz,
CHs, N%iBu), 1.02 (d, 3H, J = 6.9 Hz, yCHs Val), 1.46 (s, 9H, Boc), 1.65-1.80 (m, 1H, CH,
N“-iBu), 2.01-2.13 (m, 1H, BCH Val), 2.65 (d, 2H, J = 6.8 Hz, CH,, N*-iBu), 3.79 (s, 3H, O-
CHs), 4.05 (d, 1H, J = 3.6Hz, aCH Val), 6.04 (br s, 1H, NH);

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 16.7 (2 yCHs Val), 19.4 (BCH Val), 21.1 (2 CH3, N*iBu), 27.5
(CH, N-iBu), 29.0 (3 CHs, Boc), 52.9 (O-CHj), 60.6 (CH2, N*-iBu), 75.8 (aCH Val), 81.0 (C,
Boc), 157.4 (C=0, Boc), 176.0 (C=0, ester)

IR (ATR) vmad/em™: 3351, 2980, 2963, 2937, 2915, 2874, 1740, 1724, 1711, 1694, 1680,

1482, 1470, 1454, 1446, 1389, 1371, 1284, 1252, 1171, 1146 ; HRMS (ESI) calculated for
C15H3oN>0O4 [M+Na]+ m/z 325.2104, found 325.2101.
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Boc-a-h(Me)D-Val-OMe 12n

C12H24N,0,4

>L o | O M = 260,17 g.mol™
OJ\ -N OMe Yellow oil, 15% determined by *H NMR integration relative
peaks (inseparable mixture of reagents).

Purification: eluent p-ether/EtOAc = 85:15

'H NMR (300 MHz, CDCls) § (d, 3H, J = 6.7 Hz, yCHs Val), 1.10 (d, 3H, J = 6.7 Hz, yCH
Val) 1.45 (s, 9H, Boc), 1.98-2.13 (m, 1H, BCH Val), 2.57 (s, 3H, N*-Me), 3.02 (d, 1H, J = 9.5
Hz, oCH Val), 3.73 (s, 3H, O-CH3) 6.53 (br s, 1H, NH).

Boc-a-h(Bn)D-Val-OMe 120

C18H28N204
M = 336,2 g.mol™*
Yellow oil, 10% determined by 'H NMR integration
0] @) . . .
>[\ )]\ N relative peaks (inseparable mixture of reagents).
(0] - OMe Purification : eluent p-ether/EtOAc = 80:20

N
H [a]o® = - 21.7 (¢ = 1,00, MeOH)

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 0.87 (d, 3H, J = 6.9 Hz, yCHs Val), 1.02 (d, 3H, J = 6.9 Hz,
yCHj3 Val), 1.36 (s, 9H, Boc), 2.03-2.15 (m, 1H, BCH Val), 3.79 (s, 3H, O-CHj), 3.70-3.83
(m, 1H, aCH Val), 3.97-4.07 (m, 2H, CH,, N“-Bn), 6.03 (br s, 1H, NH), 7.20-7.42 (m, 5H,
Ar.).
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Representative procedure for the C-terminal deprotection with NaOH 1N

To a solution of ester (1.0 equiv.) in MeOH was added at 0°C a solution of NaOH 1N (2.0
equiv.) and the mixture was vigorously stirred for 3-6 h at room temperature until completion
(monitored by TLC). After evaporation of MeOH, the aqueous layer was washed with
cyclohexane. The aqueous phase was cooled to 0°C and acidified with HCI 1N until pH =1
and extracted with EtOAc. The residue was dried over MgSQ,, filtered and evaporated in

vacuo to give the corresponding carboxylic acid.

Boc-a-h(Bn)D-Ala-OH 13c

C15H22NZO4
M = 294,17 g.mol™*

>L o) ©) Yellow oil, 98%
O)J\N/N\HJ\OH [(X.]D25 =-14.9 (C = 1,00, MeOH)
H

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 1.34 (s, 9H, Boc), 1.39 (d, 3H, J = 7.2 Hz, BCH3 Ala), 3.66 (q,
1H, J = 7.2 Hz, aCH Ala), 3.97 (s, 2H, CH,, N“-Bn), 5.82 (br s, 1H, NH), 7.27-7.42 (m, 5H,
Ar.), 9.65 (br s, 1H, OH)

The physical data (NMR and [a]p?) are in agreement with the values reported.*® Measured :
[a]o?® = —21.7 (c =1.14, MeOH), Literature : [a]o®®> = +22.8 (c = 1.14, MeOH, (S)-isomer).
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Boc-a-h(Bn)D-Leu-OH 13g

C18H28N204
>L )OJ\ o) M = 336,2 g.mol™
o H,N OH Yellow oil, 96%

[a]o? = -16.9 (c = 1,00, MeOH)

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 0.78 (br s, 3H, CHs Leu), 0.92 (d, 3H, J = 6.0 Hz, 5CH; Leu),
1.36 (s, 9H, Boc), 1.36-1.52 (m, 1H, PCH, Leu), 1.68-1.77 (m, 1H, BCH, Leu), 2.08 (br s, 1H,
yCH Leu), 3.45-3.55 (m, 1H, aCH Leu), 3.95-4.16 (m, 2H, CH,, N*Bn), 6.54 (br s, 1H, NH),
7.26-7.41 (m, 5H, Ar.), 9.62 (br s, 1H, OH).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) d 22.1 (yCH Leu), 24.1 (3CH3 Leu), 25.0 (3CH3 Leu), 28.8 (3
CHs, Boc), 39.5 (BCH; Leu), 61.8 (CH,, N“-Bn), 63.4 («CH Leu), 81.0 (C, Boc), 128.2 (CH,
Ar.), 128.9 (2 CH, Ar.), 130.1 (CH, Ar.), 130.4 (CH, Ar.), 137.9 (C, Ar.), 156.3 (C=0, Boc),
178.2 (C=0, acid).

IR (ATR) vmad/cm™: 3358, 3089, 3066, 3032, 2959, 2936, 2902, 2872, 1767, 1750, 1740,

1723, 1711, 1681, 1496, 1483, 1471, 1452, 1441, 1410, 1395, 1368, 1273, 1252, 1162 ;
HRMS (ESI) calculated for C1gH2sN>O4 [M+H]" m/z 337.2127, found 337.2122.
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1:1-[a/a-N"-Bn-hydrazino]ester dimers 15

Boc deprotection

To a stirred solution of a Boc-protected compound (1.0 equiv., 9 mmol) in CH,Cl, was added
a portion of trifluoroacetic acid (TFA) which represents 2/3 of the quantity of CH,Cl, added at
0°C. The mixture was stirred until completion monitored by TLC and then concentrated under
vacuum. The excess of TFA was co-evaporated with MeOH and Et,O until obtaining the

corresponding trifluoroacetate salt compound as white foam in quantitative yield.

