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Ala (ouA) : résidu alanine

APTS : acidepara-toluene sulfonique

Arg (ouR) : résidu arginine

Asn (ouN) : résidu asparagine

Asp (ouD) : résidu acide aspartique

ATNBS : acide 2,4,6-trininitrobenzene sulfonique
AtOH : 1-hydroxy-7-azabenzotriazole

Boc : tert-butyloxycarbonyle

Boc,O : dicarbonate de dert-butyle

BOP : hexafluorophosphate de benzotriazol-1-yl-oxg-{diméthylamino)-phosphonium

BTFFH: hexafluorophosphate de bis(tetraméthyléne)fllmraaimidinium

Bzl : benzyle

ccm : chromatographie swwouchemince

CDI : carbonyldiimidazole

CLHP: chromatographie liquide haute performance
COSY : Correlation Spectroscopy

DBAD :di-tert-butylazodicarboxylate

DBU : 1,8-diazabicyclo-[5.4.0Jundec-7-éne

DC : dichroisme circulaire

DCC : dicyclohexylcarbodiimide

DCHU : dicyclohexylurée

DCM : dichlorométhane

DEAD : Diéthylazodicarboxylate

DHP : dihydropyrane

DIEA : diisopropyléthylamine

DMAP : 4-diméthylaminopyridine

DMF : diméthylformamide

DMSO : diméthylsulfoxyde

EDC : 1-éthyl-3-(3’-diméthylaminopropyl)carbodiimide
€g.: équivalent

Fmoc : 9-fluorénylméthyléneoxycarbonyle
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Fmoc-Cl : Chloroformiate de 9-fluorénylméthylenoxycarbonyle
Fmoc-OSu :9-Fluorénylméthylénoxycarbonyls-hydroxysuccinimide
Glu (ouE) : résidu acide glutamique

Gly (ouG) : résidu glycine

hAla (ouhA): résidu hydrazinoalanine

HATU : hexafluorophosphate @ (7-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tétraméthyluronium
hGly (ouhG): résidu hydrazinoglycine

hlle (ouhl): résidu hydrazinoisoleucine

hLeu (ouhL): résidu hydrazinoleucine

HMPT : hexaméthylphosphotriamide

HOBLt : benzotriazole

HOSu : N-hydroxysuccinimide

hPhe (ou hF): résidu hydrazinophénylalanine
HR-MAS: High Resolution Magic Angle Spinning
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ICF : isobutylchloroformiate

lle (oul) : résidu isoleucine

IR : infrarouge

Leu (oul) : résidu leucine

M-B, : 2-méthylbutan-2-ol

Met (ouM) : résidu méthionine

MM : mélangemagique

MPH : N-méthylphtalhydrazide

NCA : N-carboxyanhydride

NMM : N-méthylmorpholine

ONp : N-hydroxyparanitrophénate

OPfp : N-hydroxypentafluorophénate

PAM : PhényAcétamidd/ éthyle

PCB : 2-(pyrrolidine-1carbonyl)benzoyl
Phe(ouF) : résidu phénylalanine

Pht : phtalimide

PPhg : triphénylphosphine

ppm : partie par million
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Pro (ouP) : résidu proline

RMN : résonance magnétique nucléaire

Ser(ouS) : résidu sérine

SPPS: synthese peptidique sur phase solide

T.A. : température ambiante

TBTU : tétrafluoroborate de 2tbenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tétraméthyluronium
TFA : acide trifluoroacétique

Tfa : trifluoroacétyle

Tfa,O : anhydride trifluoroacétique

TFFH : hexafluorophosphate d&N,N",N“tétraméthylformamidinium
TFMSA : acide trifluorométhanesulfonique

THF : tétrahydrofurane

THP : tetrahydropyrane

Thr (ouT) : résidu thréonine

TMSOTT : trifluorométhanesulfonate de triméthylsilyle
TOSCY: Total Correlation Spectroscopy

Tyr (ouY) : résidu tyrosine

UNCA : uréthaneN-carboxyanhydride

UV : ultraviolet

Val (ouV) : résidu valine

Z : benzyloxycarbonyle

Z,0 : dicarbonate de dibenzyle

Afin de rendre le texte le plus clair possible, sicavons choisi d'adopter la
nomenclature suivante : nos composés seront fXtésP-hXaa-R’ ou hXaa correspond au
résidu hydrazino et X, P et R’ les protections eespes en positiolN-beta,N-alpha etC-
terminale. De plus, chaque composé sera décritiparombre (correspondant a sa famille,
une famille rassemblant des composés qui ne diffégae par leur chaine latérale) et une
lettre (correspondant au code monolettre de I'aaid@é pour la chaine latérale).

Par exemple, pour les-hydrazinoalanines phtaloylées, nous avons deuxlénsuivant la

protection du N :



Liste des Abréviations

( N\
o)
P
NP—N{
9CH-COOCH
O PcH,
. J

- P = Z le composé sera n@@PhtpZ-hAla-OMe et portera le Numé@A (3 pour la famille
etA pour Alanine)
- P = Boc le composé sera n@BhtaBoc-hAla-OMe et portera le NumérA (4 pour la

famille etA pour Alanine)
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INTRODUCTION GENERALE

Les peptides jouent un réle important dans de nembprocessus biologiques,
notamment en tant qu’hormones, neurotransmette@s;omodulateurs... C’est pourquoi,
cette famille de molécules bioactives représenteenjeu important au niveau chimique,
biologique et surtout pharmaceutique. Certains oagdents d'origine peptidique sont
d’ailleurs disponibles sur le marché : linsulingaitement du diabéte), la calcitonine
(traitement de l'ostéoporose), la vasopressine dtigpsion artérielle), la Thyrotropin-
Releasing Hormone (traitement de I'hypothyroidie).

o O 0 (”3 0 (”3
-~ ~HN—CH-C—N—CH-C—N—CH-C- - -
H | H
Ry Ry R3

Figure 1: peptides

Cependant des études pharmacocinétiques ont mguerd'utilisation directe des peptides
comme agents thérapeutiques s’avere limitée psualeons suivantes :
- imperméabilité de certaines barrieres physiologquei peuvent étre franchies
difficilement par les peptidés
- biodégradation de la liaison peptidique par les/eres protéolytiqués

- manque de spécificité due & la géométrie flexille peptidesde faible taille.

On comprend ainsi aisément l'intérét que suscifgudequelques années la conception de
nouvelles substances analogues de ces peptidestilsiodes analogues peptidiques

conservent un squelette peptidique et differerpejotide natif par un nombre de résidus et/ou
la nature ou la position des chaines latéralesestl possible également d’apporter une
modification chimique du squelette peptidique. @rigpalors de pseudopeptides.

La modification du squelette peptidique et plustipalierement de la liaison amide peut
permettre :

- un accroissement de la résistance a I'hydrolyselgmrmpeptidases, d'ou une plus
grande stabilitén vivo,
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- une modulation du rapport hydrophilie/hydrophobmup permettre le passage des
barrieres membranaires, d’ou une meilleure diffugidravers I'organisme,

- une modification de la structure secondaire duigemui, tout en gardant intacte la
nature des chaines latérales responsables deolanassance avec le site actif, peut
adopter une conformation permettant une meilletingité et une meilleure spécificité
avec le récepteur ou un site actif de 'enzyme dequel le peptide interagit (liaisons
hydrogéne favorables, squelette peptidique riglifi

Les modifications du squelette peptidique vont ioyer soit 'échange d’'une unité
appartenant a la liaison amide de la chaine pepid(voire le remplacement complet de
la liaison amide) de facon isoélectrique ou isotéej soit I'extension de cette chaine par
I'introduction d’'un élément additionnel ou encoeeremplacement du CHoar un autre
atome. Les motifs pseudopeptidiques sont ainsi atare trés variée et font I'objet de
nombreuses publications et reviedes modifications qui sont le plus souvent

rencontrées sont rassemblées dans le tableau 1.
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H R
aminométhyléne | 2 o
. . N\/B /'\ _ thioamide
(peptide réduit)| -~ YT IN TI: (CSNH]
W[CH2NH] R H O v
H 0 R,
cétométhyléne /,L \)L@/'\ _ hydroxyéthylene
: C
y[COCH;] = I y[CH(OH)CH;,
éthylene T ;*2 ester
(carba) AN N (dépsipeptide)
WICH,CH;] R s vlcoy)
H R,
Z or E oléfine |
N AN J\ - urée
(vinylogue) |~ X ¢
~ 5, I W[NH-CO-NH]
Y[CH=CH] isomeére E
H R,
méthyléneoxy /;L\/@J\ . phosphonamide
H Cc -
y[CH:O] E | y[PONH]
R, o)
| Y
thiométhylene /Nc/ N-aminoamide
y[CH.S] F%l I y[CO-NH(NH2)]
H
sulfonamide h', hydrazino
e C/
W[SONH] i W[CO-NH-NH]
o)
rétro-inverso T aza (Az) T ﬁ
N N C N
vINH-cO] | ~ y[CO-NH-NR] | >~ \nln ﬁ/
R, H o}
Tableau 1: Tableau récapitulatif des motifs pseudopeptididesplus utilisés
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Parmi les pseudopeptides présentés, nous nougss¢Eons dans ce mémoire aux
hydrazinopeptides, pour lesquels la modificatiomsiste en une insertion d’'un azote
supplémentaire dans le squelette peptidique. Ikiste a notre connaissance que deux
peptides naturels contenant un fragment hydrazen{igure 2).

- la linatiné”’, extraite de la farine de lin, contient Bxhydrazinoproline, qui est
fortement toxique pour le poulet et présente despmm@tés antibactériennes
(antagoniste a la vitamine B6). Elle augmente liegpion de la dystrophine dans les
muscles squelettiques et cardiaques.

- la négamycin®®, extraite d’'un champignon, contient de I'hydrazaosine, qui est
un antibiotique. Elle se lie a 'ARN ribosomal etrmet de pallier la présence de
codons stop empéchant la synthése correcte danaetéomme c’est le cas chez 10 a

15% des garcons atteints de dystrophie musculaif2uthenne.

O

HN)‘\/\(COOH =y .
< -
,ll COOH H 'NH, l'j ~

Linatine Négamycine

Figure 2

Les hydrazinopeptides ont été trés peu étudiés santle plan chimique que
biologiqué®®® mais certaines études biologiques ont montréeuemplacement d’un acide
aminé par un hydrazinoacide peut permettre au ppepdide d’avoir une activité biologique

trés proche de celle du composé naturel ainsi gums grande résistance aux enzythes

Le nombre limité d’hydrazinopeptides étudiés dangterature peut s’expliquer par :
- la difficulté de synthése des précurseurs que lesrt-hydrazinoacides protégés ; en
effet, les méthodes décrites dans la littératurer ga préparation stéréospecifique
d’a-hydrazinoacides chiraux sont laborieuses a mettr@euvre et/ou difficilement

généralisables ;
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- les difficultés rencontrées lors de lincorporatides a-hydrazinoacides dans une
chaine peptidique : la présence d’'un atome d’azagdplémentaire pose des probléemes

de régiosélectivité du couplage avec le parteradiide.

Le but du travail décrit dans ce mémoire consist@eaitre au point une nouvelle
méthode permettant la préparatioa-diydrazinopeptides. Notre démarche a consisté, aans
premier temps, en la mise au point d’une méthodepmdparation di-hydrazinoacides
protégés et potentiellement utilisables en syntipegeidique. Ces composés possedent une
protection (P) temporaire sur I'azofecompatible avec les stratégies de synthése erephas

solide et une protection (X) semi-permanente sdtea (Figure 3).

0
PHNB-NO‘-(liH—COOH
R

Figure 3

Dans un second temps, nous avons défini des consliiermettant de les insérer dans
une chaine peptidique en croissance. Une étudesééatn phase homogene a permis de
mettre au point les conditions de couplage de adgydrazinoacides, nous avons ensuite
adaptées ces conditions a la Synthése Peptidiguehsise Solide (SPPS). L’'optimisation des
conditions en SPPS a été possible grace a une BRMBNeHR-MAS effectuée directement sur

la résine.

Enfin, dans une étude prospective nous avons vaphliquer ces travaux a la

synthese et I'étude structurale d’'un nouveau typkgdmere mixte lesi/hydrazino-peptides.

Ce mémoire s’articule donc en trois parties :
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Chapitre | : Synthese da-hydrazinoacides

Chapitre Il : Etude de la réactivité des-hydrazinoacides en solution et sur phase solide.

Application & la synthése a*hydrazinopeptides

Chapitre Il : Etude prospective sur la synthése et I'étude wtrale d’una/hydrazino-

peptide

-10 -
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Chapitre | : Synthese d-hydrazinoacides

l. Introduction

L’un de nos objectifs était la préparatiomeliydrazinoacides utilisables dans les deux
stratégies de synthése peptidique sur phase gdlidec et Boc). Le premier barrage a la
syntheése di-hydrazinoacides est la présence d'un carbone ddagoed qui demande la
préparation de synthons optiquement purs. La deigifficulté est due a la présence d'un
atome d’azote supplémentaire qui pose un problemerédjiosélectivite du couplage
peptidigue. Ce deuxiéme point peut étre résolu ¢lisant des a-hydrazinoacides
orthogonalement protégé en®Net N. Il a fallu donc envisager la synthése
d'a-hydrazinoacides porteurs d'une protection temp®rsur 'azote et d’'une protection
semi-permanente sur I'azote Nous avons choisi d’étudier la synthése de deurstyge

monoméres RFmoc (ou Boc)-¥-Z-a-hydrazinoacides (figure 4).

z z
|, 5 1
FmocHN-N -C|:H—COOH BocHNP-N -C|:H—COOH

R R

Figure 4

Pour I'atome d’azot, les groupements Boc et Fmoc ont été choisis caoneles
motifs protecteurs les plus utilisés en SPPS. Patome d’'azotea, nous avons choisi le

groupement Z pour sa résistance aux acides etaseshaibles.

En 1896, Traube obtenait les premiersi-hydrazinoacides par réduction od’
nitrosohydroxylamines dérivées des acides aminéesmondants, cette voie de synthése
ayant été reprise et étendue par Daraffsigns les années 192Depuis quelques méthodes
ont été décrites pour la préparation spécifiqua-ldydrazinoacides, cependant celles-ci
s’averent parfois laborieuses a mettre en ceuwa difficilement généralisables. Nous avons
regroupé ci-apres les méthodes les plus utiliséas t littérature. Cette liste non exhaustive
des différentes syntheses utilisées pour la préparad’a-hydrazinoacides et/ou @
hydrazinoesters montre que dans la plupart dedasasméthodes ne sont pas généralisables,
peu sélectives et ne permettent pas directemetdstdes combinaisons de protection (azote

N® protégé et/ou Riprotégé).
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[.1. Substitution nucléophile.

Une des stratégies permettant la syntheaehgirazinoesters implique une réaction
de type SN entre une hydrazine et un ester optiquement eatifportant un groupe partant

ena du groupement fonctionnel (Schéma 1).

RL._0 _COOR 3INHNH, RL_O COOR
T L

X NH-NHZ

X : halogéne, triflate, nosylate...
2 : alkyle, Boc....
Rl, R : alkyle

Schéma 1

Cette réaction, qui dans certaines conditionsimstéle par le risque d’épimérisation
a néanmoins pu étre réalisée avec de bons excesoénériques, d’abord par Carmi, a partir
d’a-halogénoacides, mais avec de faibles rendeffemsis par Hoffmaft. Aprés avoir
effectué la substitution d’'un nosylate partéet-butylcarbazate = Boc) avec une perte
importante de la pureté optiquié,a privilégié la substitution d'un triflate (tooiirs par
BocNH-NH,), cette fois-ci avec de bons exces énantiomérigtide bons rendements. Cette
méthode a ensuite était reprise par Thirsur un derivé de la lysine avec d’excellents

rendements. Cette méthode semble constituer uneehanie de synthéseathydrazinoesters

NP protégés.
[.2. Amination réductrice d’' a-cétoesters

En 1994, Burk et cofl’ ont préparé des-hydrazinoacides chiraux par amination

réductriced’ a-cétoesters avec induction asymétrique (Schémds2ynt effectué pour cela
une hydrogénation énantiosélective de la liaisorNCGde la N-acylhydrazone obtenue,
catalysée par un complexe au Rhodium (DUPHOS-RRG ke 1,2-bis(phospholano)benzene

comme ligand).
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Oy

S)
~ Rh(cod)

H 0
{ R R H 0
Q
/ DUPHOS-Rh /
COOR + H,NNHCOPh——> N\ Ph —— " & HN Ph
Rl >7COOR H; >—COOR
R R!
Schéma 2

Cette synthese asymétrique permet d'obtenir leslyi® désirés avec des exces
énantiomériques satisfaisants (I’hydrazinoalanine =RCH; est formée avec un excés

énantiomérique de 89%).

[.3. Amination électrophile d’énolate portant un auxiliaire chiral.

On trouve également dans la littérature des syath@symeétriques par amination
électrophile d’énolates portant un auxiliaire chigg*) *®>% Les auxiliaires chiraux les plus
utilisés sont laN-méthyléphédrine, les 4-isopropyl- ou 4-benzyl-ataitnones ou le (-)-1-
[dicyclohexylsulfonamidométhylgndeanorbornanol. Ces méthodes permettent d’obtenic ave
de bons rendements et de bons excés énantiomédgaemmposés protégés ehdti N par

un groupement Boc (Schéma 3).

@] O
)K/ R! 1) LDA-78°C - 0 R
*X *X

2) BocN=NBoc
-78°C N-NHBoc

Schéma 3

[.4. N-amination d’'a-aminoacides

Les réactions deN-amination respectant la configuration absolue dantre
asymétriqgue représentent en principe une solutidirayante pour obtenir les

a-hydrazinoacides optiquement actifs.
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1.4.1. Le réarrangement de Shestakov d’'une urée drydrazine

Cette transposition (analogue du réarrangementfttiitémn des amides en amines), a
été découverte en 1903 par Shestdksur I'urée NH-CO-NH; et a été appliquée en 1974
par Gustafsson et coft® au cas de la L-alanine. Lesaminoacides sont préalablement
transformés en acides hydantoiques, pour |'obtentin-hydrazinoacides optiquement
purs®. La réaction se fait avec rétention de configoratiLe rendement de la réaction, trés
faible lorsque I'hypochlorite de sodium (NaOCI) estisé pour effectuer la transposition, a
été amélioré par Collet et coll., en employant pfoghlorite de potassium (KOCf)(Schéma

4).
Rl H Rl H RL H
}f COOH 1) KOCN /H,0 }= COOH KOCI = _COOH
' - >
NH, 2) HCI NH—ﬁ—NHZ KOH NH-NH,

Schéma 4

Cette méthode, bien que donnant des résultats aatisfaisants (bons rendements et

hautes puretés optiques), ne constitue cependantim méthode directe de synthése-d’

hydrazinoacides Net/ou N protégés.

[.4.2. Réduction d’'un dérivéN-nitroso

La nitrosation directe d’'un acide aminé n’a étdiséa que sur la proline dont I'azote

est secondaif& On peut ainsi préparer les L et D-hydrazinopesdi(Schéma 5).

N7 52% 60% |
H NH,

COOH NaNO, O/COOH 71 | ACOH @COOH
5 '/// —_— ”///
N" 7H N™ “H
NO

Schéma 5
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Pour les autresa-aminoacides, I'amine primaire doit nécessairemedite
monoprotégée avant nitrosation pour éviter la désaion. Achiwa et Yamada ont

appliqué cette méthodologie a plusieurs aminoestdrsnzylés. (Schéma 6)

CO,Et CO,Et CO,Et

fo\H NaNG, HCI R f\H Zn/ACOHl R WWH
NHCH,Ph |\||CH2Ph Ac0 NCH,Ph

NO NHACc

CO,Et CO,Et
R\A\H R A\al
H,/Pd/C | HCI 6M
NHACc NH»
Schéma 6

Cette synthése multi-étapes conduit a des-hydrazinoacides optiquement purs,

mais avec des rendements moyens.
[.4.3. N-amination au moyen d’oxaziridines

Schmitz et coll. ont développé, comme réactif\#amination, I'oxaziridin&®*? de la

cylclohexanone. Le transfert du groupe N\8dir différents esters méthyligues d’aminoacides

est de I'ordre de 60%. Toutefois, le produit isolkést pas I'’hydrazinoacide mais I'hydrazone

avec la cyclohexanone issue de I'oxazoridine ilgt{chéma 7).

/
+ o NNgt R'—N +

Schéma 7
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Dans la perspective de la synthese peptidique,eCell coll. ont développé des
oxaziridinesN-substituées par des carbamates (Schéma 8). Dafs@&mme laN-Boc-3-
(4-cyanophényl)oxaziridine (Collet et coll. Brev&¥O 97/09303) ou la N-Boc-3-
trichlorométhyloxazoridine permettent d’obtenir efitement desa-hydrazinoacides W
protégés par un groupement Boc, optiguement pugs. dXaziridines, composés solides et
stables, sont capables de transférer leur fragamté protégé a un centre nucléophile.

. RZYCOO'BU4N+ o) RZYCOO'BU4N+

H Bz-ll\l H
NHP

R?: H, Alkyle
R : Aryle, CCk
P:Boc, Z Réaction
secondaire
Y
RZYcOC)'Bu4N+ RZYCOOH
R-CH=N H Bz-ll\l H
NHP
Schéma 8

Les rendements sont bons et il y a trés peu deniaa&on. La principale limitation de
cette méthode est liée au fait que les amines pemdR = H) conduisent & de faibles
rendements dus a la formation d’'une base de S¢ufte procédure est donc surtout limitée
aux amines secondaires (proline et acides amimesylés).

|.5. Réaction de Mitsunobu

Une tentative de synthéseodhydrazinoesters chiraux protégem un protocole
dérivé de celui de Mitsunobu a été réalisée paGRindf’. Contrairement & la procédure
classique, il n’'y a pas de partenaire acide ; &kgliazodicarboxylate joue a la fois le role
d’activant et de nucléophile. Cette réaction condout d’abord au déhydrohydrazinoester
correspondanX’ et nécessite une étape supplémentaire de réduptornydrogénation
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catalytique (H/10% Pd/C) pour obtenird-hydrazinoesteX (Schéma 9). Le produit obtenu

est isolé sous forme racémique.