Methyl ester déprotection

To a solution of methyl ester protected (1.0 equiv., 22 mmol) in MeOH (80 mL) was added, at
0°C, a solution of NaOH 1N (2.0 equiv., 44 mmol) and the mixture was vigorously stirred for
3-6 h at room temperature until completion (monitored by TLC). After evaporation of MeOH,
the aqueous layer was washed twice with cyclohexane (2 x 10 mL). The aqueous phase was
cooled to 0°C and acidified with HCI 1N until pH = 1 and extracted with EtOAc (3 x 20 mL).
The residue was dried over MgSO,, filtered and evaporated in vacuo to give the

corresponding carboxylic acid, and was used without any further purification.

Coupling reaction

The appropriate trifluoroacetate or hydrochloride salt (1.0 equiv., 9 mmol) was dissolved in
CH.Cl, (10 mL) and cooled to 0°C. This solution was treated successively with NMM (4.0
equiv., 36 mmol), a solution of the Boc-protected fragment (1.0 equiv., 9 mmol) in CH,Cl, (5
mL), and a solution of HATU (1.0 equiv., 9 mmol) in a minimum amount of DMF. The
mixture was allowed to warm to room temperature and then stirred until TLC indicated
complete reaction. Subsequent addition of CH,Cl, was followed by washing with HCI 1N (1 x
25 mL), saturated aqueous NaHCOj solution (1 x 25 mL), and saturated aqueous NaCl
solution (2 x 25 mL). The organic layer was dried over MgSO, and concentrated under
reduced pressure. The resulting crude material was purified and characterized as reported

below.
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Heterochiral Boc-L-Leu-a-h(Bn)D-Ala-OMe dimer 15a

C22H35N305
M = 421,26 g.mol™
O O White powder, 96%

H
Boc/NJJ\N’N\HJ\OMe Purification: eluent p-ether/EtOAc = 70:30
H Melting point: 112°C

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 0.86 (d, 6H, J = 6.6 Hz, 2 8CHj Leu), 1.38 (d, 3H, J = 7.2 Hz,
BCH; Ala), 1.43 (s, 9H, Boc), 1.46-1.79 (m, 3H, BCH, Leu, yCH Leu), 3.63-3.78 (m, 1H,
aCH Ala), 3.73 (s, 3H, OCH3), 3.88-4.09 (m, 3H, CH,, N*-Bn, aCH Leu), 4.77 (br d, J = 6.0
Hz, NHBoc), 7.23-7.43 (m, 5H, Ar.), 7.98 (s, 1H, NH hydrazidic).

3C NMR (75 MHz, CDCls) § 17.0 (BCH3 Ala), 22.3 (yCH Leu), 23.4 (53CHs Leu), 25.4 (3CHs
Leu), 29.0 (3 CHs, Boc), 41.9 (BCH; Leu), 48.2 (aCH Ala), 52.3 (O-CHj3), 60.7 (aCH Leu),
60.8 (CH,, N“-Bn), 80.6 (C, Boc), 128.3 (CH, Ar.), 129.0 (2 CH, Ar.), 130.0 (2 CH, Ar.),
137.0 (C, Ar.), 156.0 (C=0, Boc), 171.9 (C=0, hydrazid), 175.3 (C=0, ester).

IR (ATR) wmadcm™: 3322, 3217, 3072, 3037, 2983, 2958, 2938, 2873, 2853, 1754, 1738,
1707, 1681, 1671, 1612, 1558, 1523, 1501, 1457, 1439, 1392, 1368, 1319, 1297, 1271, 1247,
1198, 1172, 1125 ; HRMS (ESI) calculated for CxHasN3Os [M+H]" m/z 422.2655, found
422.2649
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Homochiral Boc-D-Leu-a-h(Bn)D-Ala-OMe dimer 15b

CZZH35N3O5
M = 421,26 g.mol™

o 9 0 White powder, 80%
BOC/N N/N\‘)J\OMe Purification: eluent p-ether/EtOAc = 70:30
H

Melting point: 83°C

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 0.78 (d, 3H, J = 6.0 Hz, 8CHs Leu), 0.79 (d, 3H, J = 6.0 Hz,
dCHj3 Leu), 1.16-1.50 (m, 5H, BCH3 Ala, BCH; Leu), 1.40 (s, 9H, Boc), 1.54-1.63 (m, 1H,
yCH Leu), 3.64-3.80 (m, 1H, aCH Ala), 3.74 (s, 3H, OCHj3), 3.81-3.92 (m, 1H, oCH Leu),
3.93-4.07 (m, 2H, CH,, N“-Bn), 4.82 (br d, J = 7.2 Hz, NHBoc), 7.19-7.43 (m, 5H, Ar.), 7.77
(brs, 1H, NH hydrazidic).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 16.8 (BCH3 Ala), 22.9 (yCH Leu), 23.3 (5CHj3 Leu), 25.1 (3CH3
Leu), 28.9 (3 CH3, Boc), 41.8 (BCH; Leu), 48.3 (aCH Ala), 52.3 (O-CHg), 61.0 (CH,, N“-Bn),
61.3 (aCH Leu), 80.4 (C, Boc), 128.3 (CH, Ar.), 128.9 (2 CH, Ar.), 129.9 (2 CH, Ar.), 137.1
(C, Ar.), 156.2 (C=0, Boc), 172. (C=0, hydrazid), 175.1 (C=0, ester).

IR (ATR) vmad/om™: 3348, 3212, 3089, 3065, 2983, 2958, 2938, 2873, 2853, 1732, 1702,

1657, 1507, 1497, 1457, 1439, 1392, 1369, 1318, 1291, 1261, 1251, 1165 ; HRMS (ESI)
calculated for C,H3sN30s [M+H]" m/z 422.2655, found 422.2649.
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1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino]ester oligomers

Heterochiral Boc-(L-Leu-a-h(Bn)D-Ala),-OMe tetramer 18a

C38H58NGO7
o o M = 710,44 g.mol™
HJJ\ _N White foam, 87%
Boc Y N OMe Purification: — 720
H 2 urification: eluent p-ether/EtOAc = 20:80
Melting point: 125°C

'H NMR of the major form (300 MHz, CDCl5) 6 0.81 (d, 3H, J = 6.6 Hz, CHj3 Leu), 0.83 (d,
3H, J = 6.6 Hz, 6CH3 Leu), 0.85 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 3CH3 Leu), 0.90 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 6CH3
Leu), 1.29 (d, 3H, J = 7.2 Hz, BCH5 Ala), 1.34 (d, 3H, J = 7.2 Hz, BCH3 Ala), 1.41 (s, 9H,
Boc), 1.50-1.73 (m, 6H, 2 BCH; Leu, 2 yCH Leu), 3.51 (g, 1H, J = 7.2 Hz, aCH Ala), 3.68 (q,
1H, J = 7.2 Hz, aCH Ala), 3.71 (s, 3H, OCHg), 3.69-3.88 (m, 1H, aCH Leu), 3.91-4.28 (m,
5H, 2 CH,, N“Bn, aCH Leu), 5.54 (br d, 1H, J = 7.5 Hz, NHBoc), 7.22-7.48 (m, 10H Ar.),
7.83 (s, 1H, NH), 7.91 (br s, 1H, NH), 8.34 (br d, 1H, J = 7.5 Hz, NH).