>""'”\

R BocHN-N COOCH X

|
/( 'BuO,C-N=N-CO,'Bu % Boc
HO~ COOCH, R
PPh \ Ji

BocHN-Il\I COOCH X'

Boc

Schéma 9

Au laboratoire, la découverte de nouveaux partesaacides pour la réaction de
Mitsunobu dérivés diN-aminophtalimide (composék schéma 10gm ouvert la voie a un
nouveau mode de préparation d’alkylhydrazines. Cesposés ont la particularité de
posséder un proton acideK@= 11) da a la présence de trois groupements élétraoeurs
et de présenter un encombrement stérique limitgadiel'implication des deux groupements
carbonyles dans le motif phtalimide. Ces propriéés permis de considérer ce type de
molécules en tant que partenaire acide dans dediodsm de Mitsunobu. Il faut noter
I'importance du motif phtalimide dans ce type dactén. Lorsque celui-ci est remplacé par
d’autres systéemes protecteurs activants, on obsameediminution forte des rendements,
voire aucune réaction. Cette différence de rédétivjui ne peut étre attribuée a la variation
d’'acidité du NH (les valeurs d&p sont de méme ordre), est expliquée par une diiimale
I'accessibilité a ce site par encombrement stérique

La réaction de Mitsunobu est connue pour étre c$@eifique et s'éffectue avec
inversion du centre chiral de I'atome de carbonetepow de la fonction hydroxyle. Une
application particulierement intéressante de cevatka consiste en la conversion

d’a-hydroxyester® ena-hydrazinoesters phtaloyl&¥ chiraux selon le schéma 10.
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(@] O
= Réaction de Mitsunobu p
/  HO COOMe R,00C-N=N-COOR /
NN Y PPhTHF NN
Y = s, rcoowle
o R =H, alkyle o A
P=23
1 2 P = Boc4
Schéma 10

Cette méthode permet d’aboutir en peu d’'étapesséhgdrazinoesters dont les deux
azotes de la fonction hydrazine sont orthogonalémeniégés et ce avec de bons rendements.
La pureté optique des-hydrazinoesters phtaloylés obtenus a pu étreiééfif Pour ce faire
les composés formés ont été transformés en acdiegs puis comparés apres dérivatisation
avec les acides aminés chiraux authentiques ersautil une méthode décrite dans la
littérature®324°47 | 'excés énantiomérique obtenu est supérieur &98a réaction se fait
donc avec une complete inversion de configuratiosiscompagne d’une perte négligeable

de la pureté énantiomérique (moins de 2 %) paradux réactifs de départ.

Au début de notre étude, la voie de synthese eg@sprésentait néanmoins plusieurs

limitations :

» la disponibilit¢é des hydroxyesters chirau®; en effet, seuls quelques
hydroxyacides (ou esters) optiquement purs sopbdibles commercialement et a
un co(t éleve,

> la présence du groupement phtalimide indispensahle succes de cette
réaction (par ses effets stériques et électron)fidsnt I'élimination est parfois
problématique et requiert des conditions réactibese dures (utilisation
d’hydrazine ou de ses dérivés),

> la régénération de la fonction acide carboxyligae hydrolyse ou saponification
de l'ester qui nécessite, la encore, la mise antpdé conditions réactionnelles
compatibles avec les groupes fonctionnels préstamts la molécule.

> Seule des méthodes de synthése en solution ag@ditadtorées.

Le plan de ce chapitre s’articule donc en quatrégs:
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» La synthese des-hydrazinoesters phtaloyl@et4

= La transprotection du motif phtalimide en Boc our@moc

= La déprotection de la fonction acide carboxyliques di-hydrazinoesters
obtenus.

= Et enfin la transposition des méthodes utiliséesphase solide.

ll. Synthése desn-hydrazinoesters phtaloylePht,aP-hXaa-OMe

Comme nous l'avons décrit précédemment, desydrazinoesters phtaloylé et 4
peuvent étre obtenus grace a une réaction de Misurentre dedN-alkyloxycarbonyl-

aminophtalimided et desx-hydroxyesterg.

[I.1. Préparation desa-hydroxyesters 2

La réaction de Mitsunobu se réalise avec une iierde configuration, en partant
d’a-hydroxyesters de configuration absolue S (les piomple a obtenir), on peut envisager la
synthese des composés hydrazinés correspondantordiguration R (et inversement).
Plusieurs composés n’étant pas disponibles comatencent ou a un codt élevé, il convenait
donc de définir une voie d’acces efficace a ce tgpecomposés. Nous nous sommes tout
d’abord intéressés a la préparatiora-tiydroxyesters porteurs notamment d’'une chaine

latérale non fonctionnalisée.

Nous nous sommes tournés vers plusieurs méthodedtedédans la littérature
reposant toutes sur une réaction de nitrosatiocidka aminés naturéfs Il a été montré
que cette réaction se fait avec rétention de cordigpn. Parmi les voies réactionnelles
envisagées, celle qui nous a donné les meillewdtats permet, a partir de I'acide aminé,
d'obtenir directement I'hydroxyester correspondam deux étap&% (Schéma 11). La
premiere étape consiste a former I'hnydroxyaciddyd&@ partir de I'acide aminé en utilisant
NaNQO, dans I'acide acétique. Apres extraction, on olbtiemhydroxyacide acétylé pur. Ce
composé est ensuite dissous dans le méthanol atiotiadu chlorure de thionyle permet
d’obtenir I'a-hydroxyester correspondant pur aprés une simp&paration. Les résultats

obtenus sont rassemblés dans le tableau 2.
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H.N_ _COOH  naN AcO_ _COOH  soc HO_ _COOMe
év (O} Y b \__/
ﬁ CH;COOH ﬁ MeOH ﬁ
Xaa 2
Schéma 11
Essai N° Xaa R Rendeme#is?
1 lle “CH(CH)CH,CHs 2150 %
2 Leu “CHCH(CHy)s 2L 59 %
3 Phe CHPh 2E:70 %
4 Val “CH(CH), 2V 82%

(a)rendements déterminés a partir de I'acide ariig de départ

Tableau 2

Cette méthode nous a permis de préparer une sérieydroxyesters de configuration

absolueS dérivés des acides aminés naturels avec de bodements.

[1.2. Condensation de Mitsunobu

Selon les conditions expérimentales mises au panot laboratoire le N-
benzyloxycarbonylaminophthalimideZ ou leN-tert-butyloxycarbonylaminophtalimid&Boc
ont été engagés comme partenaires acides danstaction de MitsunoBfl Les résultats

sont rassemblés dans le schéma 12 et dans leudgblea

0 0
P Azodicarboxylate /P
N_N< + HO__COOMe__—_ — 2; N—N
z VOIr tableau
’ H ( ) —COOMe
1 R 2 PPh THF
0O = £ O R
P=z 1Z P=2Z3
P=Boc1Boc P = Boc4
Schéma 12
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Essais| P R Azodicarboxylale Tempsenh Rendemefte
1 -CH; DBAD 1 3A:96
2 ‘H DBAD 2,5 3G: 93
3|, [ -CRCHCH): DEAD 3 3L:97
4 -CHPh DEAD 3 3F: 64
5 _CH(CHy); DEAD 3 3V :54
6 “CH(CHs)CH,CHs DEAD 3 31: 30
7 Boc -CH3 DBAD 3 4A : 85

(a) rendements calculés par rapport aux compsés

Tableau 3

Certains essais avaient déja été réalisés précéeetrau laboratoire, nous les avons
reproduits et dans certains cas améliorés. Aingi A et 3G, nous avons optimisé I'étape de
purification par chromatographie en utilisant duAIB au lieu du DEAD. PouBL nous
avons amélioré le rendement précédemment obtefaisamt varier le temps de réaction. Le
dérivé de l'isoleucin@l (essai 7) qui n'avait jamais pu étre isolé jusqu'@sent, a été obtenu

avec un rendement relativement faible de 30 %.

Comme il était prévisible, la réaction de Mitsunaliant sensible a 'encombrement
stérique, lesa-hydrazinoesters protégés erf Nar le motif phtalimide et en Npar un
groupement benzyloxycarbonyle (Z) peuvent étre raigeavec d’excellents rendements
lorsque la-hydroxyester de départ est peu encombré. (R 2G], (CH; (2A)). Par contre, on
constate une diminution du rendement lorsque I'eMmement de R augmente (R =
CH.CH(CHg),, CHPh, CH(CH),). Le méme phénoméne est observé lorsque I'on campa
les résultas obtenus aveg et avec ceux obtenus aveEBoc plus encombreé.

lll. Transprotection des composefPht,aP-hXaa-OMe

Une fois les conditions de synthése des compdséd définies et compte tenu du but
que nous nous étions fixe, il était nécessaire direnau point des conditions réactionnelles
permettant la substitution du motif phtalimide, effiet, les conditions nécessaires a son
élimination ne sont, hélas, pas compatibles avecniéthodes généralement utilisées en

chimie des peptides. Une étude antérieure effectuédaboratoire avait montré que la
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déprotection de I'atome d’azofgétait possible en utilisant de la méthylhydrazingis
uniquement a partir des-hydrazinoesters porteurs deaines latérales peu encombrées (R =
H, CHg). Il nous fallait donc mettre au point une méthgemérale permettant I'élimination
du motif phtalimide. Par ailleurs, d’autres travamenés au laboratoire sur la synthese de
pseudodipeptidedl-aminoamides avaient permis de définir une méthbeldéransprotection

permettant de transformer directement le motif lzhtele en groupement Bot(Schéma 13).

Fe Te e Fe
[l 1) MeNH,

ZHN—CH—C—N—CH—C—OR® - , ZHN—CH—C—N—CH—C—OR®

| 2) évaporation

N o NH
o} o o
NHMe
Boc,O, 3éq
DMAP cat
THF
R' O R O
[l [l
. ) ZHN—CH—C—N—CH—C—OR®
R' O R> O
[l [l o N—Boc
ZHN—CH—C—N—CH—C—OR®
NHBoc
NHMe
Boc,O, DMAP
R, O R, O

2
Ll Il
ZHN—CH—C—N—CH—C—OR;

NBoc,

Schéma 13

Cette méthode consiséeouvrirle motif phtalimidepar addition d’'unemine primaire,
puis a introduire un groupement Boc sur I'azBtdavorisant ainsi la coupure de la liaison
carbone-azote par une réaction de substitutioanmtéculaire. La réaction conduit en fait a
la formation des composés bisprotégés par deuxpgroants Boc sur I'atome d’azote latéral
et non aux composés mono-protégés. Il est aloressawse d'utiliser dans un deuxieme
temps, le perchlorate de magnésitimour transformer le motif imidocarbonate (NBopen
motif carbamate (NHBoc).
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Nous avons tout d’abord tenté d’adapter ce prowocplour préparer les
a-hydrazinoesterBBocoZ-Xaa-OMe directement a partir deshydrazinoesters phtaloylés
3. Par la suite nous avons tenté d'utiliser ce mémrmocole pour introduire d’autres
groupements protecteurs efi, Somme le groupement Fmoc pour obtenir 185 hoc-N'-Z-
a-hydrazinoacides et les groupements Z et Tfa. Noums également utilisé ce protocole
quand l'azotea est protégé par un groupement Boc. Ces groupenoantété choisis pour
leur compatibilité avec la SPPS. Enfin, nous avatherché des conditions permettant de

nous affranchir de I'utilisation de perchloraterdagnésium qui n’est pas sans risque.

[1l.1. Etude préliminaire

Afin de définir les meilleures conditions de trartpction du motif phtalimide en
groupement Boc, nous avons choisi d'effectuer undedsystématique sur les compo34s
et4A (R = CH), dont le précurseur est facile d’acces et peueane Deux méthodes (A et B)

ont été développées qui different par la naturkatieine utilisée.

[11.1.1. Méthode utilisant la méthylamine (MéthodeA)

Les conditions expérimentales décrites au labamagoour la transfonctionnalisation
du motif phtalimide en groupement Boc ont été apmes aux compos@A et 4A avec

succés. Nous avons ensuite tenté de les généraliseigroupements Z, Tfa, Fmoc. Les

résultats sont rassemblés dans le schéma 14adtiéau 4.
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i [ 0 H l|3
N._ .COOM
Nt CH—COOMe ) MeNHe / MeOH / THF N cr e
CI:H3 2) évaporation NHMe CHs
o)
P=Z:3A o) P=Z:5A
P = Boc 4A P=Boc :6A
Z,0ou
Tfa,0 ou Boc,0O
Fmoc-Cl
P Mg(CIO,), P
XHN—N—CH-COOMe «————  Boc;N—N—CH—COOMe
CH; THF CHs
P=27:9A,10A, 11A P=Z:7A
P= Boc :12A P=Boc :8A
Schéma 14
Essais P X Conditions Temps en|hRdt en %
1 | 3A:7 Bo,0, DMAPcs, THF 8 IA: 70
9A : 70
Boc 8A: 87
5 4A : Boc Boc,O, DMAP:,, THF 4 12A - 87
2 yd Z,0, DMAP.;, THF 4 10A: 70
3 3A:Z | Tfa Tfa,0 & 0°C 12 11A: 56
4 Fmoc | Fmoc-Cl, DMAR,, THF 350 0
6 Z Z,0, DMAP.y, THF 12 0
7 4A : Boc | Tfa Tfa,O a 0°C 12 0
8 Fmoc | Fmoc-Cl, DMARy, THF 350 0

(a)Rendements calculés par rapport aux comp8aéasu 4A.
Tableau 4

L'utilisation de la méthylamine permet I'ouvertugeiantitative du motif phtalimide
des composés et 4 pour former les composédMPH,aZ-hAla-OMe 5A et BMPH,aBoc—

hAla-OMe6A, obtenus purs apres simple évaporation.
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L’action de BogO en présence d’une quantité catalytigue de DMAResucomposeés
5A et6A (essai 1 et 2) conduit a la formation exclusive demposébis-protégés effs 7A et
8A. Enfin, I'action de Mg(CIQ), nous a alorpermis d’obtenir quantitativement les composés

9A et10A monoprotégeés attendus.

L'utilisation de 40 et de TfaO (sans solvant ni co-réactif) a la place de Boa
conduit dans le cas oB = Z directement aux composés monoprotégés, lesujtsololis-
protégés n’ayant jamais été détectés. En revanohe B = Boc I'emploi de I'anhydride
trifluoroacétique conduit a la dégradation du swabstl'utilisation de 20 ne nous a pas
permis d'obtenir Ix-hydrazinoeste3Z,aBoc—hAla-OMe attendu, ce qui peut s’expliquer,
comme nous le verrons plus loin (voir schém@), par I'encombrement stérique du

groupement Boc, qui génerait 'approche du réactif.

Par contre, quelle que soit la nature Ple(Z : 5A ou Boc : 6A), l'utilisation de
Fmoc-Cl n’aboutit pas a la formation du produit recherchérs de ces tentatives de
transprotection, nous avons remarqué la dégraddgenréactifs en 9-méthylene-9H-fluoréne
et ce, quel que soit le dérivé utilisé (Fmoc-Cl,der®Su en présence ou non de DMAP,
EtsN, NaaCO; et NaH).

Le mécanisme que nous proposons pour la méthode thadsprotection est présenté

dans le schéma 15.
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O o p
3 N—N—CH—COOM
N—N—CIZH—COOMP MeNHz/MeOH= N 'CH e
CH, THF o 3
o)
I MeHN x,0 M
Solvant
Catalyseur
_ o _
X P
N—N—CH-COOMe
CHs,
HMe
K 1
Pour X = Boc \
g P
|
Boc,N—N—CH—COOMe Mg(ClOd)p XHN—N—CH—COOMe
CHy v THF CHy v
Schéma 15

D’aprés les résultats obtenus, nous pouvons proppeeBogO et 20 (en présence
de DMAP) et TfaO seul sont des réactifs capables de générer elgsaihiles pouvant réagir
avec la fonction hydrazide des compdsé conduisant a lintermédiaire fonctionnil
instable qui subit une attaque nucléophile intraoolaire avec formation du composé
monoprotégé/. L'utilisation de BogO-DMAP conduit aux composés bis-protédiés dont
la formation s’explique par une réaction ultériedreréactif électrophile si¢. En se référant
aux données de la littérature, nous pouvons progpsen présence de DMAP, B2 évolue
vers la formation d'une espece particulieremenct&ehile capable de transformer la
fonction carbamate (BocNH) en fonction imidodicarate (BoeN)?2.

Méme si la méthode A n’a pas pu étre appliquée [@synthese di-hydrazinoesters
porteurs d’'un groupement Fmoc, nous avons monteélguéaction de transprotection était
généralisable auxi-hydrazinoesters phtaloyl€3, 4 et a pu étre étendue a deux autres
groupements protecteurs Z et Tfa. Cependant, osdtbode pose plusieurs problémes liés,
d'une part a l'utilisation d'ions perchlorates dengux et d’autre part a des difficultés
rencontrées dans I'étape de purification par chtographie des compos@#\, 10A, 11A,

12A (purification rendue difficile par la présencerdéthylphtalimide).
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Tenant compte du mécanisme proposeé, il semblaisilplesde s’affranchir de la
formation du méthylphtalimide en utilisant une aenisecondaire pour I'ouverture du
phtalimide (schéma 16) et permettant ainsi d'isdks intermédiairesvil. Une étape
supplémentaire, impliquant la méthylamine permittide libérer I'hydrazinoesters. Cette

technique devrait également permettre I'obtentiest composés monoprotéd¥s

R, o
o 5 F:
| R N—N—CH—COOM
N-N—CH-COOMe % Ho &y ©
CHs THF 3
ol o)
| R— VI
A
R XZO
Solvant
Catalyseur
/\O
v MeNH, / MeOH ol
I e e —N— —
XHN—N—CH—-COOMe ~ ~— N—N—CH—COOMe
CHj THF CH;
\Y; ©
R— il
\
Ry
Schéma 16

[11.1.2. Méthode utilisant la pyrrolidine (Méthode B)

Une variante de la méthode A a été définie en ragapit la méthylamine par la
pyrrolidine. Nous avons tout d’abord réalisé chagtape et purifié chaque intermédiaire par
chromatographie sur colonne de silice. La synthes&té réalisée ensuite en partant des
composefPhtaP-hXaa-OMe3A et 4A en n'effectuant aucune purification intermédiaire a
I'exception de simples évaporations entre les dhfiées étapes. Les résultats sont rassemblés

dans le schéma %t le tableau 5.
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O F
0 |
P N,N\CH,COOMe
/ E:NH |
N=N_ H__cH
ICH——COOMe _ > N(j 3
% CH, THF g
Etape 1
P=2Z3A P=2713A:97 %
P = Boc4A P = Bocl4A : 97 %
Tfa,0 7,0
Etape 2| ou BogO
ou Fmoc-Cl
Y
0
X 1
P MeNH,/MeOH N N COOMe
XHN—N—CH—COOMe L
THF 3
CH, N(j
Etape 3 1o
P=2Z9A, 10A, 11A P =Z15A, 16A
P =Bocl2A P = Bocl7A, 18A
Schéma 17
Etape 2
Essai| P X R(;to/li(tb?pe Egtt : (%rc])e
Conditions Rdt %’
1 Boc | DO%0,DMAPw THE | 15793 | 9a:85 | 9A:71
4 heures
> |z | z 220, DMAPeay THF | 162 . 98 | 10A:70 | 10A:64
12 heures
3 Tfa Tfa;,0 a 0°C / 11A:71 | 11A:71
12 heures
4 Boc Boc,O, DMAPeay THF | 177-99 | 124:75 | 12433
4 heures - = =
5 |Boc| z 220, DMAPea THE | 18/ . g 0 0
4 heures
Tfa,O a 0°C
6 Tfa 170 heures 0 0 0
Boc Fmoc-Cl, DMAR,, THF
7et8 ot 7 Fmoc 170 hures 0 0 0

(a) rendements calculés a partird8A ou 14A (b) rendements calculés a partir des compbSési 16 oul7 ou

18A (c) rendement calculé a partir 84 ou4A.

Tableau 5

Les composés d’ouvertu3A et 14A sont obtenus avec d’excellents rendements a

partir de3A et 4A. Comme nous l'avions prévu, la pyrrolidine n’esispassez nucléophile

-28-



Chapitre | : Synthese d-hydrazinoacides

pour réagir de facon intramoléculaire et élimireemiotif aromatique. Ce qui nous a permis

d’isoler les intermédiaire$5A, 16A, 17A, 18A, stables et caractérisables, et qui par action de

méthylamine conduisent directement aux produits opostégé®A, 10A, 12A avec de bons

rendements.

De méme que pour la méthode A, nous n’avons passiréu transprotéger le
groupement phtalimide par le groupement Fmoc disatk la méthode B. Les produits de

départ3A et4A ont été intégralement récupérés et ce quelsoit le protocole utilisé.

Pour X=Tfa, le composdlA est obtenu directement, le composé intermédiaire
n'ayant jamais était observé. Cela peut s’expligoar la présence du motif COCRres
attracteur qui facilite I'attaque d’un nucléophieRCOQO et/ou pyrrolidine) sur le carbonyle

adjacent conduisant directement a la formationaposéL1A selon le schéma 18.

Tfa,0O

13A ———

o°C

Schéma 18

Nous avons observé, de plus une différence deivéaotntre les composékbA et
16A, suivant la nature du groupement protecteur (Bo@)pporté par I'atome d’'azofg En
effet, lors de la synthése du compdg& a partir deL6A, nous avons constaté la formation
du produitl3A avec un rendement de 30 %, qui s’explique parattagjue nucléophile de la
méthylamine sur le carbonyle du Z du composé delonécanisme donné dans le schéma 19.
Ce mécanisme a pu étre conforté par [lisolement lat caractérisation du

benzylméthylcarbamate (ZNHMe), sous-produit deskction.

-29 -



Chapitre | : Synthese d-hydrazinoacides

2 =tBulsA 9A : 85 %

P

Y = CH,Ph16A J\ N COOMe
e ><O l\fI3 \ClH/
H CH,

2 =tBu

attaque
a
P
)L B,N‘“\ _COOMe
S =CH,Ph H CH;,
attaque 10A :70%
aetb +
Ch
i
o) NY COOMe
o© “N* cH”
,L 'CH3 13A 130 %
Schéma 19

PourZ = tBu (protection Boc), la méthylamine réagit al@carbonyle de la fonction
hydrazide pour conduire uniquement a la formatianpdoduit QA attendu #éttaque . Par
contre, dans le cas d& = CH,Ph (protection Z) la formation minoritaire deA peut
s’expliquer par un encombrement stérique moindrgrdupement protecteur Z (comparé au
groupement Boc) permettant I'attaque nucléophildadméthylamine sur le carbonyle de la

fonction uréthaneattaque b.

Cette hypothése pourrait également expliquer tegia¢ nous n'ayons pas pu obtenir
le composépZ,aBoc-hAla-OMe et ce quelle que soit la méthode séidi (A ou B), la
présence du groupement Boc eh défavorisant I'attaque a au profit de I'attaquéSbhéma
20).
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A

- o} NY_ _COOMe
C

Ll%oc

Schéma 20

[11.1.3. Conclusion

Au cours de cette étude exploratoire réalisée &rplrs composé8A et 4A, deux
méthodes de transprotection du motif phtalimidegeupement Boc ont été développées et
étendues, dans certains cas, aux groupes proteceat Tfa. Ces deux méthodes A et B
different par la classe de I'amine utilisée danprigtocole. Contrairement a la méthode A, la
méthode B permet d’isoler directement les comp@s&8 monoprotégés sur 'atome d’azote
B et peut étre appliguée a des quantités importai¢esubstrats, les purifications étant

simplifiées.C’est donc cette méthode que nous avons reterappbtjuée aux compos8s
[11.2. Généralisation de la méthode de transprotetion
Nous avons, dans un premier temps, réalisé laiodade transprotection du motif
phtalimide selon le schéma 21 en isolant et caiiaat# les intermédiaires réactionnels. Dans

un deuxieme temps, la synthese a été réalisée esewlnballon a partir des composgs

L’ensemble des résultats est rassemblé dans katabl
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0 PO
7 _N._ .COOMe
, NH N""CH
N—N_ H &
CH-COOMe ———— >
(oo e )
Etape 1 13
3 =2
Boc,O
Etape 2| pyap cat.
THF
Y
0 7
£ MeNH,/MeOH NNy COOMe
BocHN-N—CH—COOMe - Boc U
B THF R
Etape 3 g N
2 15
Schéma 21
Rdt Rdt Rdt Rdt Rdt
Essai| P R Etape 1 | Etape 2| Etape 3| Global | One pot
%(a) %(b) %(C) %(a) %(a)
1 -H 13G:99 | 15G:96| 9G:96 | 9G:91 | 9G: 77
2 -CH(CH)CH.CHz | 131:63 | 151:81 | 91:74 | 91:38 | 91:70
3 |Z -CH,CH(CHg), 13L:100 | 15L:83| 9L :83 | 9L :69 | 9L : 52
4 -CH,Ph 13F:79 | 15F: 76| 9F:72 | 9F:43 | 9F: 71
5 -CH(CHg), 13V:65 | 15V:70| 9V :93 | 9V :42 | 9V : 66

(a) rendements calculés a partir des comp@édh) rendements
rendements calculés a partir des compdsés

Tableau 6

calculés a partir desmposésl3, (c)

Les rendements en compo&sont bons quelle que soit la nature de la chaidedle

(65 a 100 %). Il est a noter que la procédure en seul ballon » permet souvent d’améliorer

le rendement global de la transformation.
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[11.3. Préparation des fFmocaZ-hXaa-OMe

Les méthodes décrites précédemment ne nous onpgrasis de synthétiser les
hydrazinoesters protégés par un groupement Fmo& . eRar conséquent, nous nous sommes
tournés vers une stratégie indirecte, a partiradesposés®, impliquant une déprotection du
groupement Boc suivie d’une protection par un metifoc selon les conditions rassemblées

dans le schéma 22.

7 1) HCI(3N)/ AcOEt i
BocHN—N—(IZH—COOMe > HzN—N—(IZH—COOMe
R 2) NaHCQ R
9
Fmoc-ClI
N&CO; 10%/ H,0
Dioxane
Y
f
19 FmocHN—N—CIZH—COOMe
R
Schéma 22

Apres purification sur colonne de silice, les cosgsil9A et 19G ont été obtenus
avec des rendements de 75 et 98% respectivemenautees composé® de la famille 191,
19F, 19V), ont été synthétisés selon la méme procédures rair purification par
chromatographie s‘est avérée plus problématiqu®letention de produits purs impossible

(dégradation sur silice).

Une alternative efficace a la méthode décrite plée#ment pour I'introduction du
motif Fmoc a consisté en l'utilisation d’un réacsifipporté décrit dans la littérattife Le
motif Fmoc est fixé sur le support solide (résin®Bi-PS) par formation d’une liaison
carbonate. Ld-hydrazinoester (préalablement déprotégé Bnréhgit par son extrémité NH
libre avec le motif Fmoc pour formemFhydrazinoestefFmocpZ-hAla-OMe purl9A en

solution (Schéma 23).
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A
[
\\,/O meoc H2N—N—CIIH—COOMe

N N, CHs z
H N > FmocHN-N—CH—COOMe
N CH,Cl,, 25°C, 20h. |
CH; 198

100 %

Schéma 23

Cette méthode a de nombreux avantages par rapparsynthése en solution. Elle
permet d’obtenir un rendement quantitatif sansfigation ultérieure. Cependant compte tenu
du prix de la résine cette méthode n’'a pas ét@uetpour la suite de I'étude.

[11.4. Conclusion

Nous avons montré au cours de ce paragrapfie est possible de synthétiser des
a-hydrazinoesters, dérivés des acides aminés comdapts, orthogonalement protégés par
un groupement Z sur I'azote et par un groupement Fmoc ou Boc sur I'afitet cela avec
de bons rendements.

Pour répondre aux objectifs que nous nous étioxésfia savoir la préparation
d'a-hydrazinoacides, il nous restait a mettre au pdeg conditions de déprotection de la

fonction acide carboxylique.

IV. Déprotection de la fonction acide

Dans le but d'utiliser lesi-hydrazinoesters en tant que synthons dans un agepl
peptidique il était nécessaire de libérer leur famcacide carboxylique et donc de définir des
conditions réactionnelles de déprotection compadilalvec la présence des motifs protecteurs

de I'atome d’azot@ (motifs Boc labile en milieu acide ou Fmoc en milibasique).

-34 -



Chapitre | : Synthese d-hydrazinoacides

IV.1. Cas def3Boc (ou Z ou Tfa)-hydrazinoesters

Afin de déterminer les meilleures conditions d’tolgise de la fonction ester, nous
avons effectué une étude systématique, utilisastcdaditions décrites dans littérattife,
visant a faire varier la nature de la base, leastlet les protocoles d’extraction. Cette étude a

éte effectuée sur le compdd& (Schéma 24).

% conditions ZI
BocHN—N—CI:H—COOMe > BocHN—N—CIZH——COOH
CH
° A 1:NaOH/HO 1N/ MeOH hs 20A
2:LiOH 2 éq. HO / THF
3:LIOH 1,5éq./MeOH : 5D (10 :1)
4 : LIOH/H,0 2,5M / THF

Schéma 24

pY

Les conditions 1 a 3 nous ont bien permis dobtdhir-hydrazinoacide20A
correspondant, mais avec une pureté médiocre. 3 fgutes les tentatives de purifications
envisagées (extractiofiquide-liquide, chromatographie) ont abouti a lagchdation du
produit. Par contre les conditions 4, mettant enl’j@ydroxyde de lithium a 2,5M dans,@
et le THF, nous a permis d’obteniothydrazinoacide pur aprés extraction. Nous avooss al
appligué ce protocole aux autrashydrazinoesters. Les résultats sont rassemblés kdan

tableau 7.
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Essai P X -R Rdt 95’
1 -CH; 20A : 83
2 -H 20G: 98
3 Boc -CH(CHs)CH,CHs 201:70
4 , -CH,CH(CHy), 20L : 80
5 -CH,Ph 20F: 81
6 -CH(CHb), 20V :75
7 Z -CH 21A : 98
8 Tfa -CHs 22A:98
9 Boc Boc -CH 23A 99

(a)Rendements calculés par rapport aux hydraziersede départ.

Tableau 7

Quelle que soit la nature des groupes protectetrdeela chaine latérale, les

a-hydrazinoacides ont été isolés avec une bonneéatel’excellents rendements.

IV.2. Cas def3Fmoc-hydrazinoesters

Le groupement protectelimoc étant trés sensible au milieu basique, leslitons
réactionnelles définies pour les composés protégé¥ par un groupement Boc ne sont pas
utilisables. Il nous a donc fallmettre point des conditions spécifiques de déptioteae la

fonction acide compatibles avec ce groupe protecteu

IV.2.1. Hydrolyse enzymatique

Nous avons envisagé dans un premier temps I'utdisad’enzymes. En effet, la
biocatalyse est généralement hautement sélectiymdd étape préalable de reconnaissance
du substrat par I'enzyme mais aussi des conditipésatoires et de la nature du milieu dans
laquelle se déroule la transformation. A cela sitgat des conditions expérimentales

(température, pression) généralement douces, hiaiasi les risques de dégradations.
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Parmi les différentes lipases disponibles, notxck’est porté dans un premier temps
sur le Novozym 435. Cette enzyme a déja fait predgeson efficacité pour catalyser
I'hydrolyse d'esters de structures chimiques tréerdes®®. Cette enzyme présente une
grande stabilité vis-a-vis des hautes températarates milieux organiques et existe sous

forme supportée ce qui facile son utilisation.

Une étude systématique qui n'est pas reportéa ifé réalisée a partir du Z-Ala-OMe
visant a faire varier les différentes conditionpé&xmentales : solvant, température, temps,
pression. Les meilleurs résultats ont été obtera@ sous 400 mbar, dans un mélange 20 %

THF ou dioxane et 80 % de tampon phosphate aphesi#es de réaction.

Dans un premier temps, nous avappliqué ces conditions awx-hydrazinoesters

BFmocpZ-hXaa-OMe dérivés de la glycingqG) et de I'alaning19A) (Schéma 25).

z Novozym 432 Z
FmocHN-N-CH-COOMe >  FmocHN-N-CH-COOH
||? 50°C, 400 mbar ||?
solvant/ tampon
R = H19G 4h R = H24G
R =CH;19A R =CH;24A
Schéma 25

Dans le cas de I'hydrazinoglycird®G, I'hydrolyse est possible dans les conditions
réactionnelles retenues avec un excellent rendedee®0% (rendement déterminé par RMN).
Par contre, les mémes conditions réactionnellesicy@es au dérivé de l'alanindlgA,
R=Me) ont conduit a un rendement inférieur a 5%ea® jours de réaction. D’'apres ces
résultats, il semble que la nature de la chainérdet de I'hydrazinoester joue un réle
primordial dans le phénoméne de reconnaissancematiyue. Compte tenu de ces
observations, le biocatalyseur (Novozym) sembl@a étre le plus adapté pour I'hydrolyse
de nos substrats. Pour la suite de I'étude noussazlors testé d’autres enzymes.

I\V.2.2. Autres biocatalyseurs

Une étude exploratoire a été menée a partir d'wnshydrazinoester

(BBocZ-hLeu-OMe) afin de déterminer les conditions otieés d’hydrolyse en fonction de
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la nature du catalyseur et du solvant de réactime étude qualitative a été menée sur cing
enzymes commercialement disponibles dont 4 lipad@gozyme, lipase pancréatique

porcine, lipase dBseudomonas cepacdi Novozym 435) et une estérase de foie de porc.

Seules deux réactions ont conduit a la formatiorpahduit d’hydrolyse détecté par
RMN : le Lipozym, enzyme immobilisée de la lipase Mucor miehei etla lipase de
Pseudomonas cepaci@ompte tenu de ce résultat, mais aussi de la difté& de prix d’achat
des deux catalyseurs, le Lipozym a été retenu lpcguite de I'étude.

Une étude a été réalisée pour tenter de définmigiieures conditions d’hydrolyse de

BBocZ-hLeu-OMe par le Lipozym. Les résultats sont ragsés dans le tableau 8:

essai solvant Masse d’enzyme Rdt &1 %
1 THF 100 mg 18
2 Dioxane 100 mg 21
3 M2B. 100 mg 25
4 M2B. 200 mg 25

(a) rendements calculés a partir de I'hnydrazinoestedépart et déterminés par RMN

Tableau 8

Le Lypozym conduit bien ad-hydrazinoacide. Cependant quelle que soit la patur
solvant utilisé, les rendements réactionnels selativement faibles et varient de 18 a 25%. |l
est donc intéressant de souligner que, dans ldwcagpozym et contrairement au Novozym
précédemment décrit, la nature du co-solvant oqgemisemble jouer un réle mineur dans
I’évolution de la réaction. On constate néanmoing ¢g meilleur résultat est obtenu en
utilisant le MB..

Nous avons étudié la faisabilité de la réaction ydiblyse biocatalysée des
hydrazinoesters. L'’hydrolyse enzymatique du dédeda glycine protégé par un groupement
Fmoc a pu étre réalisée avec un excellent render@epiendant, nous n’avons pas pu, a ce
jour, généraliser avec succes cette réaction atresaacides aminés de I'étude. Des études
ultérieures d’optimisation seront nécessaires @dirdéfinir les conditions opératoires les plus
adaptées pour cette réaction. Nous nous sommes @diligés vers une méthode par voie

chimique.
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IV.2.3. Saponification

Le groupement Fmoc étant fragile et labile en milbasique, il nous fallait définir des
conditions de saponification adaptées. Pour celas mvons effectué une étude systématique
en utilisant des méthodes décrites dans la litiée¥>>® visant a faire varier les

conditions (solvant et temps de réaction). Les itam sont rassemblées dans le schéma 26.

z z
| iti |
FmocHN-N-CH-COOMe conditions _ FmocHNN-CH-COOH

CHy  19A CH, 24A

:NaOH/MeOH ;0°C;2h

: LiOH 0,2M THF ; 0°C ; 30 min

:3% NaCO3;/ CH,CN ; T.A;; 15 h

: 2,5M NaOH/TH ; 0°C ; 5 min

: HCI / dioxane ; reflux ; 6h

: NaOH 1,2 ég. 0,8M Cagtlans iPrOH/HO (7: 3); T.A.; 4h
: NaOH 1,2 éq. 0,8M Cagtlans iPrOH/HO (7: 3); T.A.; 7h

~No o~ wWNBRE

Schéma 26

Les méthodes 1 a 4 conduisent majoritairement déjarotection du motif ester
accompagnée de celle du groupe Fmoc. La méthodeols ra permis d’obtenir
I’ a-hydrazinoacide24A avec une pureté médiocre. Les méthodes 6 et 7 owupermis
d’obtenir le compos@4A avec respectivement 75% et 98% de rendement. dreditions 7°
ont également été appliquées au comdd@se (BFmocpZ-hGly-OMe) et la-hydrazinoacide

correspondar24G a été obtenu avec un rendements de 96 %.

IV.3. Conclusion

Au cours de cette étude, nous avons mis au pomtcdaditions de saponification
permettant la synthése efficaceadiydrazinoacides orthogonalement protégés par un

groupement Z sur l'azote et par un groupement Fmoc ou Boc sur I'afbte
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V. Synthese des monomeres sur support solide

La synthése sur support solide de petites molécoifganiques suscite un intérét
grandissant. En effet, cette technique facilitesyamthése rapide d'un grand nombre de

produits en un temps court.

Compte tenu de l'intérét que peuvent présententbgdrazinoacides ainsi que de la
possibilité de faire varier plusieurs points deedsité (nature de la chaine latérale et des
différents groupements protecteurs), il nous a $&nmbéressant de transposer les méthodes
de synthese décrites précédemment a la synthépertégm De plus, I'étape clé de la synthese
est, comme nous l'avons décrit plus haut, une cwseteon de Mitsunobu qui conduit a la
formation de sous-produits en grande quantité,ieecgmplique I'étape de purification lors
de la synthese en milieu homogéne et rend doncpiEtement attrayante une stratégie de

synthese sur support solide.

Deux stratégies, représentées dans le schémat2ftéoenvisagées. Elles différent par
le mode d’ancrage de I'un des partenaires de letiofade Mitsunobu : le motif aromatique
de groupement phtalimide du partenaire &&itfy(Voie 1) ou le motif acide carboxylique de

I’ a-hydroxyacid&® (Voie 2).

V0|e 1

%
A - o L

Voie 2

Dl

Schéma 27

V.1. Synthése supportée di-hydrazinoacides par la voie 1

Cette synthese a été réalisée a partir d’anhydpitkalique supporté obtenu par

greffage de I'anhydride triméllitique sur une ré&sWang (Schéma 28).
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a Q P b i ¢
Q-cron —2» Qg 2, Qo n®
résine WANG 0 H
o) © 1'Bocoul'Z
c
P d '
BoeN-N-CH-COOR' ___(Méthode A) 2 O
R O\O P
7,8et25G N-N
5 )—COOR'
e O R

BocNH-N-CH-COOR'’ (Méthode B)

R
9,12, 25A et26G

a) anhydride triméllitique (3 éq.), PP(B éq.), DIAD (3 éq.), THF ; b) i. ZHNNjHu BocHNNH (3 éq.), THF
; ii. DCC (3 éqg.), HOBt (3 €q.), THF ; c) RCH(OH)C®' (3 éq.), PPB3 éq.), DIAD (3 éq.), THF ; d/iéthode
A i. MeNH, (4 €q.), THF; ii. BogO (4 éqg.), DMAP cat. ; éyléthode B i. pyrrolydine (4 eq.), THF ; ii. BgO
(4 €9.), DMAP (cat.) THF ; iii. MeNK(4 éq.), THF.

Schéma 28

Les partenaires aciddsBoc et 1'Z, analogues supportés des compddésc et 1Z
déja cités, sont obtenus en deux étapes par audditotrois équivalents de carbazate sur
'anhydride supporté suivie d’'une réaction de catiion impliquant du DCC-HOBt. La
réaction de Mitsunobu est réalisée en utilisant|.3d@ partenaire acide, de DIAD et de PPh
dans du THF comme solvant. Enfin, les réactiondrdesprotection du motif phtalimide
décrites précédemment ont été mises a profit p@finid deux nouvelles méthodes de
relargage originales et réalisables dans des donsiparticulierement douces permettant la
préparation desi-hydrazinoesters bis protég@#\, 7G, 8A, 8G et 25G (méthode A) ou

monoprotégésy, 12, 26A et 27G (méthode B).

Les produits de réaction sont obtenus aprés sigyaporation du solvant. Dans le cas
de la méthode A, une purification rapide sur commmromatographique est réalisée afin

d’éliminer I'excés de Bo©.

Une série di-hydrazinoesters a été préparée en utilisant cesx deoies
réactionnelle¥; ces synthéses permettent de gérer 3 points eesiti :
- la chaine latérale de I'hydroxyester
- la nature du groupe ester

- la nature du groupe protecteéRiporté par 'azote
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Le tableau 9 rassemble les résultats obtenus.

Essai = R R’ Méthode Rdt 9%
1 -CHj3 CH; 7A: 62
2 z -H CH;, 7G: 56
3 -H CH.Ph A 25G: 55
4 Boc -CH; CH; 8A:35
5 -CHj CH; 9A: 84
6 -CHjs CH,CHs 26A: 80
7 z -H CHs 9G: 63
8 -H CH,Ph ° 271G: 65
9 -CH,Ph CH 9F : 58
10 Boc -CH CHs 12A: 40

(a) Les rendements sont calculés a partir du tawsubstitution de la résine et la pureté des ptoduété
vérifiée par RMN et CCM.

Tableau 9

Pour P = Z et quelle que soit la nature de R etdR’rendements apres 5 étapes varient
de 55 a 80% ce qui correspond a un rendement ppe éompris entre 89 et 96 %. Ces

rendements sont sensiblement identiques a ceuruwben phase liquide.

Par contre, lorsque P = Boc plus encombré, leserardts sont plus faibles et varient
de 35 a 40%. Ce qui est inférieur d’environ 20 ¥eax obtenus en phase liquide mais qui
donne un rendement moyen pour chaque étape de&8P@ Ce résultat suggere une fois de
plus que la réaction de Mitsunobu est sensible@dcbmbrement stérique des réactifs mais

aussi a celui du support.

V.2. Synthese supportée di-hydrazinoacides par la voie 2

La seconde stratégie envisagée consiste a gretfenydroxyacide sur le support
solide par sa fonction acide carboxylique termiredle’y condenser le partenaire acide de la

réaction de Mitsunobul®Z). Cette voie réactionnelle qui, contrairement avdée 1, est
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réalisée dans le sens de la synthése peptidiqueepele tirer avantage des méthodes de

greffage et de clivage de la SPPS.