3C NMR (75 MHz, CDCls) 6 17.0 (2 BCH; Ala), 22.2 (yCH Leu), 23.0 (yCH Leu), 23.3
(6CH3 Leu), 23.6 (3CH3 Leu), 25.1 (6CH3 Leu), 25.6 (6CH3 Leu), 29.0 (3 CH3, Boc), 40.6
(BCH> Leu), 41.2 (BCH; Leu), 52.3 (aCH Ala), 52.5 (a«CH Ala), 52.9 (O-CHs), 60.7 (a«CH
Leu), 60.8 (CH,, N“-Bn), 62.3 (CH,, N“-Bn), 62.9 (a«CH Leu), 80.9 (C, Boc), 128.3 (CH, Ar.),
128.5 (CH, Ar.), 128.9 (2 CH, Ar.), 129.1 (2 CH, Ar.), 129.8 (2 CH, Ar.), 130.1 (2 CH, Ar.),
136.2 (C, Ar.), 137.2 (C, Ar.), 156.9 (C=0, Boc), 172.6 (C(NH)=0), 172.7 (C(NH)=0), 172.9
(C(NH)=0), 176.0 (C=0, ester).

IR (ATR) vmad/om™: 3352, 3247, 3066, 3033, 2958, 2940, 2871, 1740, 1729, 1723, 1711,

1691, 1680, 1674, 1657, 1561, 1513, 1499, 1467, 1457, 1388, 1368, 1321, 1293, 1253, 1214,
1168, 1125 ; HRMS (ESI) calculated for C3gHsgNgO7 [M+H]" m/z 711.4445, found 711.4440.
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Homochiral Boc-(D-Leu-a-h(Bn)D-Ala),-OMe tetramer 18b

CSSH58N607
H 9 O M = 710,44 g.mol™
Boc{N N’N\‘)L}OMe White powder, 75%
H 2 Purification: eluent p-ether/EtOAc = 20:80
Melting point: 143°C

'H NMR of the major form (300 MHz, CDCls) 6 0.67-0.91 (m, 12H, 4 8CH; Leu), 1.13-1.49
(m, 12H, 2 BCH3; Ala, 2 BCH, Leu, 2 yCH Leu), 1.40 (s, 9H, Boc), 3.43-3.62 (m, 1H, aCH
Ala), 3.65-3.90 (m, 3H, aCH Ala, CH;, N*-Bn), 3.74 (s, 3H, OCHj3), 3.90-4.11 (m, 3H, CH,,
N“Bn, aCH Leu), 4.12-4.27 (m, 1H, aCH Leu), 4.82 (m, 1H, NHBoc), 7.08-7.47 (m, 10H
Ar.), 7.57 (br s, 1H, NH), 7.75 (br s, 1H, NH), 8.30 (br s, 1H, NH).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 17.2 (BCH; Ala), 17.6 (BCHs Ala), 22.4 (yCH Leu), 23.0 (yCH
Leu), 23.3 (6CHj3 Leu), 23.4 (6CHj3 Leu), 24.8 (6CHj3 Leu), 25.4 (3CH3 Leu), 29.0 (3 CHg,
Boc), 40.6 (BCH; Leu), 40.7 (BCH, Leu), 52.3 (a«CH Ala), 52.4 (aCH Ala), 52.8 (O-CHj3),
60.9 (CH,, N“Bn), 61.1 (aCH Leu), 61.1 (CH,, N*-Bn), 64.7 («CH Leu), 80.6 (C, Boc), 128.2
(CH, Ar.), 128.3 (CH, Ar.), 128.8 (2 CH, Ar.), 128.9 (2 CH, Ar.), 129.8 (2 CH, Ar.), 130.1 (2
CH, Ar.), 137.1 (C, Ar.), 137.3 (C, Ar.), 156.6 (C=0, Boc), 172.4 (3 C(NH)=0), 175.4 (C=0,
ester).

IR (ATR) vmad/om™: 3348, 3311, 3234, 3089, 3065, 2961, 2937, 2872, 2855, 1740, 1728,

1697, 1660, 1655, 1548, 1551, 1520, 1498, 1470, 1457, 1438, 1391, 1369, 1318, 1293, 1259,
1162 ; HRMS (ESI) calculated for CagHsgNgO; [M+H]" m/z 711.4445, found 711.4440.
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Heterochiral Boc-(L-Leu-a-h(Bn)D-Ala);-OMe hexamer 20a

CS4H81N909
e o) M = 999,62 g.mol™
{NJJ\ _N White powder, 83%
Boc Y N OMe P TR —10-
: H 3 Purification: eluent p-ether/EtOAc = 10:90
Melting point : 184°C

'H NMR of the major form (300 MHz, CDCls) 6 0.61-0.99 (m, 18H, 6 8CHs Leu), 1.25-1.38
(3, 9H, 3 BCH3 Ala), 1.40 (s, 9H, Boc), 1.37- 1.74 (m, 9H, 3 BCH; Leu, 3 yCH Leu), 3.45-
3.79 (m, 3H, 3 aCH Leu), 3.71 (s, 3H, OCHg), 3.82-4.47 (m, 9H, 3 CH,, N*-Bn, 3 aCH Ala),
5.27 (br d, 1H, J = 6.3 Hz, NHBoc), 7.18-7.48 (m, 15H, Ar.), 7.72-8.39 (m, 4H, 4 NH), 8.75
(brs, 1H, NH);