Le greffage de B-hydroxyacide nécessite la protection de la fomctigdroxyle, ce
qui peut étre réalisé par traitement par le dihggrane (DHP) selon un protocole décrit dans
la littératur&®. Nous avons appliqué cette méthode & la préparaiis composég. Les

résultats sont rassemblés dans le schéma 29adtiéat 10.

H,N-CH-COOH Hat: HO-CH-COOH MS» ° O-CH-COOH
Schéma 29
Essai Xaa Rdt en28 %® Rdt er29 %"
1 Ala commercial 29A: 45
2 Gly commercial 29G: 42
3 Val 28V : 27 29V : 40
4 lle 281:9 Non tenté
5 Leu 28L : 54 20L 141
6 Phe 28F: 60 29F 48

(a). rendements calculés a partir des acides arnorésspondants aprés recristallisation ; (b). eemehts
calculés a partir des hydroxyacidd®apres extraction liquide-liquide.

Tableau 10

Les composég9 ont été isolés avec des rendements modestes.uBgilpést a noter
que plus la chaine latérale da-Aminoacide est encombrée, plus le rendement thpééde
nitrosation est faible (essais 3 et 4). C'est poarglans le cas particulier de I'isoleucine,
nous nous sommes tournés vers une méthode altermaspirée de la méthode utilisée dans
le paragraphe précédent et impliquant une étapeléupntaire de saponificatioiCette
stratégie nous a permis d’isoler le comp@8&é avec un rendement global de 22% (Schéma
30).
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HNS 7€OCH 1) NaNO, CH,CooH  HOS  -COOMe

Y o

|
CH. /CH3 2) SOCE, MeOH CH. /CH3

1) DHP, APTS, THF
2) LIOH / H,O / THF
3) HCl

0]
0]
\
/CH-COOH

HyC—CH
CHZ_CH3
291 : 22%

Schéma 30

A partir deso-hydroxyacides protégé9, la synthése supportéeadhydrazinoacides

30a été réalisée selon le schéma 31 donné ci-dessou

0 o)
HOO —2. THP’O\)]\O”O —>b HO\)]\OO

résine WANG
C l

o) o)
@:‘(\( p d z
N-N O =<0 N-N O
a0 © Ri o: H o) Ri o: Q

|
P/l

a) THPOCH(R)COOH9 (3 éq.), DIC (3 éq.), DMAP (cat.), THF; b) APTSHEI,/MeOH 97/3; c) PhtN-NHZ
(12) (3 éq.), PPh(3 éq.), DIAD (3 éq.), THF ; d) TFA/CAEI,1/1.

Schéma 31

Les composég9 ont été greffés sur la résine Wang en utilisari2llé comme agent
de couplage. Le motif THP a été déprotégé par mctiBPTS dans le DCM. La réaction de
Mitsunobu a été réalisée en utilisant le compthgécomme partenaire acide et les
hydrazinoacides phtaloyl€X) sont isolés aprés décrochage par un mélange THM-IAT.

Les résultats sont rassemblés dans le tableau 11.
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Essali R Rdt 9%
1 Ch 30A :85
2 H 30G: 71
3 “CH,CH(CHa)s 30L : 45
4 -CH;Ph 30F: 51
5 _CH(CH), 30V: 56
6 “CH(CHy)CH,CHs 301 : 25

(a). Les rendements sont calculés a partir dudawsubstitution de la résine.

Tableau 11

Nous avons obtenu une pureté de 95% vérifiée paNR¥ns aucune étape de
purification et avec des rendements variant de 35%. Nous avons estérifié le composé
30A, afin de pouvoir le comparé avec le comp8g€éainsi nous avons pu veérifier sur cet

exemple le rendement et la pureté de nos syntheses.

Il est a noter que cette stratégie permet la pedjpar directe di-hydrazinoacides
phtaloylés que nous n’avions pas pu isoler précéummha partir des compos&sktn effet, la
saponification ou I'hydrolyse des compo&is’est pas compatible avec la présence du motif
phtalimide.

Cette stratégie de synthése semble donc ouvrir mrspectives tout a fait
prometteuses, non seulement pour la synthese sapptin-hydrazinoacides mais également

d’hydrazinopeptides comme nous le montrerons eltiéeiment (chapitre 11).

VI. Conclusion

Les travaux menés au cours de cette étude avp@mnt but la préparation d-*

hydrazinoacides orthogonalement protégés et uilksaen synthese peptidique.

Nous avons montré que la méthode de transprotecté&dmie préalablement au
laboratoire et permettant la transformation darssabaditions douces d’'un groupe phtalimide
en groupe Boc pouvait étre appliquée adlydrazinoesterBPhtoP-Xaa-OMe3 et4. Cette

méthode a été étendue a d’autres groupements f@ateet améliorée. Leshydrazinoesters
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porteurs d’'un groupe protecteur Fm@EmocpZ-hXaa-OMe 19 ont été isolés par une

méthode indirecte en deux étapes : déprotectidBoduet introduction du groupement Fmoc.

Nous avons mis au point des méthodes de sapoiuficafficaceset compatibles avec
la présence des groupements protecteurs Boc ou Foiocous ont permis d’isoler les

hydrazinoacidefBoc,aZ-hXaa-OH20 et BFmoc,aZ-hXaa-OH24.

Les méthodes décrites ont été transposées a laesgnsupportée ; nous avons ainsi
défini deux protocoles de synthés@iydrazinoacides et d-hydrazinoesters qui different
par le mode d’ancrage du substrat sur la matricenpre. Ces stratégies originales
simplifient considérablement les techniques del®sd et permettent la préparation aisée de

petites librairies de produits.
Nous avons réussi a synthétiser une sér@-hydrazinoacides orthogonalement

protégés utilisables en synthése peptidique susepbalide aussi bien en stratégie Boc qu’en
stratégie Fmoc.
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Chapitre 1l : Etude de la réactivité deshydrazinoacides en solution et sur phase solide
Application a la synthése @¢hydrazinopeptides

|. Rappels sur la synthése peptidique

Afin de faciliter la compréhension de ce chapitre,s allons procéder a un rappel des
réactions les plus courantes utilisées en synthéptidique en phase liquide et sur support

solide, ainsi que les méthodes de suivi des réaeo phase solide.
I.1. Généralités sur la synthése peptidique en smion

[.1.1. Définitions

Un peptide est un polymere d’acides aminés relié® eux par une liaison peptidique.

Par convention, on écrit les peptides en placagauche I'extrémitédN-terminale et a droite

leur extrémitéC-terminale. Chaque liaison peptidique est obtenudrais étapes (Schéma

32):
a) déprotection du peptidk, libérant la fonction aminB ;
b) activation de I'acide amin€ en intermédiaires réacti3 ;

c) couplage entr8 etD

. O N
I déproctection
P,—N—CH-C—O04P,——— H H—CliH-C—O P,
H
R n R n l (”)
couplage
A B > ——— P-N—CH-C—O--P,
Ho n+l
I activaction (”)
Pl_H_CI:H_C_OH I Pl—N—CllH-C—X
H
R R <
C D

P; : groupe amino-protecteur ; Pgroupe bloquant le carboxyle ; X : groupe partan
Schéma 32

L’allongement de la chaine peptidique du détterminal est ainsi réalisé acide aminé

par acide aminé (synthése pas a pas), ce qui peerighiter la racémisation pendant I'étape

d’activation—couplagev(de infrg).
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La protection des fonctions non réagissantes eaisé& au moyen de groupes

protecteurs appropriés. Les fonctions carboxyles Bimquées sous formes d’esters)(lRes

groupes amino-protecteurqPtres nombreux, visent a transformer I'amine pin@ en amine
plus substituée, en amide ou, le plus souvent, réthane. De ce dernier type citons les
groupes Boc, Z et Fmoc. Le choix des conditionsratpées permet d’effectuer une

déprotection sélective de chacun de ces groupes.

1.1.2. Méthode de couplage

Afin de procéder au couplage, le carboxyle de da@minéN-protégé peut étre activé
sous différentes formes. Selon la méthode utilisi@grmédiaire activé est ou n’est pas isolé.

Différentes procédures de couplage peptidique samployées ; nous nous limiterons aux

méthodes les plus utilisées.

[.1.2.1. Réaction de Curtius
La premiére réaction de couplage respectant laliiéides acides aminés a été mise
au point par Curtius (Schéma ¥3)Cette méthode n’est plus guére utilisée de nossjpla

réaction est lente et généere de nombreux prodedsslaires.

O
(@]
ROCONH Co
ROCONH NH,-NH, ~N NHNH
o Son . x )
= R
R, !
R, NaNG, - HCI
' 2
T HNT >
ROCONH Co )\ 2 |
~_ N C/ (@]
; ‘ ROCONH
H || ~ S,
Ry H O =
Ry
Schéma 33
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1.1.2.2. Les anhydrides mixtes.

Les chloroformiates le plus utilisé d’entre eux étant le chloroforteia’isobutyle
(ICF), conduisent en présence d'un acide carbouglieet d'une base comme I8-
méthylmorpholine (NMM) a des anhydrides mixtes. @Esniers ne sont pas isolés et
réagissentn situ avec la fonction amine (Schéma %4f. C’est une méthode de couplage
propre et efficace. Elle nécessite cependant d'éiedisée a -20°C pour la stabilité des

anhydrides. A plus haute température on obserf@aation irréversible d’esters.

<”3 o)
| |
ROCONH NMM - ICF ROCONH C
B THF B
Ry -20°C R,
t. amb. NH,-R
-20°C
ICI) I
ROCONHiv C\o>< ROCONHiv C\’\l'/ R
R R, H
Schéma 34

Les anhydrides de Leuchou N-carboxyanhydrides (NCASJ"® ces composés
constituent une catégorie intéressante d’anhydridextes puisqu’ils comportent
simultanément dans leur structure une fonction anpiotégée sous forme de carbamate et
une fonction acide activée sous forme d’anhydridesont donc potentiellement de trés bons
réactifs pour la synthése peptidique. Les nucldephdt notamment les amines réagissent sur
la fonction acide activée du NCA (au niveau du oagb5) et induisent I'ouverture du cycle
générant ainsi un acide carbamique sur I'azote’atgde aminé. L'acide carbamique ainsi

formé est instable et se décarboxyle de fagcon apéstpour donner naissance a une amine

libre (Schéma 35).
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R, HszCOOR3
= Ry
HN™ 4 R o
2 N COOR;
o © o R
Schéma 35

Ces réactifs ne sont plus trés utilisés aujourd’hucause d’'un phénomene de
polymérisation di a la compétition d’'attaque nuphéle entre I'amine désirée et celle
générée aprés décarboxylation de I'acide carbarflighais grace au développement d'un
nouveau reéactif, I'uréthane-NCA ou UNCA, les NCAgnpaissent un nouvel intérét en
synthése organiql®’’ et peptidiqué. Il s'agit d'un N-carboxyanhydride dont I'azote est
substitué par un groupement alkoxycarbonyle. Ligtténajeur de ce type de structure est de

supprimer tout phénomeéne de polymérisation carsapugerture du cycle et décarboxylation,
I'amine générée n’est pas libore comme dans le cabldA mais protégée sous forme de

carbamate (Schéma 36).

R, HN._-COORs i
= y o
ROCON™ > N_ _COOR,
)2\ 5—0 > ROCO ~
g © 0O R
Schéma 36

[.1.2.3. Les carbodiimides

Les carbodiimides sont des agents de couplageetngsoyés en synthese peptidique.
La plus connuest la dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (figure’ette derniére génére une

urée insoluble dans I'eau, la dicyclohexylurée (JHqui ne s’élimine pas aisément. Pour

cette raison son utilisation en phase liquide sevie restreinte. La DCC est alors parfois
remplacée par la 1-éthyl-3-(3’-diméthylaminopropghbodiimide [(EDC) ou WSCWater
Soluble Carbodiimide)] (Figure 3§ dont I'urée formée est soluble dans I'eau et pre

éliminée par lavage.
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H
|+
<:>—N=C=N—<:> Et—N—C—N— (CH3,)2——ITI—H cr
H
DCC

EDC

Figure 5

Les carbodiimides interviennent dans de nombrems#hodes de couplage. La DCC
en présence de deux équivalents dacide anfWaprotégé conduit aux anhydrides
symétrique¥. Ces derniers constituent des intermédiaires régastifs. Cette méthode trés
efficace présente cependant I'inconvénient d’engaigeix équivalents d’acide aminé. Un
couplage peut étre également réalisé par I'introdacsimultanée des deux partenaires et de
la DCC. Cette derniére réagit alors sur I'acide raémi-protég&® La O-acylisourée ainsi
formée est attaquée par la fonction amine librer pitablir le lien amide. Une réaction

parasite se produit parallélement aboutissant &uaeylurée (Schéma 37)
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R OH R Yo7 R
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(Ij H
R Yo
N-acylurée
Schéma 37
Pour la minimiser, il convient d’ajouter des comg®s comme le N-

hydroxybenzotriazole (HOBt) qui vont réagir avecQeacylisourée dés sa formation pour
donner naissance & des intermédiaires moins r#aci@es derniers peuvent parfois étre
isolés et purifiés ; certains sont méme commerci&ux parle alors de méthode aux esters

activés.
[.1.2.4. Les esters activés

Parmi les réactifs les plus couramment employés, peut citer la N-
hydroxysuccinimide (HOSE, le p-nitrophénol (HONPS et le pentafluorophénol (HOPf3)
(Figure 6).
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Ester depara-nitrophénol =
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O II\I O
)k Nx )J\

R~ S0~ N R~ Yo F

O F

Ester deN-hydroxybenzotriazole @) Ester de pentafluorophénol
N
R og
O

Ester deN-hydroxysuccinimide

Figure 6

1.1.2.5. Les sels de phosphonium et d’'uronium

Le plus connu est trés certainement le réactif logpe par Castro et coll.,
I'hexafluorophosphate de benzotriazol-1-yl-oxy-{{iéméthylamino)-phosphonium ou BOP
(Figure 7% Au cours du couplage, de [I'hexaméthylphosphaaotiile (HMPT)
potentiellement cancérigene est libéré. Par coredgliutilisation du BOP est proscrite pour
tout produit destiné a un usage thérapeutique.ellt @tre remplacé par plusieurs autres
réactifs dont le tétrafluoroborate de H(benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-teraméthyluronium ou
TBTU%, le 2-(1H-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tétramdtingnium (HATUY*** (Figure 7).
Les méthodes au TBTU et HATU sont trés facilemeisesien ceuvre, ne demandent pas de
précautions particulieres et permettent d’atteindes rendements satisfaisants avec des

produits bruts relativement propres.
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. B N
PF, BF y
?+ i N ’ NT TN PR
N(CH3)2 3%)2 3/2 (H3C)2N N(CH3)2
BOP TBTU HATU
Figure 7

1.1.2.6. Les halogénures d’acides

Les chlorures d’acide, généralement obtenus paoradu chlorure de thionyl&®
(Schéma 38), sont de bons réactifs de couplageer@apt, ils sont relativement peu utilisés
en synthése peptidique sur phase solide du fdé@udanstabilité a température ambiante.

| II
SOC) ROCONH
% e \Y/C\O

ROCONH
 Son
= pyridine z
R1 -20°C Ry
NH,-R
I
ROCONH\{/C\N/R
R, H
Schéma 38

Les fluorures d’acides peuvent étre préparés pax deéthodes principales soit en

utilisant comme agent fluorant le fluorure cyanaty?® (Schéma 39), soit en utilisant les sels
dd,N,N",Ntétraméthylformamidinium

d’hexafluorophospate (hexafluorophosphate
[TFFH] ou hexafluorophosphate de bis(tetraméthymeroformamidinium [BTFFHI}®

(Figure 8).
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Schéma 39
. )

TFFH BTFFH
Figure 8
De méme que pour les chlorures d’acides, les fhasrd’acides peuvent étre isolés.

Etant beaucoup plus stables que les chloruresd#aaiorrespondants, la réaction de couplage

utilisant les fluorures d’acides peut étre réaliddempérature ambiante.

1.1.3. Racémisation

Quelques soit la méthode utilisée, le principalbpgme de la synthese peptidique est
la racémisation qui peut se produire au niveauateihoacide utilisé pour le couplage. Elle
conduit a I'apparition de peptides épimeéres quiidirant le rendement et peuvent parfois étre

difficiles a séparer du produit désiré.

Les deux principaux mécanismes de racémisationmiéau basique ou neutre, font

intervenir I'’énolisation directe de I'acide aminguplé ou la formation d’oxazolone.

L’énolisation de I'acide amin€-terminal peut se produire par abstraction du proto

en a. Le choix de la méthode de synthese utilisant mdeux neutres ou l'utilisation
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d’amines tertiaires comme la DIEA ouNaméthylmorpholine permet d’éliminer, en général,

cette possibilité.

L'oxazolone formée a partir de I'intermédiaire aéti peut facilement échanger son

proton ena, et donc conduire a un mélange d’énantiomereséf{8ahio).

i
Yﬁ:Ncl:HC—x—>\(74 4<\(
H
(0] R O/ \
Y = OR, protection uretahne
Y = NHR; fragement peptidique

Schéma 40

La formation de I'oxazolone dépend de la naturesdbstituant fixé sur 'azote de
I'acide aminé activé. Si celui-ci est engagé damsliaison amide la formation de I'oxazolone
est beaucoup plus facile que s'il est lié a un pemoent protecteur de type uréthanes, la
racémisation étant minimisée par la faible acided’hydrogéne en de I'oxazolone; celle-
ci conserve sa chiralité et son aminolyse conduipeptide RCOHNR'. Le probleme reste

cependant posé pour le couplage de segments ppsl{synthese convergente).

[.2. Généralités sur la synthése peptidique sur @se solide

Depuis son introduction en 1963 par Merriff@fl la synthése sur phase solide a
considérablement reculé les limites de la synthpEg#idique jusqu’alors réalisée en phase
homogene. Merrifield a eu I'idée d’ancrer le premaeide aminé sur une matrice polymere
insoluble. Ce nouveau mode de synthése permetiait d’éviter les réactions indésirables
puisque avec I'immobilisation d’'un des partenaises la phase solide, une seule fonction
d’'un acide aminé est disponible pour le couplageautre avantage de I'immobilisation d’un
acide aminé sur un polymeére insoluble est que petmet I'utilisation d’'un excés du réactif
en solution. Cet exces de réactif n'est plus carsidcomme une impureté pour le produit

final mais permet d’obtenir des rendements de @ggproche de 100%.
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L’avantage sdrement le plus significatif de la $y@se en phase solide, est que toutes
les étapes de purification entre chaque couplage sopprimées puisque le peptide en
croissance reste accroché sur le polymere insqljideu'audécrochage final. Les seules
phases de purifications entre les étapes se lim#etle simples lavages, d’ou un gain de
temps considérable. En fin de synthése, le pepstialors décroché du polymere par coupure

chimique avant d’étre purifi€, le plus souvent GaHP.

L'avancée réalisée par la chimie peptidique sursphaolide a contribué au
développement de nombreux supports solides, auisi celui de nouvelles chimies pour
I'activation et la protection des acides aminéstudliement deux grandes stratégies sont
utilisées pour la synthése peptidique sur phaselesoCes deux stratégies reposent sur
I'utilisation de deux types de protections temp@siFmoc ou Boc, pour la protection de la

fonction amine.

La différence principale entre les deux types dasupes protecteurs est liée a leur
mode de déprotection. La déprotection du grouperfrembc s’effectue en milieu basique
alors que la déprotection du groupement Boc s’affeen milieu acide. Actuellement la
stratégie Fmoc/tBu est la plus utilisée car la cowadinale du peptide du support solide utilise
du TFA concentré alors que la stratégie Boc/Bnlessite I'utilisation d’'acide fort comme
l'acide trifluorométhanesulfonique (TFMSR}'® le trifluorométhanesulfonate de
triméthylsilyle (TMSOTf}***%ou le fluorure d’hydrogéne (HEf.

Bien que ces deux types de motifs se déprotegémm geux protocoles différents, le
protocole utilisé pour le couplage des différemtisies aminés est le méme. La premiére étape
consiste a greffer le premier acide aminé sur $meg si elle nest pas déja substituée par ce
résidu. On trouve en effet dans le commerce uraicertombre de résines portant déja le
premier acide aminé. Il convient ensuite de dégertéa fonction amine de ce premier acide
aminé. Le deuxiéme résidu est introduit sous foNy@otégée. La croissance du peptide se
poursuit ainsi, de maniere récurrente, par sucoeste couplage et de déprotections. Lors de

I'ultime étape, le peptide est coupé de la résBaéma 41).
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Protection Chaine Iatéral Lien Peptide-Résine

Schéma 41 principe de la synthése peptidique sur phase solide

Une seule étape de purification est nécessaires apgrerochage du peptide de son
support. Elle est effectuée par chromatographieiide haute performance (CLHP)

préparative.
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[.3. Suivi des réactions en synthese sur suppoulgle

Lors de la synthése de peptides sur phase sokdetedts colorimétriques permettent
d’évaluer l'efficacité d’'un couplage ou d'une dé@ation. Trois tests sont couramment
utilisés pour ce controle. Le test de Kateest un mélange de ninhydrine et de phénol en
solution dans I'éthanol et de cyanure de potassians la pyridine. Il entraine une coloration
bleue & violette. Le test & I'acide 2,4,6-triniteozéne sulfonique (ATNBSY entraine une
coloration orange a rouge. Ces deux tests sortaeHfs sur un groupement amine primaire
libre. Pour contrdler les couplages et déprotestisar un résidu proline, qui posséde un
groupement amine secondaire, on utilise un testhdoranit® qui entraine une coloration

bleu-vert intense des billes de résines avec letimm amine libre.

Ces tests qualitatifs colorimétriques qui ont mésteur utilité en synthése peptidique
classique apportent néanmoins une information déejisurtout dans le contexte de synthése

de pseudopeptides.