13C NMR of the major form (75 MHz, CDCls) J 17.0 (3 BCHs Ala), 23.1 (3 yCH Leu), 23.4
(6CHj3 Leu), 23.7 (6CH3 Leu), 24.9 (2 6CHj3 Leu), 25.5 (6CHj3 Leu), 25.6 (6CH; Leu), 29.0 (3
CHs, Boc), 40.3 (BCH; Leu), 40.4 (BCH, Leu), 41.2 (BCH, Leu), 52.4 (O-CHs), 52.6 (aCH
Ala), 52.8 (aCH Ala), 53.3 (aCH Ala), 60.0 (CH,, N*-Bn), 60.7 (2 aCH Leu), 62.3 (aCH
Leu), 62.5 (CH,, N“-Bn), 63.5 (CH,, N“-Bn), 80.7 (C, Boc), 127.8 (CH, Ar.), 128.1 (CH, Ar.),
128.8 (2 CH, Ar.), 129.0 (3 CH, Ar.), 129.6 (6 CH, Ar.), 129.8 (2 CH, Ar.), 136.3 (C, Ar.),
137.4 (C, Ar.), 138.1 (C, Ar.), 157.1 (C=0, Boc), 172.0 (C(NH)=0), 172.1 (C(NH)=0), 172.4
(C(NH)=0), 172.5 (C(NH)=0), 172.8 (C(NH)=0), 175.5 (C=0, ester).

IR (ATR) vmad/om™: 3332, 3286, 3065, 3033, 2958, 2936, 2876, 2853, 1740, 1722, 1704,

1684, 1665, 1534, 1513, 1495, 1470, 1459, 1382, 1370, 1299, 1275, 1254, 1236, 1216, 1170,
1129 ; HRMS (ESI) calculated for Cs4HgiNoOg [M+H]" m/z 1000.6235, found 1000.6230.
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Heterochiral Boc-(L-Leu-a-h(Bn)D-Ala),-OMe octamer 22a

C70H104N12011
M = 1288,79 g.mol™*
White powder, 77%

O )
H
N /N o . .
Boc{ JJ\H \‘)L}OMe Purification: eluent EtOAC

4 Melting point: 190°C

'H NMR of the major form (300 MHz, CDCls) & 0.66-1.01 (m, 24H, 8 SCH3 Leu), 1.18-1.38
(m, 12H, 4 BCH5 Ala), 1.40 (s, 9H, Boc), 1.45- 1.82 (m, 12H, 4 BCH, Leu, 4 yCH Leu), 3.42-
3.79 (M, 4H, 4 aCH Leu), 3.71 (s, 3H, OCHs), 3.81-4.35 (m, 12H, 4 CHy, N*-Bn, 4 aCH Ala),
5.29 (m, 1H, NHBoc), 7.08-7.49 (m, 20H, Ar.), 7.50-9.27 (m, 7H, 7 NH).

3C NMR of the major form (75 MHz, CDCl3) 6 17.1 (4 BCH3 Ala), 23.1 (2 yCH Leu), 23.2 (2
yCH Leu), 23.7 (5CHs Leu), 24.9 (3 5CH3 Leu), 25.5 (2 5CH3 Leu), 29.0 (3 CHs, Boc), 40.2
(BCH; Leu), 40.4 (BCH; Leu), 41.0 (BCH; Leu), 41.7 (BCH; Leu), 51.7 (O-CHs), 52.5 (aCH
Ala), 52.8 (aCH Ala), 53.3 (aCH Ala), 53.5 (aCH Ala), 59.8 (aCH Leu), 60.6 (CH2, N“-Bn),
60.8 (CHy, N“-Bn), 61.0 («CH Leu), 62.3 (CH,, N*-Bn), 62.4 (CH,, N*-Bn), 62.6 (aCH Leu),
63.5 (aCH Leu), 80.7 (C, Boc), 128.3 (CH, Ar.), 128.5 (CH, Ar.), 128.6 (CH ,Ar.), 128.8 (3
CH, Ar.), 128.9 (4 CH, Ar.), 129.4 (3 CH, Ar.), 129.6 (3 CH, Ar.), 130.0 (2 CH, Ar.), 130.1
(2 CH, Ar.), 136.3 (C, Ar.), 137.3 (C, Ar.), 138.1 (C, Ar.), 138.7 (C, Ar.), 157.1 (C=0, Boc),
172.1 (4 C(NH)=0), 172.5 (3 C(NH)=0), 175.3 (C=0, ester).

IR (ATR) wvmad/cm™: 3334, 3278, 3233, 3088, 3068, 3031, 2958, 2940, 2871, 1735, 1722,
1702, 1683, 1665, 1651, 1534, 1515, 1495, 1457, 1384, 1366, 1297, 1279, 1255, 1243, 1216,
1170, 1125 ; HRMS (ESI) calculated for C;oH104N1,011 [M+Na]® m/z 1311.7846, found
1311.7840.
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Heterochiral Boc-(L-Leu-a-h(Bn)D-Ala)s-OMe decamer 24a

CesH127N15013
H © o) M = 1577,97 g.mol™
{NJJ\ _N White powder, 49%
Boc : H \‘)L}SMe Purification: eluent EtOAc/MeOH = 90:10
Melting point: 218°C

'H NMR of the major form (300 MHz, CDCl3) ¢ 0.62-1.11 (m, 30H, 10 CHs Leu), 1.20-1.38
(m, 15H, 5 BCH3 Ala), 1.42 (s, 9H, Boc), 1.45- 1.90 (m, 15H, 5 PCH, Leu, 5 yCH Leu), 3.42-
4.35 (m, 20H, 5 oCH Leu, 5 CH; N*Bn, 5 aCH Ala), 3.72 (s, 3H, OCHa), (m, 12H,), 5.31 (m,
1H, NHBoc), 7.15-7.51 (m, 25H, Ar.), 7.75-9.30 (m, 9H, 9 NH).

3C NMR of the major form (75 MHz, CDCls) 6 22.0-25.6 (5 BCH3 Ala, 5 yCH Leu, 10 3CHs
Leu), 29.0 (3 CHs, Boc), 40.2 (BCH; Leu), 39.6 (2 BCH, Leu), 40.2 (BCH; Leu), 41.1 (2
BCH; Leu), 50.7 (O-CHs), 52.5 (3 oCH Ala), 52.8 (2 aCH Ala), 59.8 («CH Leu), 60.2 (2 CH,,
N“-Bn), 60.3 (3 CH,, N%Bn), 60.4 (2 CH,, N*-Bn), 62.0 («CH Leu), 62.5 (aCH Leu), 62.9
(aCH Leu), 80.7 (C, Boc), 127.7-129.7 (25 CH, Ar.), 136.3 (C, Ar.), 137.0 (C, Ar.), 137.3 (2
C, Ar.), 138.4 (C, Ar.), 157.2 (C=0, Boc), 171.4 (C(NH)=0), 171.9 (2 C(NH)=0), 172.2
(2C(NH)=0), 172.5 (C(NH)=0), 172.9 (2 C(NH)=0), 173.3 (C(NH)=0), 175.7 (C=0, ester).