C’est pour ces raisons que des techniques pemhé&traalyse d’'une molécule ancrée
sur un support solide ont été développées. Pares,da RMN est sans doute I'une des
méthodes les plus performante. Cependant la maghfiieulté rencontrée lorsque I'on veut
étudier une molécule ancrée sur un support sobddRMN est I'importance de la largeur des
raies. Dans le cas d’'un échantillon purement splaléargeur de raie peut dépasser 10 kHz.
Cet élargissement des raies provient notammentimteraction dipdle-dipdle (interaction
dipolaire). Une autre contribution & I'élargissernédes raies provient des inhomogénéités de
susceptibilité magnétique. Ces variations de susxig proviennent de I'hétérogénéité de
I'échantillon et peuvent étre décrites comme urteraction dipolaire entre le spin et un

dipdle macroscopiqd®’.

Dans le cas d’'un échantillon de résine gonfléexiste un gradient de mobilité allant
de mouvements lents pour le polymére, vers des amants plus rapides pour la molécule
ancrée sur le support par I'intermédiaire d’'un kit@spacement, souvent appelé « linker ».
Méme si la mobilité des molécules ancrées a l'exité® du « linker » se rapproche des

comportements rencontrés en solution, la largeurage reste importante et ne permet pas
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I'obtention de spectres exploitables. De plus, Bi @oute a cela une inhomogénéité
importante de susceptibilité magnétique due a lirtgnte hétérogénéité de I'échantillon,
cette inhomogénéité contribue aussi a I'élargisserdes raies. En effet lorsque la résine est
gonflée, elle n'est plus un solide pur et compadaliféérentes zones, certaines contenant du
solvant, d’autres étant constituées de domainesalubles a mobilité réduite, ou encore des
domaines de grande mobilité. Toutes ces zones aréet a I'intérieur de I'échantillon des
grandes différences de susceptibilité magnétiqud, & leur tour vont contribuer a

I'élargissement de raies.

La RMN HR-MAS'! appliquée a la synthése en phase solide reposalesur
conditions. Contrairement a la RMN du solide, I'éctillon doit étre gonflé dans un solvant
approprié. Le bon gonflement du polymére garanig mobilité importante des molécules
ancrées grace a leur solvatation adéquate et ré@durhoins partiellement les interactions
dipolaires qui sont propres aux solides. Du faitrapport gyromagnétique élevé du proton,
I'interaction dipolaire et les effets de suscepitdbimagnétique sont exacerbés et dans ce cas

le gonflement de la résine n’est pas suffisant pooyenner ces interactions.

La deuxieme condition est que I'enregistrement sigsctres doit étre effectué en
utilisant la technique de rotation de I'échantillan’angle magique (54,7°). Tandis que le
gonflement de la résine permet une solvatation rdetécules et leur confere ainsi une
mobilité accrue par rapport a la résine sécheptation rapide de I'échantillon a l'angle
magique permet de moyenner les différences de guigdiee magnétique, ainsi que I'effet
dipolaire résiduel, ce qui permet d'obtenir descs résolus efH, **C pour la molécule

ancrée sur le support.

En combinant le gonflement de la résine et la imta& I'angle magique (« magic
angle spinning »), le comportement des signaux Ri@sl molécules ancrées sur le support
solide tend a se rapprocher des composés rencemtti@®IN liquide haute résolution (Figure
9). Toutes les séquences impulsionnelles utilissed celles empruntées a la RMN du

liquide.
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(A) Spectre statique de la résine-peptide séchesgBctre sous MAS de la résine-peptide sécheSfEktre
statique de la résine-peptide gonflée dans le DRIFE) et (E) spectre sous MAS de la résine-pepgiotefiée

dans le DMF-8

Figure 9

ll. Problemes généraux posés par I'incorporation di-hydrazinoacides dans

une chaine peptidique

Du fait de la présence des deux groupements addtést N, 'acylation d'un a-
hydrazinoacide peut conduire a trois types de ca@@poB- ou a-monoacylés d-

hydrazinopeptidé ou aminopeptidd ), eta,-diacylés (peptide branchi ) (Schéma 42).
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R. _CO,H R. _CO,H R. _CO,H R. _CO,H
lH IH IH \H
“I\llH - = ITIH X—CO—N X—CO—N
PNH, X—CO—NH H,N X—CO—NH

| 0 i
Schéma 42

Le premier probléme de ['utilisation @*hydrazinoacides en synthese peptidique est
donc lié a la réactivité respective des deux atomzeses vis-a-vis des réactifs d’acylation. Il

est donc nécessaire de connaitre cette réactivité.

Deux études paralléles conduites par Niedfigt Dubat'? concernant des études
d’acylation d’hydrazinoesters montrent une commtitN®/N® ; cependant, une augmentation

de 'encombrement de la chaine latérale sembleifseroune acylation en positih

Plus récemment, Viref puis Lecod™*!® ont examiné la régiosélectivité de la
réaction d’addition d’un électrophile vis-a-vis dEmotesn etp de I'hydrazinoglycine (BNP-
HN®-CH,-COOEt). La conclusion de ces travaux est que tepastions relatives des deux
isomeres varient considérablement suivant lesiféattles conditions réactionnellaslisés ;

quelques exemples sont reportés dans le schéma 43.

. P P
Réactifs | |
H,NP-HN®-CH,COOEt — PHNP-HN"-CH,COOEt 4 H,N"—N"-CH,COOEt + PHNP—N"-CH,COOEt

Z,0 10 % 80 % 5%
P=Z
ZOSu 83 % 5% 0%
Boc,0O 10 % 80 % 5%
P = Boc
BocOSu 40 % 50 % 0%
Schéma 43
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Peu d’études ont trait a la synthése de pseudasptiydrazinés. L'incorporation
d’'un motif hydraziné dans un peptide a été décptag la premiere fois dans les années 1960
par Niedrich et coll. lors de préparation de neufalagues d'un undécapeptide :
I'élédoisiné®?° 112 Figure 10).

pGlu-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Phe-lle-Gly-Leu-Met-NH,
élédoisine

Figure 10

Lors du couplage de la part@terminale d’'un hydrazinoacidi’-protégé avec la
fonction amine libre d’'un peptide en croissances geoduits secondaires peuvent se
former*?'? par exemple l'utilisation de la méthode aux amis mixtes n'est pas
applicable aux hydrazinoacides nfiprotégés. On note en effet un transfert du groupeme
alkyloxycarbonyle de I'anhydride mixte vers l'azate qui se trouve alors bloqué quasi
irréversiblemertt® D’autre méthode de couplage comme la méthode aterseactivés

conduisent & des piperazine-2,5-diones ou dicééopiines (DCP) et & des oligoméfés
(Schéma 44).
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H o _ CO,Bu O
| I CICO,Bu o g |
BOCHNB—NG—CH‘C—OH » BOCHN"—N —(::H—C—OH
= R =iPr =
R R
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BocHN'—N“~CH-C—OSu
Me
o _ _
BocHNB\ . aMe o] Me |O
NN N N
. BocHN'—N ~CH-C—N"-CH7C—OH
o N =
Me™ “BNHBoC H Me|  PNHBog
O — —

dicétopipérazine oligoméeres2<n<5

Schéma 44 Réactions parasites lors du couplage-bydrazinoacides noN®-protégeés

Lors de la synthese d'inhibiteur de I'élastase ¢teytaire humaine (ELH). Guy et
coll.*?® ont effectué différents essais de couplage de daction N-terminale da-
hydrazinoacides (avec ou sans protection de l'amdten faisant varier les méthodes de

couplage. Les résultats sont rassemblés dansléatab?2.
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Essai Esters activés Fragment hydrazino Hydrazinopeptiolenus Rdt %
1 | Z-Val-OSu H-hAla-Ala-NH'Pr Z-ValhAla-Ala-NH'Pr 40
2 | Boc-Ala-Ala-Pro- | H-hVal-Ala-Ala- Boc-Ala-Ala-ProhVal-Ala- 25

OSu NH'Pr Ala-NH'Pr
3 | Z-Ala-Ala-Pro- H-hVal-Ala-Ala- Z-Ala-Ala-ProhVal-Ala-Ala- 55
OCQO,'Bu NH'Pr NH'Pr
4 | Z-Val-OCGQ'Bu H-hlle-Leu-OMe Z-Valhlle-Leu-OMe 60
5 | Boc-Ala-OSu H-hPro-Val-Ala-Ala- | Boc-Ala-hPro-Val-Ala-Ala- 42
NH'Pr NH'Pr
6 Boc-Val-OSu H-h(Bzl)Ala-Ala- Boc-Val-h(Bzl)Ala-Ala-NH'Pr 0
NH'Pr
7 Boc-Val-OCQ'Bu | H-h(Bzl)Ala-Ala- Boc-Val-h(Bzl)Ala-Ala-NH'Pr 22
NH'Pr
8 Boc-Val / PyBop | H-h(Bzl)Ala-Ala- Boc-Valkh(Bzl)Ala-Ala-NH'Pr 28
NH'Pr
9 Boc-Val-NCA H-h(Bzl)Ala-Ala- Boc-Val-h(Bzl)Ala-Ala-NH'Pr 60
NH'Pr

Tableau 12

Les rendements sont plutdt moyens, voire faibledlgujue soit la méthode utilisée.

En revanche quand le“Nest protégé par un groupement benzyle, les rémcgecondaires

sont évitées mais la réactivité dfi semble diminuée, voire nulle dans le cas de Vatitn

par la méthode aux esters activés (essai 6).

Récemment Lelais et cdift* ont synthétisé des polyhydrazinopeptides & pdktir

hydrazinoacides protégés efl par un groupement benzyle. lls ont utilisé le HATamme

activant. Cette méthode semble étre la plus e#iqaur les di et triméres qui ont été obtenus
respectivement avec 88 et 84 %. Cependant lorsqalmgmente la taille de la chaine
pseudopeptidique le couplage s’avére problématigqoée impossible. Seule la méthode
utilisant le PyBop (bromotris(pyrrolidine)phosphom hexafluorophosphate) leur a permis

d’obtenir ’hexamere avec un rendement global déol4

Au vu des ces résultats, il semble donc que l'ipomation d’'una-hydrazinoacide

dépende fortement de la nature de la protectiol’am®te a ainsi que de la méthode

-65 -



Chapitre 1l : Etude de la réactivité deshydrazinoacides en solution et sur phase solide

Application a la synthése @¢hydrazinopeptides

d’activation utilisée. Il était donc indispensaldeffectuer une étude systématique afin de

définir les meilleures conditions de couplages deorhydrazinoacides.

Si Iincorporation de motifs hydrazino dans destjlgs a déja été décrite en phase
liquide™*% un seul exemple sur phase solide est exposélelaravail de thése de Dub&t
Il s’agit de la syntheése d’un analogue du fragnt361 de I'épitope T de 'ELH du lysozyme
de poulet. Une des techniques employées est unbodetsemi-convergente oua¥
hydrazinoacide (sans protection de I'azajeest incorporé d’abord au sein d’'un segment en
phase liquide en utilisant la méthode aux anhydriohéxtes (rendement de 67%), puis ce
segment a été couplé au reste du peptide sur ilrerédSes mémes auteurs ont également
essayeé une méthode pas a pas en utilisant le DC&/HI2s syntheses sont décrites comme
longues et fastidieuses, aucun rendement n’est&éddhnous a donc paru intéressant, au vu
de ces résultats de relever le défi de mettre it gde nouvelles méthodologies de synthése

pour la préparation d-hydrazinopeptides sur support solide.

Le plan de ce chapitre s’articuledanc en deux parties :

- Etude de la réactivité deshydrazinoacides en solution

- Synthese di-hydrazinopeptides sur phase solide

lll. Etude de la réactivité desa-hydrazinoacides en solution

Nous avons réalisene étude systématique engageant I'hydrazino@stexZ-hAla-
OMe et Fmoc-Ala-OH. Nous avons testé les princpateéthodes de couplage citées

précedement. Les résultats sont rassemblés dankdena 45 et le tableau 13.

i 1 1
FmocHH/ CQH . H N/NYCOZMG Méthode de couplage FmocHN\H‘\N/N CO,Me
2l
T
CHs CHs CH; H CHs
Schéma 45
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Essai Méthode de couplage T°C Rdt &/ %
1 HOSu / HOBt / THF T.A. 0
2 HONp / HOBt/ THF T.A. 0
3 HOPfp / HOBt / THF T.A. 0
4 UNCA / THF T.A. 0
5 HOBt/ TBTU / DIEA/ THF T.A. 50
6 HOBt/ DCC / THF T.A. 73
7 HATU / HOBt / DIEA / THF T.A. 19
8 HATU / NMM / DCM T.A. 30
9 Chlorure d’acide / DCM -20 90
10 ICF/NMM / THF -20 86
11 Fluorure d’acide / DCM T.A. 98

(a) rendements calculés a partir de I'hydrazinoetgedépart.

Tableau 13

Il apparait au travers de cette étude que le readede la réaction varie fortement en
fonction de la nature de l'agent de couplage #@tilidinsi, des méthodes fréquemment
utilisées dans la littérature pour la synthéseafstides ne conduisent a aucun résultat dans le
cadre de notre étude : c’est le cas lors de Katiion des esters activés utilisés (OSu [essai 1],
ONp [essai 2], OPfp [essai 3]), ou nous avons réaupntégralement I'hydrazinoester de
départ. De méme l'utilisation des uréthamesarboxyanhydrides (UNCA, essai 4), n'a pas
abouti au pseudodipeptide attendu.

Les trois essais suivants, (5, 6 et 7) correspdnalex méthodes les plus utilisées en
synthése peptidique sur phase solide. On constetenise a part la méthode au DCC/ HOBt

(essai 6), qui conduit a un rendement de 73 % eledements sont moyens, voire médiocres.

Les conditions de Lelais et cdft’, (essai 8) décrites dans I'introduction de ce ithap

pour donner les meilleurs résultats n’ont condaiisinotre cas qu’a 30 % de rendement.
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Les meilleurs rendements ont été obtenus en utilisa conditions des essais 9, 10 et
11. Les essais 9 et 10 réalisés a -20°C conduisspéectivement a 86 et 90% de rendement.
L’essai 11 impliquant le fluorure d’acide, réaliaétempérature ambiante, nous a permis
d’obtenir, quant a Iui un rendement de 98%. Lestt®ses des essais 9 et 10, bien
qu'efficaces se réalisent dans des conditions depdeature qui rendent difficile leur
utilisation en phase solide. Nous retiendrons dwowr la suite de cette étude la méthode aux

fluorures d’acides.

Nous avons appliqué ces conditions a la synthéseodeeaux hydrazinodipeptides.

Les résultats sont rassemblés dans le schémadéeteau 14.

z
I | NaHCO,/ DCM Il |
PHN-CH C—F + H2N—N—(|3H-COOMe A > PHN-?ZH— ONH-N—(llH—COOMe
k CHs o R CH,
Schéma 46
Essai P R Rdt en b
1 Fmoc -CH 98
2 Fmoc -CH(CH), 78
3 Fmoc -CHPh 96
53
4 Boc -CHPh 0°C 93

(a) rendements calculés a partir de I'nydrazinaatade départ.

Tableau 14

Il ressort de cette étude que la méthode aux fresrd’acides est applicable a d’autres
acides aminés. Néamoins on peut s’apercevoir geerdadements diminuent lorsque
'encombrement de la chaine latérale du fluoruracidle augmente. Le remplacement du
groupement Fmoc par le groupement Boc contribuen& diminution des rendements a
température ambiante ce qui peut s’expliquer pda lébération a température ambiante de
HF ce qui déprotégés le"Nlu fluorure d’acide. Le rendement a pu étre am@lem réalisant

la réaction a 0°C.
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En conclusion, cette étude nous a permis de cendtafaible réactivité de I'azofé

de nos hydrazinoesters qui peut s’expliquer paefésts stéréoélectroniques exercés par le
groupe Z. Ainsi, I'effet inductif attracteur conjug@ a un encombrement stérique au niveau de
'atome d’azotefy exercé par ce groupement aurait pour effet dendieri les propriétés
nucléophiles de I'atoma. Par contre, I'utilisation d’anhydrides mixtes, cidorures ou des
fluorures d’acides nous a permis d’obtenir d’exaeté rendements. Il est a noter que le
rendement diminue lorsque la chaine latérale diepaire acide est encombrée. Pour la suite
de I'étude, nous avons retenu la méthode aux flesrd’acides pour former le lien hydrazide,
qui nous semblait plus adaptée a la synthese sid@poar utilisable dans les deux stratégie

Boc et Fmoc et avec de bons rendements.

IV. Synthése d’hydrazinopeptides sur phase solide

Comme nous l'avons évoqué dans l'introduction decleapitre, un seul exemple de
synthése d’hydrazinopeptides sur phase solide é&gitddans un travail de thése Cette
synthése est décrite comme longue et fastididuseus a donc paru intéressant de mettre au
point de nouvelles méthodologies de synthéese pmyréparation d’hydrazinopeptides sur

support solide. Nous avons compareé trois stratétges/nthése :
- Stratégie 1: pas a pas pour laquelle leshydrazinoacides orthogonalement protégés

sont introduits comme des acides aminés classigneynthése peptidique sur phase
solide (Schéma 47).
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O Déprotection Couplage C
PHN- CH—C ——————> HN-CH- co _— “N-CH-C
R R H R
1) Déprotection
2) Couplage
PHN'CH CQH
R
O n Deprotectlon 9 9
PEN-CH-C -NH- CH C-O PHN- CH- G- -NH-CH-C{J)
H & n Couplage ! i
n+l
1) Déprotection
2) Décrochage de la résine
I
HFN-CH-C -NH-CH-COH
H R R
n+l

Schéma 47 Stratégie 1

- Stratégie 2 semi-convergente par insertion d'un hydrazinogijole préalablement

préparé en phase liquide (Schéma 48).

9 1) Déprotection 9
PHN- CH- c—O > 'NH'CH‘CO
R 2) Couplage FIQ
1) Déprotection
2) Couplage
PHN CH CQH
R

o (e} (e}

1" n Deprotectlon I I
N—-CHC -NH- CH C-O PHN-CHC— -NH-CH—C-O
H Il? n Couplage Il? Il?

n+1
1) Déprotection
2) Décrochage de la résine
7
H-N—CHC -NH-CH-CO,H
H R R

Schéma 48 Stratégie 2
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- Stratégie 3: pas a pas, mais pour laguelle un hydroxyacideegeé est greffé sur la
résine par sa fonction acide carboxylique, l'introion du motif hydrazino est
réalisée sur le support solide selon la méthodetdétans le premier chapitre de ce

mémoire (Schéma 49).

1% Déprotection % Couplage ,,
PHN—E:H—C—O —————> HN-CH-C _— ~N-CH-C
R R H R
1) APTS / DCM
2) DIAD, PPhy
iz
o} o 1 Q
G C ) MeNHNH, / THF i
P-N-CH-C- -NH-CH—C-O < : 'NH'?H‘C'O
H ﬁ é 2) Couplage R
PHN'CH CQH
R
n Déprotection
n Couplage
" 9 l D
éprotection
PEN-CH-C -NH-(IZH—C-O ) Dep > HFN-CH-C -NH-CH-COH
H R R 2) Décrochage de la résine H Il? F|2

n+l n+1

Schéma 49 Stratégie 3

Afin de définir au mieux les conditions de synthesous avons tout d’abord réalisé
une étude qualitative avec suivi HR-MAS de la gga 1 suivi d’'une étude gquantitative

utilisant les trois stratégie différentes.

IV.1. Etude qualitative de la synthése di-hydrazinopeptides par la
stratégie 1

Lors d’essais préliminaires (non rapportédlncorporation sur phase solide
d’hydrazinoacides, utilisant la méthode aux fluesud’acides, nous n’avons pas obtenu les
pseudopeptides désirésais des mélanges complexes de produits difficilna@alysables.
Compte tenu de ces difficultés, il nous a sembl@airtant d’effectuer un contréle des

différentes étapes afin de mettre au point leslewg#gs conditions d’incorporation de nos
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hydrazinoacides sur phase solide. Les tests cadtriques n'étant pas efficaces pour
controler les syntheses d’hydrazinopeptides nouss remmmes tournés vers la RMN HR-
MAS.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressééfinir les conditions
opératoires permettant I'incorporation d’'un hydrazcide dans un tripeptide, puis nous
avons étudié la synthese d’'une séquence pseuddipegtiplus longue dans le but d’étudier

I'impact de la modification sur la réactivité gldbalu peptide en croissance.

IV.1.1. Choix des résines

Les résines ont été choisies pour leur compatbditec les synthéses étudiées mais
également afin de pouvoir suivre celle-ci par RMR-NIAS.

De maniére générale, toutes les résines utiliséeslp synthése en phase solide sont
organisées de la méme fagon. On peut décomposeipfort solide en trois zones (Figure
11).

Bras espaceur

Zone 2
N - >
}—o
O
SO o Q
Ancrage -
Zone 3 Matrice solide

Zonel

Figure 11 : Représentation schématique d’une résine pour khéya en phase solide

Le premier domaine est la matrice solide qui ctustle corps principal du support
solide. Ce support est en général une résine, &'alite une matrice réticulée, constituée
principalement de polystyrene réticulé par 1 oud®divinyloenzéne comme dans les résines
Merrifield, Wang, PAM, MBHA, 2-chlorotrityle... (Zon&).