IR (ATR) vmadem™: 3337, 3278, 3233, 3190, 3085, 3068, 3026, 2970, 2940, 1745, 1722,
1702, 1680, 1665, 1648, 1534, 1493, 1457, 1382, 1365, 1297, 1279, 1253, 1243, 1239, 1215,
1172, 1125 ; HRMS (ESI) calculated for CgsHi27N15s013 [M+Na]® m/z 1600.9635, found
1600.9630
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1:1-[a/a-N*-Bn-hydrazino]amide oligomers

Ammonium hydroxide (10 mL, 25% aq) was added to a stirred solution of the appropriate
oligomer ester (1 equiv., 0.6 mmol) in MeOH (10 mL). The reaction flask was capped with a
rubber septum and stirred vigorously at room temperature for 2 days. The reaction mixture
was then concentrated, neutralized with HCI 1 N until pH=7, extracted with AcOEt and
evaporated in vacuo. The resulting crude material was purified and characterized as reported
below in some cases. In others, the reaction mixture was then concentrated, dissolved in
CH.Cl,, washed with brine twice and evaporated in vacuo. The mixture was then triturated in

Et,O to give the product expected.

Heterochiral Boc-L-Leu-a-h(Bn)D-Ala-NH, 25a

C21H34N4O4
M = 406,26 g.mol™

HJ?\ 0 White powder, 95%
Boc Y H/N\HJ\NHZ Purification: eluent p-ether/EtOAc = 30:70

Melting point: 150°C

'H NMR (300 MHz, CDCI3/10 mM) 6 0.77 (d, 3H, , J = 6.5 Hz, 8CHs Leu), 0.80 (d, 3H, J =
6.5 Hz, 6CHj3 Leu) 1.35 (d, 3H, , J = 7.1 Hz, BCH3 Ala), 1.45 (s, 9H, Boc), 1.40-1.62 (m, 3H,
2 BCH; Leu, 1 yCH Leu), 3.51 (q, 1H, , J = 7.1 Hz, aCH Ala), 3.84 (m, 3H, 2 CH,, N“-Bn, 1
aCH Leu), 4.69 (br d, 1H, , J = 7.5 Hz, NHBoc), 5.32 (s, 1H, NH,), 7.26-7.38 (m, 6H, Ar., 1
NH hydrazidic), 8.06 (br s, 1H, NH).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 22.9 (yCH Leu), 23.2 (BCHs Ala), 25.1 (2 5CHj3 Leu), 29.0 (3
CHjs, Boc), 40.5 (BCH; Leu), 52.2 (aCH Ala), 61.7 (CH;, N*-Bn), 62.9 (aCH Leu), 81.3 (C,
Boc), 128.7 (CH, Ar.), 129.9 (2 CH, Ar.), 130.8 (2 CH, Ar.), 136.4 (C, Ar.), 156.5 (C=0,
Boc), 172.6 (C=0, hydrazid), 176.2 (C=0, amide).

IR vmax/cm™: 3480, 3440, 3340, 3307, 3034, 3009, 2960, 2932, 2902, 2871, 2841, 1730, 1725,
1704, 1687, 1662, 1656, 1602, 1505, 1498, 1457, 1436, 1391, 1370, 1291, 1262, 1166, 1123 ;
HRMS (ESI) calculated for CHzsN4O4 [M+Na]™ m/z 429.2478, found 429.2472.
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Homochiral Boc-D-Leu-a-h(Bn)D-Ala-NH; 25b

C21H34N4O4
M = 406,26 g.mol™
H O 0O White powder, 65%
Boc/N N/N\HJ\NHZ Purlf.lcatlor}: trituration with Et,O
H Melting point: 177°C

'H NMR (300 MHz, CDCl3/10 mM) § 0.85 (d, 6H, J = 6.0 Hz, 2 8CHs Leu), 1.37 (d, 3H, J =
6.9 Hz, BCH3 Ala), 1.44 (s, 9H, Boc), 1.39-1.54 (m, 3H, BCH; Leu, yCH Leu), 3.53-3.69 (m,
1H, aCH Ala), 3.79-4.15 (m, 3H, CH,, N%Bn, aCH Leu), 4.70 (br d, 1H, J = 5.8 Hz,
NHBoc), 5.39 (s, 1H, NH,), 7.22-7.44 (m, 5H, Ar.), 7.62 (br s, 1H, NH hydrazidic), 7.99 (br
s, 1H, NH,).

3C NMR (75 MHz, CDCls) 6 22.9 (yCH Leu), 23.2 (BCHs Ala), 25.1 (2 CHs Leu), 29.0 (3
CHs, Boc), 40.7 (BCH. Leu), 52.4 (aCH Ala), 61.0 (CH,, N*-Bn), 62.2 («CH Leu), 81.2 (C,
Boc), 128.7 (CH, Ar.), 129.2 (2 CH, Ar.), 129.9 (2 CH, Ar.), 136.3 (C, Ar.), 156.5 (C=0,
Boc), 172.7 (C=0, hydrazide), 176.0 (C=0, amide)

IR vmax/cm™: 3484, 3439, 3340, 3305, 3151, 3020, 2985, 2963, 2939, 2872, 2852, 1734, 1717,
1696, 1685, 1639, 1603, 1575, 1558, 1496, 1472, 1456, 1392, 1369, 1340, 1321, 1291, 1261,
1243, 1165 ; HRMS (ESI) calculated for CyHaN4Os [M+Na]® m/z 429.2478, found
429.2472.

192



Boc-a-h(Bn)D-Ala-NH, 26a

C15H23N3O3
M = 293,17 g.mol™
White powder, 80%

O O
>L U N Purification: eluent p-ether/EtOAc = 20:80
07N NH,

Melting point: 155°C

'H NMR (300 MHz, CDCl3/10 mM) & 1.20-1.45 (m, 12H , 3 CH; Leu, Boc), 3.49 (g, 1H, , J
= 6.9 Hz, aCH Ala), 3.80-4.0 (m, 2H, 2 CH,, N*Bn), 5.35 (br s, 1H, NH,), 5.68 (br d, 1H, , J
= 7.5 Hz, NHBoc), 7.20-7.45 (m, 5H, Ar.), 8.07 (br s, 1H, NH,).

3C NMR (75 MHz, CDCls) ¢ 28.8 (3 CH3, Boc and BCHs Ala), 61.9 (CH,, N“-Bn), 62.4
(aCH Ala), 81.5 (C, Boc), 128.6 (CH, Ar.), 129.1 (2 CH, Ar.), 130.2 (2 CH, Ar.), 136.3 (C,
Ar.), 156.6 (C=0, Boc), 176.4 (C=0, amidic).

IR viax/om™: 3485, 3436, 3401, 3351, 3090, 3068, 3022, 2984, 2937, 1722, 1688, 1576, 1540,

1506, 1493, 1393, 1370, 1261, 1160 ; HRMS (ESI) calculated for C;sH,3N303 [M+Na]* m/z
316.1637, found 316.1632
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Heterochiral Boc-(L-Leu-a-h(Bn)D-Ala),-NH, 27a

C37H57N7()6
M = 695,44 g.mol™*
H jj\ o) White powder, 63%
Boc{N _ N/N\HL}NHZ Purification: eluent EtOAc/MeOH = 95:5
H/H 2 Melting point: 162°C

'H NMR (300 MHz, CDCl3/10 mM) 6 0.69-0.91 (m, 12H, 4 8CH; Leu), 1.29-1.80 (m, 12H, 2
BCH; Ala, 2 BCH, Leu, 2 yCH Leu), 1.44 (s, 9H, Boc), 3.40-3.60 (m, 2H, 2 aCH Ala), 3.80-
4.05 (m, 5H, 2 CH,, N“Bn, aCH Leu), 4.06-4.20 (m, 1H, aCH Leu), 5.39 (br s, 1H, NHy),
5.78 (br d, 1H, J = 7.2 Hz, NHBoc), 7.20-7.47 (m, 10H, Ar.), 7.95 (br s, 2H, 2 NH
hydrazidic), 8.12 (br s, 1H, NH,), 8.57 (br d, 1H, J = 5.1 Hz, 1H, NH amidic).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 22.4 (yCH Leu), 22.7 (yCH Leu), 23.4 (BCHs Ala), 23.6 (BCHs
Ala), 25.0 (2 6CH3 Leu), 25.3 (2 8CH3 Leu), 29.0 (3 CHs, Boc), 39.8 (2 BCH; Leu), 51.5
(aCH Ala), 51.8 (aCH Ala), 61.3 (2 CHy, N*-Bn), 62.3 (2 aCH Leu), 80.9 (C, Boc), 128.5
(CH, Ar.), 128.6 (CH, Ar.), 129.1 (2 CH, Ar.), 129.2 (2 CH, Ar.), 129.7 (2 CH, Ar.), 130.0 (2
CH, Ar.), 136.8 (2 C, Ar.), 157.4 (C=0, Boc), 172.8 (C(NH)=0), 173.0 (C(NH)=0), 174.0
(C(NH)=0), 176.6 (C=0, amide)

IR vmax/cm™: 3482, 3438, 3400, 3368, 3339, 3308, 3270, 3090, 3064, 2965, 2939, 2871, 2851,
1734, 1717, 1697, 1685, 1672, 1655, 1607, 1540, 1496, 1470, 1455, 1391, 1321, 1292, 1260,
1166, 1107 ; HRMS (ESI) calculated for Cs;Hs;N;Os [M+Na]®™ m/z 718.4268, found
718.4263.
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Homochiral Boc-(D-Leu-a-h(Bn)D-Ala),-NH, 27b

Cs7Hs7N70s
M = 695,44 g.mol™
H 9 O White powder, 93%
Boc{N N’N\HL}NHz Purlf_lcauor_]: trituration with Et,0
H 2 Melting point: 185°C

'H NMR (300 MHz, CDCI3/10 mM) 6 0.68-0.95 (m, 12H, 4 CH; Leu), 1.19-1.90 (m, 12H, 2
BCH3 Ala, 2 BCH; Leu, 2 yCH Leu), 1.42 (s, 9H, Boc), 3.34-3.58 (m, 2H, 2 aCH Ala), 3.69-
4.08 (m, 5H, 2 CH,, N“-Bn, aCH Leu), 4.08-4.23 (m, 1H, aCH Leu), 4.79 (brd, 1H,J=7.5
Hz, NHBoc), 5.33 (s, 1H, NHy), 7.14-7.45 (m, 10H, Ar.), 7.58 (br s, 1H, NH hydrazidic), 7.73
(br s, 1H, NH hydrazidic), 7.91 (br s, 1H, NH;), 8.14 (br s, 1H, NH amidic).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 22.9 (yCH Leu), 23.0 (yCH Leu), 23.1 (2 BCH3 Ala), 25.0 (2
dCHj3 Leu), 25.4 (2 3CH3 Leu), 29.0 (3 CH3, Boc), 39.8 (BCH; Leu), 40.6 (BCH; Leu), 51.8
(aCH Ala), 52.5 (aCH Ala), 60.9 (CH,, N“-Bn), 61.0 (CH,, N*-Bn), 62.1 (a«CH Leu), 63.4
(aCH Leu), 81.1 (C, Boc), 128.5 (2 CH, Ar.), 129.1 (4 CH, Ar.), 129.8 (2 CH, Ar.), 129.9 (2
CH, Ar.), 136.5 (C, Ar.), 136.6 (C, Ar.), 156.6 (C=0, Boc), 172.7 (2 C(NH)=0), 173.3
(C(NH)=0), 176.2 (C=0, amide).

IR vmax/cm™: 3480, 3438, 3400, 3368, 3340, 3308, 3264, 3067, 3029, 3006, 2965, 2939, 2877,
2854, 1733, 1718, 1698, 1685, 1672, 1653, 1607, 1564, 1508, 1499, 1470, 1455, 1394, 1371,
1318, 1289, 1263, 1164 ; HRMS (ESI) calculated for Cs7Hs7N;Os [M+Na]™ m/z 718.4268,
found 718.4263.
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Heterochiral Boc-(L-Leu-a-h(Bn)D-Ala);-NH, 28a

Cs3HgoN10Os
M = 984,62 g.mol™
H o Q White powder, 53%
Boc{NQJ\N/N\HL}NHZ Purification: eluent EtOAc/MeOH = 90:10
H/H 3 Melting point: 195°C

'H NMR (300 MHz, CDCl3/10 mM) 6 0.65-0.91 (m, 18H, 6 3CH; Leu), 1.21-1.50 (m, 18H, 3
BCH3 Ala, 3 BCH; Leu, 3 yCH Leu), 1.43 (s, 9H, Boc), 3.40-3.60 (m, 2H, 3 aCH Ala), 3.80-
4.10 (m, 6H, 3 CH,, N*-Bn), 4.10-4.30 (m, 3H, 3 aCH Leu), 5.68 (br s, 1H, NH,), 5.78 (br d,
1H, NHBoc), 7.20-7.50 (m, 15H, Ar.), 7.95-8.25 (m, 4H, 3 NH hydrazidic, 1 NH,), 8.57 (br d,
2H, 2 NH amidic).