Le second domaine est considéré comme le bras exspac « linker ». Ce bras

espaceur est chimiquement inerte et de longuetahblar(Zone 2).
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Enfin, a I'extrémité du bras espaceur, se trouvgrtaupe fonctionnel qui va servir
d’ancrage au peptide (Zone 3). La nature du groe@perchimique qui servira d’ancrage
détermine le mode de coupure de la molécule syséi®etdu support solide. Les différents
domaines qui constituent les résines utiliséesyathése organique en phase solide, en font
un systéme hétérogéne avec des caractéristiqugsepraui contribuent aux difficultés
rencontrées pour I'analyse par RMN de ce type gpat. Pour cette étude nous avons choisi

d'utiliser 3 résines différentes :

Xaa

Boc-Ala-Merrifield : nous avons choisi cette résine

<>
pour la synthese des pseudotripeptides. Cetteerésin BocHN_CH_ﬁ(?: 0
ne possédent pas de linker, nous avons pensé|qu'il cL3 ~~>
serait plus facile de distinguer les différentstpns e
des résidus.
Boc-Leu-PAM: cette résine a été choisie pour|la - ke

CH;

R : . |
synthése du pseudopentapeptide en stratégie Bac 8?3¢H\CH2 \/O/\”/Nﬂ
(o) (0]

la présence du linker permet d’augmenter la mehilit cH

BocHN" \"/ solide

du pseudopeptide sur le support solide et |par )

conséquent peut améliorer la qualité des spectres *@
RMN HR-MAS.

H-Leu-2-chlorotrityle-PS cette résine a été choisie < inker |

pour la synthése du pseudopentapeptide en seatégi

Fmoc. Nous verrons par la suite lutilité de — pn. J_

I'encombrement du linker. HiC. CH, Cl -
C

Matrice solide

Il nous a fallu dans un premier temps définir lesameéetres RMN HR-MAS, afin
d’éliminer au maximum les signaux de la résine samgprimer ceux des résidus. Ces
parameétres ont été optimisés pour chaque syntheadiade la résine de départ. Les spectres
RMN ont été enregistrés a 300 MHz en utilisantélguence CMPG (Carr-Purcell-Meiboom-
Gill)**1%° 3 une vitesse de 2500 Hz. Nous avons optimispdesmeétres |1 (nombre de tour
de boucle du programme) et d20 (délai d’acquisitpmur éliminer les phénoménes de

diffusion et les effets de couplage).
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7.96429
7.03370
——6.57522

———6.47916
———4.34175
—2.82556
—1.43239
——1.34835

o DMF r
Boc —“CH—|C|: / "
| Boc

_ BCH;
DME Résine

%

Spectre 1 :Résine Boc-Ala-Merrifield, 11= 100 ; d20 = 1ms

—/_
1.000

j_
12.565
——

®CH, Boc

| H
YCH N e
6CH3 Bcle \/O
%CH _oO )

O
0CHjz

v

Résine BCH;
! ) aCH \

D\Il\,/IF l yCH\ Ub

T T T T T T T T
4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5

T T T T T T T T T
8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45
(ppm)

Spectre 2 Résine Boc-Leu-PAM, 11 = 40 ; d20 = 1ms
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OCHj3

Résine BCH,
— \
aCH
yCH

D\i,/”: l \

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 30 2.0 1.0
ppm (t1)

Spectre 3 Résine H-Leu-2-chlorotrityle-PS, 11 = 40 ; d20 =<lm

IV.1.2. Etude qualitative de la synthese de pseudqgieptides

Afin de définir les meilleures conditions de syrgtépour former le lien hydrazide,
nous avons effectué une étude préliminaire enritigarier les conditions de couplage entre
le fluorure d’acide et I'hydrazinoacide ancré sarésine. Cette étude a été effectuée sur la
résine Boc-Ala-Merrifield. Nous avons choisi deudgsences données ci-aprés contenant
trois résidus et une modification de type hydrazino

(1) H-ProhGly-Ala-OH,
(2) H-ProhLeu-Ala-OH

Et ce pour trois raisons principales :
= les acides aminés qui les composent possédentaiireedatérale non fonctionnalisée,

ce qui permet de décrocher le pseudopeptide durawky en fin de synthése sans ajout

de piége a cations et a radicaux « scavengergyidacilite le traitement final ;
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= ils sont facilement discernables par RMN, ce cagilite la caractérisation du

peptide ;

= la séquence (2) posséde un acide aminé modifiprégiente une chaine latérade-
butyle permettant I'établissement aisé d’'un rendement RN grace au rapport

d’intégration.

Trois synthéses supportées ont été réalisées dfdretit par les conditions de
formation du lien hydrazide. Les liens amide ot &ffectués dans tous les cas en utilisant la
méthode TBTU, HOBLt et DIEA dans la DMF.

Dans un premier temps, nous avons utilisé les tiondi définies en phase liquide
pour le couplage du partenaire acide activé sousndode fluorure d’'acide avec

I'hydrazinoleucine supporté (Schéma 50).

Boc————W[CONHN(Z)]

H————(J[CONHNH]

Pro h(Z)Leu Ala

10

z

\
BocHN-N—F——OH H——Q)

Z\

BocHN-N

3 Q
Boc——+—F  H,N-N Q
OH

a:TFA c: NaHCQ- DCM d: TFA/TEMSA

Schéma 50

Le spectre HR-MAS a été réalisé apres le couplada 8oc-Pro-F (spectre 4).
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o0 i
H2N—N—C|H—C—NH—C|H—CO
iBu CHj
l R S L e - o
NV 14 \ \\V 1% |
DMF ——> 4
Résine
CH:Ph(2) /
\ ( @Hs (Ala) f (CHa)2 (hLeu)
i @H,CH (hLeu)
CH,Ph (2) 7 /
DMF \4
CH®* (hLeu) /

Vo
K7

8.552
3 455
i 048

Spectre 4

L'utilisation des conditions de couplage définiesphase liquide (NaHC£DCM) ne
nous a pas permis d’obtenir le pseudotripeptidendti. En effet, le spectre 4 correspond au

pseudodipeptidsupporté H-h(Z)Leu-Ala-résine. Le couplage df d& I'hydrazinoleucine

avec le fluorure d’acide semble donc poser probldhfallait donc trouver des conditions de

couplage spécifique pour la phase solide.

Nous avons alors changé les conditions de coupkigsi que la nature de

I'hydrazinoacide et du groupement protecteur (BacFonoc) porté par l'acide activé. Les

conditions sont rassemblées sur le schémaéd spectres RMN HRMAS ont été réalisés en

fin de synthese afin d’estimer leur efficacité.
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Pro h(Z)Xaa Ala
a
——Q
z
\ b
BocHN-N———OH H——( '
Z. o,
BocHN-N Q
\
P—1—F  HAN Q
aoud
P———YICONHN(2) Q
e
H—————()[CONHNH] OH

a:TFA b: TBTU/HOBt/ DIEA 3éqc : DIEA-DMF d : si P = Fmoc 25% pipéridine /DMF
e: TFA/TFMSA

P = Boc : h(Z2)Gly
P = Fmoc : h(Z)Leu

Schéma 51

0]

T i
BOGN—1-C-NHN-CH-C-NH~—CH- CO
{ X H CH,

] \l [ ]
Résine DMF —> Boc
o A CH; (Ala)
N\ v
CH® (Ala)
CH; (hGly)
CH® (Pro) ?
Pro ?
DMF —> \
s AL LS R R AR DR R R kg & i R L R B o i O I 2R 5 R S R K R RS (T Bl I R LR SR I |

[T | 8 7 6 5 4 3 2 1

Spectre 5 :Boc-Pro-h(Z)Gly-Ala-résine, P= Boc et hXaa = h(Z)Cl
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iBu CH,

P70 i
FmodUc—NH-N—?H-c—NH—lcw CO

mmmmmmmm
mmmmmmmm
mmmmmmmm
mmmmmmmm

dae wwwoo

—5.17960
———5.05627

4.59474
——4.37447
——4.22930

—3.27412
4
8219
——0.00000

|
\ VoAV
Résine -
CHs (Ala) |
CH:Ph(2) CHa-CH (Leu)
CH (Fmoc)
+ CH, (Fmoc)
+ CH" (hLeu)
Arom Fmoc + CH' (Ala) / (CHa)2 ( hLeu)
CH,Ph (2)

11.992
6.000

Y

- e
1 0

—
3

€
b DMF

Spectre 6 Fmoc-Pro-h(Z)Leu-Ala-résine, P =Fmoc et hXaa = héx)

Nous avons utilisé des conditions couramment agksen SPPS c'est-a-dire la DMF
comme solvant et la DIEA comme base. Dans les dagxces conditions ont conduit a la
formation du pseudotripeptide supporté désiré. Elalbusement, nous n’avons pas pu
estimer le rendement de la synthése par RMN pospéetre 4 car le motif GHlu résidu
glycine modifié est difficile a discerner. Par aentle spectre 5 (correspondant a Fmoc-Pro-
hLeu-Ala-résine) nous a permis d’estimer un renddnte couplage grace aux rapports
d’intégration entre les signaux correspondant arotops de la chaine latérale du résidu
hydrazinoleucine par rapport a ceux du motif Fn@e.rendement a été établi a environ 35 %
par HR-MAS. Aprés décrochage de la résine et matibn CLHP, les deux pseudotripeptides

ont pu étre caracteérisés.

Cette étude nous a donc permis de définir des tiondide couplage spécifiques a la
phase solide permettant la formation du lien hyideazNous avons également mis en
évidence qu'il était possible de coupler un fluerufacide présentant une chaine latérale
encombrée (iBu) avec un hydrazinoacide support@nh@ins le rendement de cette réaction
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étant modeste, pour la suite de I'étude les coaglamngageant le lien hydrazino ont été

répétés plusieurs fois.

IV.1.3. Etude qualitative de la synthése de pseudeptapeptide

Nous avons appliqué les conditions définies dapstagraphe précédent a la synthese
d’'un pseudopeptide plus long contenant 5 résidust & en aval de la modification
pseudopepidique, afin de déterminer I'impact daskrtion d'un lien hydrazino sur les
couplages suivants. Suite a des essais systéma{igoe rapportés ici), nous avons utilisé un
mélange de solvant DCM/DMF au lieu de la DMF seubeir la réaction de couplage aux
fluorures d’acides. La séquence PFVhAL a été chagmiur les mémes raisons que celles
évoquées pour la synthése des pseudotripeptideénéshsans groupement fonctionnels et
résidus facilement discernables par RMN). De plusijisation d’'un résidu présentant une
chaine latérale particulierement encombrée (iPur iétape de formation du lien hydrazino
et qui a conduit a des rendements plus faiblesden&tude réalisée en phase homogene (voir
[ll.) nous permettra de définir les limites de l&thode. Cette séquence a été réalisée tout
d’abord en stratégie Boc puis en stratégie Fmoeg aette fois-ci un suivi HR-MAS étape

par étape.
IV.1.3.1. Stratégie Boc

Cette synthése a été réalisée sur la résine Bod?lbdli (Figure 12). La synthése a été
conduite comme le montre le schéma 52. Apres saleat de la résine par la DMF, le
groupement Boc est éliminé par action du TFA. Lesdes aminés suivants sont
successivement couplés en présence de TBTU, HOBIEA. Le couplage impliquant le
fluorure d’acide est réalisé dans un mélange DMMD&/ec comme base la DIEA. Apres
chaque étape de couplage et de déprotection lzerést séchée et un spectre RMN HR-MAS
est réalisé. La figure 13 représente les spectidbl RIR-MAS 'H de la résine de départ
(spectre 1) et des différentes étapes de couptpgetfes 2, 4, 6 et 8 [vert]) et de déprotection
(spectres 3, 5, 7 et 9 [rouge]) de la synthése.
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H
(e} N
BocHN
ocl Om

Figure 12 Boc-Leu-PAM

Pro Phe Val h(Z)Ala Leu
Boc—a 1
Z\ b
BocNH—N—1—OH H—
Z, 4
BocNH—N 2
Z c
Boc—T—F  H,N'N 3

Boc—H— W[CONHN(Z)]

OOOOOOOO&D&D

Boc OH H WICONHN(Z)] 5

Boc—> WICONHN(Z)] 6
Boc OH H—2 WICONHNE)] 7
Boc— WICONHN()] 8
H—d WICONHN(Z)] 9
H WICONHNH] OH

a:25%TFA/DCM b : TBTU / HOBt / DIEA 3éq c: DMF / DCM / DIEA 3éq d: TFA/ TFMSA

Schéma 52

Spectre n°:

1

Figure 13
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Le spectre 2 qui montre la présence simultanée atif méthyléene du groupement Z
(signal a 5,2 ppm) et du groupement Boc (signal5appm) confirme I'ancrage du résidu
modifié Boc-h(Z)Ala-OH.

Chaque étape de déprotection (spectres 3, 5, 7[miuge]) a été vérifiée par la
disparition du signal du groupement Boc a 1,5 pje.succes des étapes de couplage

(spectres 2, 4, 6 et 8 [vert])e#e confirmé par I'apparition de ce méme signal.

Ce controle systématiqgue par HR-MAS des différendéspes nous a permis non
seulement de confirmer la formation de chaque nméeliaire de la synthese mais également

de mettre en évidence la necessité de répétemestatapes. Ainsi :

- I'étape de couplage a été répétée quatre fois mintenir une incorporation
conséquente du résidu valine. Ce résultat confoeux obtenus lors de I'étude décrite
précédemment en phase liquide (voir Ill) montrané wéactivité faible de I'atome

d’azotef3 du motifhydrazino ;

- de fagon surprenante, les étapes de déprotectignodypement Boc (étapes 4, 6 et 8)
situé en aval de la modification se sont avéréebl@matiques et ont di étre

également triplées.

Aprés décrochage de la résine, les principauxtitoasts du brut réactionnel ont été
séparés par CLHP (C18), puis analysés par RMN 1IDet e pseudopeptide cible PFVhAL
a été caractérisé ainsi que d’autres produits sporedant a des peptides tronqués. Parmi
ceux-ci, hous avons obtenu le tripeptide PFV pequél les 2 résidus en positiGrterminale
sont manquants. La formation de ce tripeptide pEexpliquer par une cyclisation en
triazépane résultant de I'attaque nucléophile dsW lafonction carbonyle du résidu i+1
aprés déprotection du groupement Boc de I'hydrait®. Le mécanisme de cette réaction
indésirable est donné dans le schéma 53 et comdspaelui bien connu de la formation de

dicétopipérazines.
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z
\

/N
HN \go =+ HOO

O NH

triazépane

Schéma 53

Bien gue nous n’ayons que cette hypothése pouigeigulla formation du tripeptide,
cette réactiorde cyclisation impliquant I'atome d’azoBedu résidu modifié est cependant
surprenante compte tenu des difficultés renconti@mssdes réactions de couplage visant a
former le lien hydrazide et qui tendaient & montieg faible nucléophilie de cet atome.

IV.1.3.2. Stratégie Fmoc

Afin de minimiser la formation de triazépane obgegprvécédement, nous nous sommes
tournés vers l'utilisation d’'une résine plus encoéeb La synthése de PFVh(Z)AL a donc été
conduite comme indiqué dans le schéma 54 sur sieer@orteuse d’un lien 2-chlorotrityle
plus encombré ( H-Leu-2-chlorotrityl-PS (Figure J1di) stratégie Fmoc.

HN J\
|

HiC.  .CH,Cl
C|H
CHs

Figure 14 : H-Leu-2-chlorotrityl-PS
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Phe
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Val h(Z)Ala

Z

b

FimocNH—N———OH H—

Leu

FmocNH—N
Z C

Fmoc——F  HN-N

Fmoc o — WICONHN(Z)}

——OH H—— W[CONHN(Z)}

Fmoc

WICONHN(Z)}

Fmoc

OH H

WICONHN(Z)}

Fmoc

WICONHN(Z)}

WICONHN(Z)}

I

Apres chaque

P[CONHN(Z)}

c 000000000

b :25%pipéridine/DMF ¢ : DMF / DCM / DIEA 3éq d : 5%TFA/ DCM

Schéma 54

étape de couplage et de déproteetiogsine est séchée et un spectre

HR-MAS est réalisé. La figure 15 représente lextsps RMN HR-MAS'H de la résine de

départ (spectre 1) et des différentes étapes delamgmi (spectres 2, 4, 6 et 8 [vert]) et de

déprotection (spectres 3, 5, 7 et 9 [rouge]) dy/fdghése.

| NAJNJ\J

A

I |

A, “:J,\____*____M_w_— JF’\ uuuuuuuu M

\ I
I\
V \J\\/\.f\,‘j \

N

8.0 7.0

ppm (t1)

6.0

5.0 4.0 3.0 2.0

Figure 15

1.0

Spectre n°:

1

La encore, I'étude par RMN de chaque intermédigieemet d’effectuer un suivi

efficace de la synthése. En effet, chaque étagkdtection du motif Fmoc (spectres 3, 5, 7
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et 9 [rouge]) a pu étreonfirmée par la disparition du doublet caractiéyist des protons
aromatiques du groupement Fmoc a 7,5 ppm. Inverseneesucceés des étapes de couplage
(spectres 2, 4, 6 et 8 [vert]) a été confirmé pgydarition de ce méme doublet qui confirme
I'introduction d’un motif Fmoc. Le succes du greféadu résidu modifié (Fmoc-h(Z)Ala-OH)

a été attesté par la présence simultanée sur tgrepzdes signaux du motif méthylene du

groupement Z et des protons aromatiques du grouptefmeoc.
Ce contrble systématique des différentes étapesmis

- de confirmer, |& encore, la trés faible réactivitéN’ vis-a-vis d’un acide activé : deux
couplages successifsnt été nécessaires pour incorporer de facon caeség le

fluorure d’acide Fmoc-Val-F ;

- de méme, qu'observé précédemment, les étapespdateldion du groupement Fmoc
réalisées aprés introduction de-hydrazinoacide s’averent plus difficiles et ont d

étre triplées.

Apres décrochage de la résine, le brut réactioar&€ purifié par CLHP (C18) et le
pseudopentapeptide a été isolé et caractériséppatremétrie de masse et par RMN 1D et
2D. La méme synthese effectuée cette fois sanévyammlent a permis d’obtenir un rendement
de 13%. Nous avons pensé que ce faible rendemantapoétre lié a un probléeme
d’accesibilité des réactifs, du a une structurationpseudopeptide sur la résine. En effet,
comme nous le verrons dans la derniere partie aeécsoire, la présence d’un lien hydrazino
peut entrainer une structuration du pseudopeptate frmation de liaisons hydrogéne
supplémentaires créant ainsi un cddfeJn tel repliement de la chaine pseudopeptidique s
le support solide aurait pour conséquence une dimim important de I'accessibilité de la

fonction chimique présente en positidaterminale.
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IV.2. Etude quantitative et comparative de la syntese du-

hydrazinopeptides

IV.2.1. Stratégie 1

Compte tenu des résultats obtenus et des diffeuéigcontrés précédemment, la suite
de I'étude a été réalisée en utilisant une résmembrée ( H-Leu-2-chlorotrityl-PS ) et dans
des mélanges de solvants décrits dans la littérabmmme déstructurants (« mélanges
magiques »¥® composé de 33% de DMF, 33% de DCM et 33% NMP pesirétapes de
couplages et de 25% pipéridine, 25% de DMF, 25% NilRe 25% de toluéne pour les
étapes de déprotection.

IV.2.1.1. Application a la synthese de PFVh(Z)AL

La synthese « pas a pas » du pseudopeptide PFVIh@}4é réalisée selon le schéma

de synthése donné ci-dessous :

Pro Phe Val - h(Z)Ala Leu
FmocNH—N———OH H——
z
\ . b
FmocNH—N
z .
Fmoc———F  H,N'N

Fmoc—b— WICONHN(Z)]

OOOOOOOO&)

Frmoc OHH W[CONHN(Z)]
Fmoc—2 WICONHN(Z)]
Fmoc————OH H WICONHN(Z)]
Fmoc—2 WICONHN(Z)]
H—d WICONHN(Z)]

H WICONHN(Z)] OH

b : 25% pipéridine, 25% DMF, 25% toluéne et 25% NMP
c:33% DMF, 33% NMP, 33 % DCM et DIEA
d:5% TFA/DCM

Schéma 55
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Le pseudopeptide PFVh(Z)AL a été obtenu avec udament satisfaisant de 27 %. |l
est a rappeler que cette synthése réalisée danméewes conditions mais dans le DMF
comme solvant (sans « mélange magique ») avaitutoddun rendement nettement plus
faible de 13 %. Il apparait donc au travers deecéttide que I'utilisation du « mélange
magique » aurait un effet bénéfique sur la syntloésgui conforte notre hypothése basée sur

une structuration du pseudopeptide en croissarrda sésine.

Cette synthése a également été réalisée dans hesgrgdnditions mais en présence
d’un tensioactif non ionique (le triton), condit®décrites dans la littératdfé ces conditions

ne nous ont pas permis d’isoler le pseudopepticleerehé.
IV.2.1.2. Application a la synthese de PFh(Z)AVL

Nous avons également synthétisé le pseudopeptidenqant la sequence PFh(Z)AVL
(présentant une inversion hydrazinoalanine-valingfin de déterminer linfluence de
I'encombrement stérique du partenaire acide aatiygdiqué dans I'étape de formation du lien
modifié sur le rendement de la synthese. Les camditréactionnelles préalablement définies
ont été utilisées (résine : H-Leu-Chlorotrityleneélange magique) et sont résumées dans le
schéma 56.

Pro Phe h(Z)Ala Val Leu

Fmoc ——OH H—

Fmoc
Z\
FmocHN-N OH H
Z\
FmocHN-N
Z\ C
Fmoc——F HN-N

b
Fmoc——W[CONHN(Z)1
Fmoc OH H Y[CONHN(Z)]

Fmoc W[CONHN(2Z)}

OOOOOOOO&)

H YICONHN(Z)}

PICONHN(Z)]

I

Qo
I

b : 25% pipéridine, 25% DMF, 25% toluene et 25% NMP
: 33% DMF, 33% NMP, 33 % DCM et DIEA
d:5% TFA/DCM

o

Schéma 56
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Le pseudopeptide a été obtenu avec un rendemef6 d&, rendement nettement
supérieur a celui obtenu pour la séquence PFVh(ZpkdcédenteComme nous l'avions
montré dans le paragraphe Ill, la réaction de @gelimpliquant le motif hydrazino est
sensible a I'encombrement stérique de la chainéral@ du partenaire acide. Ainsi,
I'utilisation de phénylalanine activée, moins entwée, conduit a un rendement supérieur a

celui obtenu a partir de la valine.