3C NMR (75 MHz, CDCls) ¢ 22.4 (yCH Leu), 22.5 (yCH Leu), 22.8 (yCH Leu), 23.2 (2
BCH; Ala), 23.4 (BCHs Ala), 24.9 (2 5CHj3 Leu), 25.2 (2 5CH3 Leu), 25.3 (2 5CH3 Leu), 29.0
(3 CHs, Boc), 39.8 (BCH; Leu), 40.1 (2 BCH; Leu), 51.6 (aCH Ala), 52.0 (aCH Ala), 52.2
(aCH Ala), 60.3 (CHz, N%Bn), 60.7 ( 2 CH,, N*Bn), 62.7 («CH Leu), 63.0 (2 aCH Leu),
80.7 (C, Boc), 128.4 (3 CH, Ar.), 129.0 (4 CH, Ar.), 129.1 (2 CH, Ar.), 129.6 (4 CH, Ar.),
130.0 (2 CH, Ar.), 137.0 (3 C, Ar.), 157.1 (C=0, Boc), 172.6 (C(NH)=0), 172.8 (2
C(NH)=0), 173.4 (C(NH)=0), 174.1 (C(NH)=0), 176.8 (C=0, amide)

IR viax/cm™: 3480, 3437, 3400, 3288, 3088, 3067, 3036, 3006, 2962, 2934, 2872, 2854, 1687,

1657, 1603, 1528, 1507, 1497, 1470, 1454, 1440, 1391, 1369, 1323, 1292, 1263, 1164 ;
HRMS (ESI) calculated for CszHgoN10Os [M+Na]™ m/z 1007.6058, found 1007.6053
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1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino] cyclooligomers

After successively methyl ester deprotection and boc deprotection, all the 1:1-[a/a-N“-Bn-

hydrazino] cyclooligomers were obtained by high dilution peptide coupling.

Methyl ester déprotection

To a solution of methyl ester protected (1.0 equiv., 22 mmol) in MeOH (80 mL) was added, at
0°C, a solution of NaOH 1N (2.0 equiv., 44 mmol). The mixture was vigorously stirred for 3-
6 h at room temperature until completion (monitored by TLC). After evaporation of MeOH,
the aqueous layer was washed twice with cyclohexane (2 x 10 mL). The aqueous phase was
cooled to 0°C and acidified with HCI 1N until pH = 1 and extracted with EtOAc (3 x 20 mL).
The residue was dried over MgSO,, filtered and evaporated in vacuo to give the

corresponding carboxylic acid, and was used without any further purification.

Boc deprotection and cyclization procedure

To a stirred solution of a Boc protected compound (1.0 equiv., 9 mmol) in CH,Cl, was added
a portion of trifluoroacetic acid (TFA) which represents 2/3 of the quantity of CH,Cl, added.
The mixture was stirred overnight without any control by TLC. The solution was concentrated
under vacuum and the excess of TFA was co-evaporated with MeOH and Et,O until obtaining
the corresponding trifluoroacetate salt compound as a white foam in quantitative yield.

The crude residue was dissolved in CH,Cl, and DIPEA was added (4 equiv.). The solution
was added dropwise into a solution of HBTU (1 equiv.) in CH,CI, (the concentration is
almost 1mM in the mixture). This slow addition ran during the day (7h) and then the reaction
was stirred at room temperature under nitrogen for 48h. The volume was reduced to around
100 mL and was washed successively twice by HCI (IN) (2 x 20 mL), NaHCO3 sat (2 x 20
mL), H,0 (2 x 20 mL) and brine (2 x 20 mL) and finally dried over MgSQO, and evaporated to
give a colored solid. The resulting crude material was purified and characterized as reported

below.
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Heterochiral -(L-Leu-a-h(Bn)D-Ala),-cyclotetramer 30a

C32H46N6O4

o H\N/\Q M = 578,36 g.mol™
2 (R))riin Whlte pOWdera 37%
® Purification: precipitation with Et,O/MeOH
N o

Melting point: 327°C

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 0.85 (d, 12H, J = 6.3 Hz, 5CH3 Leu), 1.32 (d, 6H, J = 6.9 Hz,
BCH; Ala), 1.78-1.82 (m, 6H, 4 BCH; Leu, 2 yCH Leu), 3.49 (q, 1H, J = 6.9 Hz, aCH Ala),
3.81-3.93 (m, 4H, CH, N“-Bn), 4.14-4.22 (m, 2H, aCH Leu), 7.26-7.43 (m, 10H, Ar.), 7.77
(s, 2H, NH hydrazidic), 8.21 (br d, 2H, J = 9.3 Hz, NH amidic).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 23.0 (3 yCH Leu), 23.2 (2 BCH; Ala), 25.4 (4 5CH; Leu), 37.3
(3 BCH; Leu), 49.6 (2 aCH Ala), , 59.5 (2 aCH Leu), 60.9 (2 CH;, N“-Bn), 128.7 (2 CH, Ar.),
129.2 (4 CH, Ar.), 130.0 (4 CH, Ar.), 136.6 (C, Ar.), 170.9 (C=0, hydrazide), 173.5 (C=0,
amide).

IR viax/om™: 3297, 3090, 3067, 3008, 2961, 2931, 2871, 2851, 1701, 1650, 1602, 1520, 1461,

1375, 1324, 1261 ; HRMS (ESI) calculated for Ca,HsNsO, [M+Na]® m/z 601. 3478, found
601.3473
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Homochiral -(D-Leu-a-h(Bn)D-Ala),-cyclotetramer 30b

C32Hi6N6O4

H
O N\N/\Q M = 578,36 g.mol™
2 (R) )i Whlte pOWder, 31%
/k ® Purification: eluent EtOAc
N o

Melting point: 180°C

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 0.69 (d, 6H, J = 6.0 Hz, 8CHs Leu), 0.75 (d, 6H, J = 6.3 Hz,
8CHj; Leu), 1.40 (d, 6H, J = 6.9 Hz, BCH3 Ala), 1.6-1.8 (m, 6H, 4 BCH, Leu, 2 yCH Leu),
3.22 (g, 1H, J = 6.9 Hz, oCH Ala), 3.51 (m, 2H, CH, N*Bn), 3.90-397 (m, 2H, aCH Leu),
4.17 (m, 2H, CH, N%Bn), 7.20-7.35 (m, 10H, Ar.), 7.52 (s, 2H, NH hydrazidic), 7.61 (br d,
2H, J = 9.0 Hz, NH amidic).

3C NMR (75 MHz, CDCls) 6 22.7 (3 yCH Leu), 23.5 (2 BCH3 Ala), 25.2 (4 8CHs Leu), 38.1
(3 BCH; Leu), 49.3 (2 aCH Ala), 58.9 (2 CH,, N“-Bn), 67.2 (2 «CH Leu), 128.5 (2 CH, Ar.),
129.1 (4 CH, Ar.), 129.9 (4 CH, Ar.), 135.4 (C, Ar.), 169.6 (C=0, hydrazide), 174.3 (C=0,

amide).
IR vmax/cm™: 3297, 3090, 3064, 3004, 2961, 2933, 2870, 2851, 1704, 1602, 1526, 1497, 1456,

1390, 1375, 1320, 1298, 1261 ; HRMS (ESI) calculated for CsHiNeO, [M+Na]® m/z
601.3478, found 601.3473

199



Heterochiral -(L-Leu-a-h(Bn)D-Ala)s-cyclohexamer 31a

C48H69N906

H
o N\N/\© M = 867,54 g.mol ™
3 R))in White powder, 33%
N Purification: eluent EtOAc/MeOH = 95:5
N o

Melting point: 163°C

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 0.81 (d, 9H, J = 6.0 Hz, 8CHs Leu), 0.88 (d, 9H, J = 6.3 Hz,
dCHj3 Leu), 1.13 (d, 6H, J = 7.2 Hz, BCH3 Ala), 1.60-1.75 (m, 9H, 6 BCH; Leu, 3 yCH), 3.49
(9, 1H, J = 7.2 Hz, aCH Ala), 3.84-3.95 (m, 9H, 6 CH, N“-Bn, 3 aCH Leu), 7.10-7.45 (m,
15H, Ar.), 8.42 (s, 3H, NH hydrazidic), 9.37 (br d, 3H, J = 6.0 Hz, NH amidic).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 22.7 (3 yCH Leu), 23.6 (3 BCH; Ala), 25.2 (6 5CH; Leu), 37.6
(3 BCH; Leu), 50.8 (3 aCH Ala), 60.9 (3 CH,, N*-Bn), 62.4 (3 aCH Leu), 128.6 (3 CH, Ar.),
129.1 (6 CH, Ar.), 129.9 (6 CH, Ar.), 136.7 (C, Ar.), 173.0 (C=0, hydrazide), 175.6 (C=0,
amide).

IR viax/om™: 3339, 3226, 3088, 3064, 3003, 2998, 2933, 2870, 2854, 1695, 1637, 1602, 1542,

1497, 1467, 1454, 1388, 1371, 1339, 1315, 1251 ; HRMS (ESI) calculated for C,sHggNgOs
[M+Na]* m/z 890.5269, found 890.5263
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Synthese et études conformationnelles de 1:1-[a/a-N*-Bn-hydrazino]meéres linéaires et cycliques

Ce travail décrit la synthése et I’étude structurale de 1:1-[a/a-N"-Bn-hydrazino]meres linéaires et
cycliques. Apres avoir mis au point une méthode générale de synthese en solution des a-N“-
hydrazinoesters diversement substitués sur I’azote alpha, ces derniers ont été engagés dans
I’élaboration de 1:1-[a/a-N“-Bn-hydrazino]meéres linéaires et cycliques de taille variable.

Des études conformationnelles utilisant la RMN, I’IR et les RX ont permis de montrer que la présence
de I’azote supplémentaire dans le squelette permettait I’établissement de liaisons hydrogéne
intramoléculaires conduisant a la formation d’hydrazinoturn. Ainsi I’alternance d’acides a-aminés
naturels et d’a-hydrazinoacides conduit a une auto-structuration des oligomeéres linéaires par formation
de y-turn et d’hydrazinoturn, identique en série hétéro- comme homochirale.

En série cyclique, une analyse par RX a permis de mettre en évidence, a I’état solide, la formation de
nanotubes due & I’empilement des cyclotétraméres hétérochiraux.

Cette conformation existe dans le toluéne et le dodécane et conduit a la formation d’un gel. Bien que
n’ayant pas de preuves de sa structure a I’état solide, le gel formé par le cyclohexamére hétérochiral
dans le cyclohexane nous conforte dans I’idée d’une auto-structuration comparable.

Les analyses RMN et IR en variation de concentration et température ont quant a elles mis en évidence
la dynamique de formation des nanotubes. L’étude sur le cyclotétramére homochiral a cependant
montré qu’il ne formait pas de gel. Le gel étant révélateur d’une auto-structuration, ceci nous conduit a
nous interroger sur la versatilit¢ du squelette macrocyclique 1:1-[a/a-N*-Bn-hydrazino] pour
I’établissement de nanotubes.

Mots clés: hydrazinopeptides, hydrazinoturn, y-turn, macrocycles, nanotubes, auto-assemblage,
gélation

Synthesis and conformational studies of linear and cyclic 1:1-[a/a-N*-Bn-hydrazino]mers

This work describes the synthesis and the structural study of linear and cyclic 1:1-[a/a-N“-Bn-
hydrazino]mers. After having designed a general method to synthesize a-N”-hydrazinoesters with
various surrogates on the alpha nitrogen in solution, these were used to build linear and cyclic 1:1-
[a/a-N"-Bn-hydrazino]mers of varied length.

Conformational studies resorting to NMR, IR and X-ray crystallography have shown that the presence
of a supplementary nitrogen within the backbone enables to form intramolecular hydrogen bonds,
leading to the formation of hydrazinoturns. Thus, the alternation of natural a-aminoacids and a-
hydrazinoacids leads to the autostructuration of the linear oligomers through the formation of y-turns
and hydrazinoturns, both in the hetero and homochiral series.

In the cyclic series, an X-ray crystallography analysis revealed the formation of nanotubes in the solid
state, through the stacking of heterochiral cyclotetramers.This conformation exists in toluene and
dodecane and leads to the formation of a gel. Despite having no proof of its structure in the solid state,
the gel formed by the heterochiral cyclohexamer in cyclohexane confirms a comparable auto-
structuration. Finally, concentration- and temperature-dependant NMR and IR studies have revealed
the dynamics of the formation of nanotubes. The study of the homochiral cyclotetramer has however
shown that it was not able to form a gel. As the gel is indicative of an auto-structuration, this has led
us to question the versatility of the macrocyclic 1:1-[a/a-N*-Bn-hydrazino] backbone towards the
formation of nanotubes.

Keywords : hydrazinopeptides, hydrazinoturn, y-turn, macrocycles, hanotubes, self-assembly, gelation
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