IV.2.2. Stratégie 2

Nous avons ensuite effectué une synthese semieoggnvte par incorporation du
synthon Fmoc-Val-h(Z)Ala-OH ; la synthése a étdiséa selon la stratégie mise au point
précédemment (schéma 57) dans la DMF puis dansndarge magique (MM)» comme

solvant.

Pro Phe Val h(Z)Ala Leu
Fmoc———F HZNZ—\N—a—OMe
Fmoc———U[CONHN(Z)]——OMe
Fmoc———U[CONHN(Z)]——O0H  H——)
Fmoc—d—w[CONHN(Z)] O

Fmoc——T—OH H—{—W[CONHN(Z)] Q
Fmoc— WICONHN()] Q
Frmoc OH H WICONHN(2)] Q
Froc— YICONHN(2)] Q
H— WICONHNEZ)] Q
H WCONHN(Z)] OH

a : NaHCO5-DCM
d : 25% piperidine DMF ou MM
e: 5% TFA/DCM

Schéma 57

Lorsque la synthése est réalisée dans la DMF cosaivant, aprés décrochage de la
résine et purification CLHP, nous avons obtenudeugopeptide attendu avec un rendement
de 32%. Toute chose étant égale par ailleurs, lmengynthése réalisée dans le mélange
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magique (33% de DMF, 33% de DCM et 33% NMP) noyseanis d’isoler le produit de

réaction avec un rendement de 46%.

Ces rendements de réactions sont nettement suereweux obtenus pour les
synthéses « pas a pas » ce qui semiaatrer que la formation du lien hydrazide constitu
bien 'une des étapes limitantes. De plus nous svamfirmé que l'utilisation d’'un solvant

déstructurant tend a améliorer la encore les rerdende réaction.

IV.2.3 Stratégie 3

Dans le chapitre 1, nous avons montré qu’il étassible de synthétiser des
hydrazinoacides phtaloylgdPhtaZ-Xaa-OH 30 sur support solide a partir d’hydroxyacides
THPO-Xaa-OH29. Nous avons tiré profit de ce résultat pour imagia stratégie 3.

Ainsi, la stratégie consiste a incorporer un hyglacide protégé dans un peptide en
croissance ; apres déprotection du groupe hydro¥gléen hydrazino protégeé est introduit
par une réaction de Mitsunobu réalisée sur le stgptide. Le schéma de synthese est donné

ci-dessous :

Pro Phe Val "Ala" Leu

THPO OH H—

THPO

HO
Z d
PhN-N

Z\
Fmoc —F  H,N-N

Fmoc WICONHN(Z)]
Fmoc OH

4

-

WICONHN(Z)]
Fmoc WICONHN(Z)]

Fmoc OH H WICONHN(Z)]

Frmoc WICONHN(2)]

H WICONHN(2)]

OOOOOOOOOO&D

H WICONHN(Z)}

c: PhiN-NHZ 1Z, PPh;, DIAD d: MeNHNH, 2M in THF
e: DIEA-MM f : 25% piperidine/25% DMF/ 25% toluene/25% NMP g: 5% TFA/DCM

Q
I

Schéma 58
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Le compos&9A (THPO-Ala-OH) a été greffé sur la résine H-Leu-kotrityle-PS
en utilisant le TBTU, HOBt et DIEAZ) comme agent de couplage. Le motif THP a ensuite
été déprotégé par action d’APTS dans le DCM I(a réaction de Mitsunobu a été réalisée en
utilisant le composédZ (PhtN-NHZ) comme partenaire acide).(L’élimination du motif
phtalimide a été effectuée par action de méthybmide (). La suite de la synthése a été
réalisée selon les méthodes décrites précédemmeligation de fluorure d’acide pour la
formation du lien hydrazide, utilisation de « salteamagiques » pour les étapes de couplage

et de déprotection en aval du lien modifi€).

Apres décrochage de la résine et purification CLKPproduit voulu n'a pas été
observé. La réaction de Mitsunobu étant trés sknaitiencombrement, nous avons formulé
I'hnypothése d’'une géne stérique due a I'encombrérderlien trityle. Pour confirmer notre

hypothése nous nous sommes tournés vers une ndsine encombrée (Fmoc-Leu-Wang).

En utilisant les mémes conditions opératoires guéequement, le produit désiré a
bien été isolé avec un rendement de 6 % ce quiredat faisabilité de la stratégie.
Cependant, le produit de la réaction est accompdgmépeptide présentant la séquence PFV
avec un rendement de 12 %. L'obtention de ce pepthqué montre donc que l'utilisation
d’'un lien moins encombré, méme s’il tend a favaorige réaction de Mitsunobu conduit
également a la formation de triazépane par cy@isamtramoléculaire. L'utilisation d’un lien
moins encombré semble donc a la fois favoriserélction de Mitsunobu, mais aussi la
réaction indésirable de cyclisation intramoléc@aine des possibilités d’amélioration des
rendements de cette stratégie est I'utilisationcdmposélZ tetrachloré comme partenaire

acide (Figure 16).

Cl Z
/
N—N
\
cl H
cl 0

Figure 16 : composélZ tetrachloré
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En effet, il a été montré au laborat8frejue ce composé permet d’augmenter le
rendement de la réaction de Mitsunobu mais posphase liquide de gros problemes de
purification. Dans notre cas, la réaction de Mitdwn se réalisant sur support solide, les
problémes lors de la purification devrait étre supps. Cette stratégie reste donc

prometteuse.

V. Conclusion

Dans ce chapitre nous avons démontré que maldadbla réactivité de I'azot@ des
hydrazinoacides, I'utilisation de fluorures d’agdeermet de former le lien hydrazide avec de

bons rendements en phase liquide.
Nous avons également montré qu’il était possibleyahétiser des hydrazinopeptides
sur phase solide en stratégie Boc et Fmoc. Lorsedesynthéses, le suivi HR-MAS nous a

permis de mettre au point les conditions de coupkgle déprotection.

Nous avons également constaté que la formationia®epane pouvait étre évitée par

I'utilisation d’'une résine encombrée.

Lors des premiers essais sur phase solide, nous aupposé qu’une structuration du
pseudopeptide sur la résine pouvait générér un lgrm d’accessibilité des reéactifs.
L'utilisation d’'un mélange de solvants déstructasanous a permis de pallier ce probléme.
Nous avons pu ainsi réaliser la synthése d’hydogeptides selon trois stratégies :

1. Pas-a-pas avec incorporation d’'un hydrazinoacide
2. Semi-convergente par incorporation d’un pseudodigep

3. Pas-a-pas par incorporation d’'un hydroxyacide.

Les avantages et les inconvénients de ces stratégie regroupés dans le tableau suivant :
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Stratégie 1 : Stratégie 2 : Stratégie 3 :
- toutes les - rendement supérieur | - gain de temps
combinaisons de (suppression de I'étape| (syntheése de
polhydrazinopeptides | limitante) I’hydrazinoacide
sont possibles (1 sur 1 - méthode de choix pour directement sur la
Avantages . R L
1sur2;1sur3..). la synthése de résine).
polhydrazinopeptides 1| - possibilité de synthése
sur 2 en Boc et en Fmoc ave¢
le méme synthon
- rendements inférieurs - besoin d’'une - utilisation d’une résine
chimiothéque de 400 | peu encombrée (réactign
synthons de Mitsunobu sensible a
Inconvénients - synthése_ de _ I’encor_nbrement) donc
7 polhydrazinopeptides 1| formation de triazépane
sur 1 impossible,
- perte de temps en
phase liquide

Suivant le pseudopeptide a synthétiser ces tt@tegies nous permettent d’envisager
toutes les possibilités. La stratégie 1 permetewigs combinaisons. La stratégie 2 conduit a
de meilleurs rendements mais nécessite la prépardé synthons pseudodipeptides en phase
liquide. Par contre la stratégie 3, méme si eler&x optimiser, est prometteuse car elle

permet de réaliser un maximum d’étapes sur phdskeso
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Chapitre lll:Etude prospective sur la synthese@ilde structurale d’'urm/hydrazino-peptide

[. Introduction

Il est connu que I'activité biologique des peptidesies protéines dépend en grande
partie de leur structure secondaire. Ce sont &sols hydrogene intra et intermoléculaires
qui contribuent principalement a cette structuratiDepuis quelques années maintenant, il a
été montré que des pseudopeptides pouvaient égalaraatostructurer. Afin de tirer profit
des résultats obtenus dans le chapitre 1 et 2, anouss effectué une étude prospective visant
a la synthese et I'étude structurale duthydrazino-peptide. Bien que cette étude soit loin
d’étre complete elle marque le début des recherdmsernant un nouveau type de

foldameéres jamais décrit a ce jour.

Afin de situer le contexte de cette étude, noupehgrons tout d’abord les données de
la littérature concernant les principaux types ttactures secondaires rencontrés dans les
peptides et dans certains pseudopeptides ainsilagudaifférentes techniques permettant
I'analyse structurale de ces composés. Nous désriensuite la synthése d’arthydrazino-

peptide et les prémices de son étude structurale.

Le plan de ce chapitre s’articulera donc en deutgsa:

- rappels bibliographiques sur les peptides epéesidopeptides

- synthése et étude structurale dashydrazino-peptide

Il. Rappels bibliographiques

[I.1. Liaisons hydrogene et éléments de structuresecondaires dans les

peptides

Un certain nombre de conventions a été établi déarire la disposition dans I'espace
des atomes constituant les peptides. Trois anggelsas, notég, Y et w permettent de définir
complétement la géométrie du squelette peptidiisieeprésentent respectivement les angles
de torsion autour des liaisons N;@C*-CO, CO-N (Figure 17). lls sont comptés positivemen
lorsque I'observateur, situé du cdtéeerminal voit la partieC-terminale tourner dans le sens

des aiguilles d’'une montre. L’angle nul correspanthe disposition éclipsée des atomes.
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1w ot
H
N e
&1 ¢ C
N
H H o)

Figure 17 : Représentation des angles diedres caractérisamutdure du squelette peptidique

La liaison amide se comporte comme une doubleoliaikes six atomes‘, O, C, N,
H et C'; sont sensiblement situés dans le méme plan. leuvde I'anglew est donc voisine
soit de 0°, soit de 180° selon que la liaison ke est dite respectivemetis ou trans
(Ne sont tenus en compte dans cette nomenclatereegatomes du squelette peptidique).

Une liaison hydrogéne s’établit entre un site domrge proton, un NH amide par
exemple, et un site accepteur comme un groupenaéenbiyle. Dans les peptides, une liaison
hydrogeéne entre le CO d’un résidu i et le NH d’ésidu i+x se manifeste par une distance
N~O comprise entre 2,8 et 3/8et un angle (N-H,O) dont la valeur varie entre e2G- 20°.
Elle ferme alors un pseudocycle a n atomes, notéqQincaractérise les différents types de

structures secondaire (Figure 18).

Résidu i+2 Résidu i+3 Résidu i+4

Résidu i : Résidu i+1 . :
R pmommemos e pommmmmmees T
L P G Lo
b oHe-eoceee- E o i o
1 | : | :
f\fwﬁ—E—N—C“—c—E—T—CU—C—E—T—C‘“—C—E—TW
O i P o
' . . .
C : : :
;. ________ ___Z ......... a 1 :
. repliementy : '
10 ! i

.......................................................

repliementa et hélicen

Figure 18: Représentation des principales interactions a ealistance dans les peptides

Formé par une liaison hydrogéene interne a un résdpseudocycle a 5 atomes; C

est caractéristique d’'une structure étirée.

Le repliementy est stabilisé par une liaison hydrogéne de ty@e-»+i, fermant un

pseudocycle a 7 atomes/CIl a été mis en évidence lors d’études de didept en
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solution®**3' et de protéinéd® La chaine latérale du résidu i+1 peut occuper position
pseudo axiale ou pseudo équatoriale par rappgotaaumoyen du cycle, cette derniére étant

la plus stable (Figure 19).

Figure 19 Repliementy

Une liaison hydrogene entre le CO d’un résiduledtiH d’un résidu i+3, fermant un
pseudocycle a 10 atomes,{; donne naissance a un repliement de fypnt plusieurs
familles ont été identifiées (Figure 2%) Les principales caractéristiques des différeatss
types connus a ce jour sont rassemblées dansléatabb. Par la suite le terme de repliement
B a été étendu a toute forme repliée, stabiliséropupar liaison hydrogene, dont la distance

entre le € des résidus i et i+3 reste inférieure A.7

Figure 20: Schéma des coudes de type | et Il
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Types b Wi biv2 Wiz Wisp

I -60° -30° -90° 0° 180°
I 60° 30° 90° 0° 180°
I -60° 120° 80° 0° 180°
I’ 60° -120° -80° 0° 180°
i -60° -30° -60° -30° 180°
nr 60° 30° 60° 30° 180°
\% -80° 80° 80° -80° 180°
V’ 80° -80° -80° 80° 180°
Vil -60° -30° -120° 120° 180°
VIl al -60° 120° -90° 0° 0°
VIl a2 -120° 120° -60° 0° 0°
Vib -135° 135° -75° 160° 0°
IV - - - - -

Tableau 15: Angles diédres moyens dans les cougles

Il est a noter que les coudpde type VI ne sont présents que lorsque le résidu
posséde une liaison peptidique ais £ 0°) donc essentiellement lorsque ce résidu est u

proline.

En pratique, pour caractériser un type de cdiden accorde une tolérance de + 30°
sur trois des angles et une tolérance de + 45%esqguatriém&* Quand seul le critére de
distance inférieure & 7 A entre lg; @t G,.3 est respecté, c'est-a-dire quand la valeur des
angles diedres ne permet pas, malgré la tolérasemedee, de pouvoir le classer dans un des

types précédemment définis, alors ce cqiidera classé type V.

La répétition de pseudocycle conduit a [I'établissetnde liaisons hydrogéne
intramoléculaires, on parle alors d’hélices. Onlisdi I'écriture « hélice @ ou a et b
représentent respectivement le nombre de résidusoanides par pas d’hélice et le nombre
d’atomes qui participent a la formation du pseudteyle pas de I'hélice est caractérisé par
sa longueur erh (distance entre deux points homologues) et paressoulement vers la
gauche (M) ou vers la droite (P). Dans les pro&itieélicea, caractérisée par un pas droit

de 5,4A correspondant dans cette nomenclature a I'’hélgg{Figure 21).
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Hélice a
H & R\\“ H \\H
rS{N ' N\)J\i:;l ' ““/N\)J\Ias ' N\)gf
H 2 H 22y +4 2
R O~ R 7 o) R
Extrémité Hali P Extrémité
N-terminale elice 3o

C-terminale

------- > liaison hydrogene

Figure 21 (L)-a-peptide

Des liaisons hydrogéne intramoléculaires peuvenfosmer a plus longue distance
dans I'enchainement peptidique entre atomes d'oxy@t d’hydrogene amidiques. On parle
alors de brinB, structure proche des structures étendues avevatlsrs standards d'angles
diédresp = - 120° etp= + 120°.

Deux ou plusieurs bring peuvent s'associer en feuillt grace a des liaisons
hydrogene caractéristiques ; il en existe, entteeaudeux types principaux (Figure 22) : le
feuillet B anti-paralléle dont l'orientation des brins susiesest inversée avec des angles

diedresp = - 139° et = + 135°; le feuillef3 parallele dont I'orientation des brins successifs
est la méme, avec des angles diédres 119° etp = + 113°.

feuillets antiparalléles ©——N

Figure 22 : Schéma de feuillef paralléles et anti-paralleles
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[I.2. Liaisons hydrogéne et éléments de structuresecondaires dans

certains pseudopeptides

Les propriétés structurales des peptides ayariaggément explorées, les recherches
se sont également orientées vers I'étude d’'anatogseudopeptidiques. Les équipes de
Seebach, Gellman et DeGrado ont montré notammentlepp-peptides, en dépit d’'une
flexibilité a priori encore plus grande que celle depeptides naturels, pouvait adopter des
structures secondaires variées conférant & cegetedes activités biologiques cibl&8s*
Gellman a proposé d'utiliser le terme "foldamé?&"contraction de « fold » et « oligomer »,
pour qualifier tout oligomeére capable d'adopter coeformation bien définie en solution par
auto-organisation structurale générée par des artiens non covalentes entre unités
monomérique$’ 4 Nous décrivons ici brievement quelques motifs ugseeptidiques

utilisés pour la synthése de foldaméres en ragvext notre travail.

11.2.1. Les B-peptides

LespB—peptides sont constitués de I'assemblage daminoacides, homologues
supérieurs desi-aminoacides naturels. Par rapport a ces derniersquelette d'unB-
aminoacide incorpore un carbone supplémentaireu(€i@3). De ce fait, une ou plusieurs
chaines latérales peuvent étre introduites enipost et/ou 3 du groupe carboxylique, avec
des stéréochimies controlées. Le squeleipeptidiqgue autorise donc une grande modulation

structurale qui a été largement exploitée.

R

/'\ B a COH
H,N 0 >COH HNT N
L-a-aminoacide B-aminoacide

Figure 23

4H, 144-148

Les équipes de Gellmaff et Seebadf® ont identifié 6 structurations possibles

dans leg3-peptides reportées sur la figure 24.
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o o o (0] o (0] o (0] o
J\N/\)‘\N/\)‘\N/\)J\N/\)‘\N/\)‘\N/\)‘\N/\)‘\N/\)‘\N/Zﬁ
H H H H AL H H H H
\‘ \\ ‘\ TN { - 4 4
“ e NN Helice12 v !
“._Hélice 14 N N T e

N
\~

S Hélice 18 I P
s Hélice 20 .-~

Figure 24 : squelette d’'un pold-aminoacide). Les fleches indiquent les six hélpessibles.

La structuration la plus favorable est I'hélice, 8btenue par un réseau de liaisons

hydrogene CO---HN de direction opposée a celléhdtide a.

I1.2.2. Hydrazinopeptides : analogues azotés d@speptides.

Les premieres études structurales par diffracties rdyons X, réalisées par Aubry et
coll. sur des séquences de petites tailles (2 o#si@Blus) ont montré que le lien hydrazide
pouvait apporter de fortes modifications structesapar rapport au lien peptididae*°
Ainsi, la présence de la liaison N-N dans I'hydnagieptide introduit non seulement un
allongement de la chaine peptidique, mais ausspassibilité supplémentaire de rotation. En
effet, les plans C-RIN® et NP-N-C% de la liaison hydrazide sont approximativement
perpendiculaires. De plus, certains des composééestadoptent des conformations étendues
stabilisées par des dispositions repliées paréicesi aux hydrazinopeptides. C’est le cas de
Piv-Pro-N'H-N°BzI-CH,-CO-NHiPr et de Moc-RH-Pro-OH (Figure 25) dans lesquels les
résidus hGly et hPro sont repliés par une liaisgirdgene bifide : le site donneur (iPr)NH ou

OH vy est lié a la fois au carbonyle hydrazide d& gaire électronique libre de I'azote

(Sp’i)127.
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Piv-Pro-h(Bzl)Gly-NHiPr Moc-hPro-OH
Figure 25: Conformation a I'état solide de Piv-Pro-h(Bzl)GIy4NPr et Moc-hPro-OH

Dans une étude théorique, Glnther et Hofmann permpan 2001 une extension du
concept d8-peptides & travers les hydrazinopeptidfede carbone ef étant substitué par un

azote (Figure 26).

H

B N_a COH
COH -
HZN/\G/ HoN N~
-aminoacide hydrazinoacide

Figure 26

Il ressort de cette étude théorique que la présgmndmgment RH ouvre de nouvelles
possibilités pour I'établissement de structuresosdaires. |l peut potentiellement intervenir
comme accepteur et/ou donneur de liaisons hydrogérm®mbiner son action a celle des
contacts CO---HN classiques. Ces auteurs ont eg&isansemble des réseaux de liaisons
hydrogéne intramoléculaires qui pourraient appaaians les hydrazinopeptides et modélisé
les conformations résultantes (Figure 27).
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Cz(4—1), -~ B=1), - L Ce=1 T Crpl1—2) L Cu1-9)

| I oo H b H 0
N"// il l
/< / \)k \)J\ // N/ ‘\/U\N/ w
.y,’ ,‘| ' ’
4 v ,’
H H N Pt _-" H ’ H
c, (2—~1j TTCs(1—2)
Cg(2—1) C, (1—2)
Cu(4—1; (3—1),. G e=1). B GO0 502 (=9
! | A1 [
/< A JJ\ Jj\ \)L VUY
\ c6(1 2) c,(11~2)| ‘
n H H . H /
C7(2—1) Cs(2—-1)

Figure 27: réseaux de liaisons hydrogéne dans les hydrazitides

Différents modes de calcul des énergies relativas fessortir une structure en hélice
3,314 (H14 type 1), comme la conformation la plus faafole. La topologie distincte de celle-
ci, par rapport a I'hélice ;3 (H14 type 1) deg3-peptides, se justifierait par une interaction
supplémentaire impliquant le doublet de I'azofe Nne autre hélice de type 1g7®posant
sur une interaction classique CO--HN entre résatllacents et possédant une énergie proche
de la précédente est également possible.

Cette analyse théorique montre que les hydrazpimjes peuvent adopter une large
variété de structures secondaires. De plus, il Eeque 'azoten joue un réle stabilisant par

les effets donneurs de son doublet et non parfehagnneur d’hydrogéne.

Lelais et. Seebalff se sont intéressés a la synthése et & I'analysercoationnelle

d’'un hydrazinohexapeptit@ (Figure 28).
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Bn O

| I|3n (0] I|3n (e} Fn (6] an (e} an (e}
N N N N N N
BocHN™ N~ N~ N7 N7 N7 OMe
H H H H H
y o) y o) y 0 y o) y 0 y o)
N N N N N N
BocHN” NT N7 N7 N7 N7 OMe
H H H H H

Figure 28 : hydrazinohexapeptides

A l'inverse de la courbe de dichroisme circulaibgéemu pour le composé benzylé, qui
ne révéle aucune structuration particuliere, lt@lde celle du dérivé déprotégé évoque la
courbe CD associée a I'hélice,3(P) observée pour leB-peptides. Malheureusement
'analyse RMN n’a permis d’accéder a aucune infdromastructurale supplémentaire ; les
signaux des RH sont superposés et mal définis et ceux dés Ne sont pas identifiables.
L’utilisation de divers solvants n’a pas suffi &de cet obstacle.

1>

Salaiin et col? ont, quant & eux synthétisé des BXpeptides dérivés de I'acide

hydrazinoacétiqud&\®-substitués. La chiralité de ces composés est@pdé 'atome d’azote

a (Figure 29).

Figure 29 : AzaB*peptides
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lls ont observé une structuration de ces compaoasepmation de pseudocycles en C
obtenus par un réseau de liaisons hydrogéne du doesquelette de I'oligomeére, entre un
NPH et le carbonyle d'un carbazate a I'extrémiéterminale, et entre le carbonyle

hydrazidique et un NH amide ou un OH d’acide atfémitéC-terminal (Figure 30).

| A
A e
i | +1 | i+2 | i+3
. V | ‘O R VO R :
N-terminus R C-terminus

Figure 30: réseaux de liaisons hydrogéne des[izpeptides

L’étude conformationnelle de ces molécules a ndodéux conformations privilégiées
de l'azotea, dont notamment une conformation étirée faisapiaegitre une configuration
absolue identiqgue des atomes d’azatest une conformation cyclique faisant apparaitre un

alternanceR,Spour la configuration absolue des azates

11.2.3. Les a/B-peptides

Récemment I'équipe de Gellman a synthétisé desdppeptides mixtes, 3723154

Lors de cette étude ils ont montré que ces pseptidps mixtes continuaient a
s’autostructurer et adoptaient des formes idensiquex3-peptides telles que les hélices 11,

14/15, 18 (Figure 31).
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a)

)]

£l

Figure 31: a/B-peptides a) hélice 11, b) hélice 14/15 c) Hélige 1

[1.3. Méthodes et techniques d’études

Les outils physiques qui permettent la mise enengd des interactions responsables

de ces structurations sont brievement présentésaaparagraphe.

[I.1.1. Diffraction des rayons X

La diffraction des rayons X est une méthode qumgtrd’accéder avec certitude a une
conformation privilégiée au sein d’'une moléculeleEournit des informations sur les

parameétres géométriques (longueurs et anglesider)eet sur la présence d’interactions inter

et intramoléculaires (liaisons hydrogéne). Cettehode a priori tres performante connait
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cependant des limites. Son utilisation reste ddbopnditionnée par l'obtention de

monocristaux de bonne qualité. Tous les produitsristallisent pas et certains demeurent des
huiles. Par ailleurs, dans un cristal, les forcesngilement et de cohésion peuvent s’exercer
au détriment des interactions intramoléculaireepi¢lles. La conformation déterminée par
radiocristallographie ne correspond donc pas foetém celle du composé en solution trés

diluée ou sous forme bioactive.

[1.1.2. Modélisation moléculaire

La modélisation moléculaire est aujourd’hui un bimilispensable pour accompagner
la recherche et la synthése de nouveaux composgsquRs. En effet, la modélisation
moléculaire est une technique permettant d’'une, phertreprésenter les propriétés et les
réactions chimiques d'un systéme et d’autre pagt, ndanipuler les structures 3D des

molécules.

Difféerentes méthodes de calculs ont été développgesours des années suivant les

moyens informatiques mis en jeu, les systémes gu@d ainsi que les propriétés étudiées :

- Les méthodesab initio basées sur la résolution d'équations de la méganiq
quantique. Elles permettent ainsi de connaitreplepriétés qui dépendent de la
distribution électroniqgue mais sont consommatrideseaucoup de temps de calculs
et seules I'étude de petites molécules de queldizesnes d’atomes n’est possible par

ces méthodes.

- La mécanique moléculaire et la dynamique moléarilbasées sur la résolution des
équations de la mécanique classique. Dans cetthod#d un certain nombre de
données ont été introduites, elles forment le chdmgorces. Elles proviennent de
données expérimentales de spectroscopie vibratiende données de diffraction des
RX ou de valeurs obtenues par les méthaalesnitio: c’est donc une méthode

purement empiriqgue mais qui a I'avantage d’étredep

- Les méthodes semi-empiriques qui sont un mélange ndeéthodesab initio et

empiriques.
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I1.1.3. Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Le principe de la RMN repose sur l'interaction enine onde électromagnétique et le
moment dipolaire magnétique porté par certains moymmme'H, °C, N, 3P, *’0... En
présence d'un champ magnétique homogéne et stablspins de ces noyaux subissent un
mouvement de précession dont on peut, apres uiliRtext appropriée du systéme, détecter
la fréequence. Cette fréquence est caractéristiquenalyau observé. Les informations

classiquement fournies par la RMN sont :

- les déplacements chimiques
- les constantes de couplages
- les effets Overhauser nucléaires

- les temps de relaxation liés a la largeur et dontehsité des signaux.

Ces informations permettent I'étude des proprié@sformationnelles des peptides,
par le biais notamment de la mise en évidenceaigohs hydrogene et de la détermination

des angles de torsion pour les petites molécules.

L’attribution univoque des signhaux et éventuelletnkn séquencage ultérieur des

pseudopeptides sont établis grace aux techniquisybares de la RMN a deux dimensions.

La séquence COSY (COrrelated SpectroscopY) perneetcatréler les signaux
provenant de noyaux couplés scalairement et dodl&ur de la constante de couplage n’est
pas nulle. Elle est utilisée pour identifier ou ésgr les systemes de spins intrarésidus, sans
toutefois pouvoir effectuer une attribution univegorsque plusieurs résidus identiques sont

présent§>1*°

Pour lattribution de tous les spins au sein d’uémme résidu, on a recours a une

méthode plus sophistiquée, la séquence TOCSY (IljGRalrelated Spectroscop'Y).

Pour I'établissement de la séquence d’'un peptigepootant une dizaine de résidus
(ou plus) parfois identiques, on a recours a démutméthodes expérimentales, a savoir la
séquence ROESY (Rotating frame Overhauser Effeett8mscopY) ou NOESY (Nuclear,

158

Overhauser Effect Spectroscop¥) L'effet Overhauser repose sur les couplages
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dipolaires (interactions dipOle-dipdle) entre noyaw travers l'espace. Ces couplages
dipolaires ne sont observables que pour les distimterprotoniques inférieures a 4A. Cette
technique renseigne sur les distances interatomidaegroupements non directement liés de

facon covalente.

Ainsi la recherche des corrélationSHE / NHi et C'Hi / NHi + 1 dans une carte

NOESY permet le séquencage univoque de I'enchaimepeptidique étudié.

On peut également étudier I'évolution des déplacesnehimiques des protons

amides, ou hydrazides en fonctions de la températuidu milieu (sovants, pHY.

[1.1.4. Dichroisme circulaire (DC)

Cette technique spectroscopique repose sur la ib@pae’ont les structures
optiquement actives d’absorber de facon inégaientéere polarisée circulairement & droite et
la lumiere polarisée circulairement a gauche. Dbnscas des protéines, les spectres
renseignent sur la nature des différents typedrdetares secondaires. L'allure d’'un spectre
DC dépend de I'organisation locale de la liaisoptiokque, ce qui permet donc de distinguer
les hélicesn, les feuilletsp, les coudes et les structures désordonnées. lgistmement des
spectres DC permet d’évaluer les changements d'étatformationnels d’'une protéine en

fonction de nombreux facteurs.

[1.1.5. Spectroscopie d’absorption Infrarouge (IR)

Les mouvements de vibration des atomes d’'une mieléqui s’accompagnent d’'une
modification soit en amplitude, soit en directiole, son moment dipolaire électrique, sont a

I'origine d’absorption de type vibrationnel dangdi@maine des ondes infrarouges.

Dans le spectre IR des amides et des peptideshdedes les plus intéressantes
correspondent aux vibrations d’élongation desdiassC=0 (bande amide | dans le domaine
1580-1720 crl) et N-H (Bande A dans le domaine 3200-3520'cres vibrateurs jouent en
particulier le r6le de sondes spectroscopiques @amsse en évidence de liaisons hydrogénes

intramoléculaires de type C=0---H-N. Quand ils sonpliqués dans une telle interaction,
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leurs bandes d’absorption sont déplacées versilgie$ fréquences, et les variations relatives
des fréquences refletent la force des interactioises en jeu.

L’établissement de la structure secondaire d’un&aule ne peut étre en aucun cas le
résultat d’'une seule de ces technigues. Seule teérence des données obtenues par

I'utilisation de plusieurs outils peut permettrediginir une structuration.

lll. Synthése et étude structurale d’una/hydrazino-peptide

Au vu de I'ensemble de ces données bibliographigliesus a paru intéressant de
synthétiser, a partir de I'un des pseudodipeptmésenté dans le chapitre I, un nouveau type
de foldameéere mixte présentant une alternance liendedlien hydrazide. En plus, de
'alternance de lien amide/hydrazide ces composes la particularité de présenter
I'alternanceRr et S des carbones asymétriques. En effet, compte tanmate de synthése
adoptée le carbone asymétrique des motifs hydrazides est inversé par rapport a celle des
carbones asymétriques des aminoacides. Cettewsguntus a paru intéressante a étudier, ces

composeés pouvant étre considérés comme des anslagoigs d’oligomeres mixteg.

[1l.1. Synthése de Boc-(Phe-h(Z2)AlayOMe

Nous avons effectué la synthése et I'étude stralgute Boc-(Phe-h(Z2)AlglOMe. Ce
pseudopeptide a été synthétisé a partir de BodhZ)gda-OMe selon le schéma 59.
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Boc-Phe-h(Z2)Ala-OMe

LiOH(2,5N) /H,0 HCI / AcOEt
THF 3N
~ 100 % ~ 100 %

Boc-Phe-h(Z2)Ala-OH  + H-Phe-h(2)Ala-OMe

DCC / HOBt
70 %

Boc-Phe-h(Z)Ala-Phe-h(Z)Ala-OMe

LIOH(2,5N) /H,0 HCI / AcOEt
THF SN
90 % ~ 100 %

Boc-Phe-h(2)Ala-Phe-h(Z)Ala-OH + H-Phe-h(Z)Ala-Phe-JAla-OMe

DCC / HOBt
12 %

Boc-Phe-h(Z)Ala-Phe-h(Z)Ala-Phe-h(Z)Ala-Phe-h(2)Aldie

Schéma 59

Les étapes de déprotection des pafiest N-terminales des pseudodipeptides ont été
réalisées en utilisant les conditions opératoiréfinaés dans le chapitre 1 (respectivement
LiIOH (2,5M)/ H,O et THF etHCI dans 'AcOEt 3N) les étapes de couplage utilisent le
couple DCC / HOBt. Il est a noter que pour I'étage couplage conduisant au
pseudooctapeptide et impliqguant deux pseudotéttiglespun rendement faible de 12% a été

obtenu.
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l1l.2. Etude structurale de Boc-(Phe-h(Z)Ala)-OMe

[11.2.1. Modélisation moléculaire

Nous avons réalisé une étude en meécanique et dgoanmoléculaire utilisant les
logiciels Insight Il et Amber 8.0, installé sur uoensole graphique SGI octane. Ces logiciels
ont 'avantage de pouvoir étre adaptés aux molécdéenature non entierement peptidique.
Les simulations ont été réalisées dans un solvalicée (chloroforme), c’est-a-dire que les
molécules de solvant sont explicitement représentées calculs de dynamique moléculaire
ont été effectués dans I'ensemble NTP pour leguebmbre de particules (N), la température

(T) ainsi que la pression (P) restent constantsoats de la simulation.

Cette simulation montre que ce type de moléculest pEautostructurer par
établissement de liaisons hydrogene. La conformal#o plus probable est issue de la
formation de pseudocycles a 12 atomes inversés daidiaison hydrogéne entre le H dfi N
du résidu i avec le C=0 du groupement Z du résitu Ainsi, sur I'oligomeére synthétisé

deux pseudocycles peuvent étre mis en évidencar@-g8f et 33).

Figure 32: Structure de plus basse énergie pour Boc-(Phe-tg)X}y®Me dans le chloroforme
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O 0 o

BOCHN—|CH-C—N—N—CliH-C—NH—CH-C—I\ll N—CllH-C—NH CH-C—N—N CllH-C—NH CH-C—I\ll—N—CllH-COZMe

0.9 0.9

Figure 33 :réseaux de liaisons hydrogéne dans Boc-(Phe-h(X)Slike

Cette structuration en;ginversée adéja été rencontrée dans peptides**°01°!
La particularité dans notre cas réside dans l'iogion du C=0O d’'un motif Z et non d’'un
C=0 du squelette peptidigue. Afin de confirmer ee#tructuration nous avons tenté

d’effectuer des études en RMN, dichroisme circalairIR.

[11.2.2. Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Nous avons effectué des expériences RMN COSY, TQ@MEYESY, ROESY dans
différents solvants deutérés (chloroforme, pyridime&thanol, DMSO), ainsi qu’a différentes

températures. Malheursement, I'allure des speditenois consitués de signaux larges et mal

définis ne nous a pas permis de conclure a uneapuegle structuration.
[11.2.3. Dichroisme circulaire (DC)
Les spectres ont été réalisés a temperature arabdens le méthanol sur un

dichrographe Jobin-Yvon CD6 a des longueurs d’ormesprises entre 190 a 500 nm. Le

spectre obtenu est représenté sur la figure 34.
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Figure 34: Spectre de Boc-[Phe-h(Z)AlaDMe

Aucun signal dichroique n’a été détecté, ceci e en aucun cas qu’il n’y a pas de
structuration. En effet, le DC est une méthode aligse de peptides et de protéines et n'est
donc pas toujours adapté pour les pseudopeptiaeplus, si I'on se référe aux résultats de la
modélisation moléculaire mettant en évidence uneicitration avec formation de
pseudocycles a 12 atomes, il semble évident quaweatuelle structuration ne pourra étre

caractérisé que sur un oligomere plus long.
[11.2.4. Spectroscopie d’absorption Infrarouge (IR)

A des fins de comparaison, nous avons enregistrépectres IR des pseudopeptides
Boc-Phe-h(Z)Ala-OMe, Boc-[Phe-h(Z)AlaPMe (tétramere) et Boc-[Phe-h(Z)Al&DPMe
(octamere). Les spectres ont été effectués dancuwee de Caf-de 3 mL, avec un trajet
optique de 500 pm et & une concentration de 3m@l.L dans le DCM, ramené a la
concentration de NH. Nous avons ciblé les zonestdigtion des vibrateurs NH (Figure 35)
et C=0 (Figure 36).
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[11.2.4.1. Vibrations d’élongation des vibrateurs NH

3420.39
3376.01
3305.06

—3428.81
—3270.47

NH lié
® NH libre

Absorbance Units

<) T T T T T T
3500 3450 3400 3350 3300 3250 3200 3150
Wavenumber cm-1

Figure 35 : Absorption IR correspondant aux vibrations d’éldrmyades vibrateurs NH dg@oc-Phe-h(Z)Ala-
OMe, etBoc-[Phe-h(Z)Ala}-OMe.

L’examen des molécules étudiées montre la présdm@eou 3 types de NH différents,
NH Boc, N*H pour toutes les molécules et en plus le NH diaison amide pour le tétramére

et 'octamere.

Le spectre IR du pseudodipeptide présente deuxelsaritine & 3428 crhet l'autre &
3376 cni. Compte tenu de I'expérience acquise au laboesbiles fréquences données dans
la « Spectral database for organic compoundsne §emble pas déraisonnable de penser que
la bande & 3428 cicorrepondent au NHBoc et que celle & 3376 am N’. De plus, ces
valeurs des nombres d’ondes correspondent a destewiios NH libres. Par contre, les valeurs
mesurées & 3305 ¢hret 3270 crit respectivement pour le tétramére et 'octameérebéemn
guant a elles correspondre a des vibrateurs NH (&S observations semblent signifier
I'établissement de liaisons hydrogéne dans lertétra et I'octamere. Néanmoins, a ce stade
de I'étude, il est impossible d’identifier le typle vibrateur NH impliqué dans ces liaisons

hydrogéne.
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[11.2.4.2. Vibrations d’élongation des vibrateurs@

1720.52
1716.33
1694.05
1622.13
1604.72

° 7 CO libre CO li€

Absorbance Units

o T T T T T
1850 1800 1750 1700 1650 1600 1550
Wavenumber cm-1

Figure 36: Absorption IR correspondant aux vibrations dation des vibrateurs C=0 d&oc-Phe-
h(Z)Ala-OMe, etBoc-[Phe-h(Z)Ala}-OMe

L'examen des molécules étudiés montre I'existatecd types de vibrateurs carbonyle
dans le pseudodipeptide : C=0 du Boc, C=0 de Iasolmhydrazide, C=0 du Z et C=0 de
I'ester méthylique ainsi que d’'un C=0 supplémeastadour la liaison amide dans le cas du

tétra et de I'octamere.

Pour le pseudodipeptide et le tétramere, les sigd&absorption des vibrateurs C=0
sont indicernables les uns des autres et tousssifuépeu pres dans la méme zone
correspondant a des vibrateurs libres. Seul letigpate 'octamére présente en plus des
bandes d’absorption situées vers des fréquencasfgilles correspondant a des vibrateurs
C=0 liés. La encore, bien que le déplacement dgsask des vibrateurs C=0 vers des
fréequences plus faibles soit le signe de I'établizsnt de liaisons hydrogene au sein de la

molécule, il est impossible de connaitre la natiwre@ibrateur impliqué.
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V. Conclusion

Au cours de ce chapitre nous avons montré qu’iit gtassible de synthetiser un
a/hydrazino-peptide. L'analyse structurale nous amie de mettre en évidence la présence

de liaisons hydrogene mais en aucun cas de corstluia structure obtenue.

Si I'on se référe aux résultats de la modélisatmaéculaire mettant en évidence une
structuration avec formation d’'un pseudocycle aafdnes inversé, il semble clair compte
tenu de la taille de ces pseudocycles qu'une éedatstructuration ne pourra étre mise en
évidence que sur un oligomere plus long. De plestiégalement important de noter que ces
pseudocycles sont obtenus par liaisons hydrogéendigumant le C=0O du groupement
protecteur Z. Il n'est pas déraisonnable de pegs&m autre type de structuration pourra
s’établir si ce groupement Z était remplacé. Ainsi,peut envisager soit la déprotection du
N° soit le remplacement du groupement Z par un méttiyans ce dernier cas, il est a noter
gu’en plus d'un éventuel effet sur la structuratiten remplacement du Z par un €lu

niveau des matieres premiéres devrait étre faverald formation du lien hydrazide.
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CONCLUSION GENERALE

Le présent travail de thése est consacré a la eymthet a I'étude d-

hydrazinopeptides.

Dans un premier temps nous avons mis au point édsatles de synthese, en solution
et sur phase solide, utilisant la réaction de Mitdu qui permet d'obtenir des-
hydrazinoacides énantiomériquement purs et orthagament protégés utilisables en synthese

peptidique aussi bien en stratégie Boc qu’en gi@témoc.

Malgré la faible réactivité de I'azof® desa-hydrazinoacides étudiés, nous avons
montré gu’ils pouvaient réagir avec des fluorurexides d’acide aminé et conduire a des

hydrazinodipeptides avec de bons rendements.

Nous nous sommes intéressés par la suite a laesmititi-hydrazinopeptides sur
phase solide. Grace a un suivi réactionnel desheget sur la résine par RMN HR-MAS,
nous avons constaté que I'utilisation d’une régiae encombrée (PAM, WANG) conduisait
a la formation de triazépane comme produit secoadat que la présence de motifs
hydrazides semblait conduire a une structurationpdeudopeptide sur la résine ce qui
diminuait I'accessibilité des réactifs. Nous avamsmtourné ces problemes en utilisant une
résine encombrée (2-Chlorotrityle-PS) et un mélasgesolvants déstructurants. Ces travaux

nous ont permis de mettre au point trois stratédgesyntheéses sur phase solide:
- pas a pas avec incorporation d’hydrazinoacide
- pas a pas avec incorporation d’hydroxyacide

- semi-convergente avec incorporation de pseudptgee

Les avantages et les inconvénients de ces stratégie été mis en évidence et il
conviendra d'utiliser celle la mieux adaptée ayfatlseése du composé désiré.

Une des applications possibles de ce travail cttm®s la synthése d’oligoméres

capables de s’autostructurer. Dans une étude mepenous avons montré que I'utilisation
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des techniques de synthése mises au point en@olp@irmettait I'obtention d’'un octamere
mixte de typen/hydrazino-peptide. L'étude structurale effectuéepas permis de mettre en
évidence de facon univoque l'autostructuration @etype de composé. Nous pensons
cependant que I'étude d’homologues diversementtisuds devrait nous aider a résoudre ce

probleme.
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Indications générales

Indications générales

Les réactifs et produits de départ proviennent igrdnts fourniseurs (Aldrich,
Acros, Fluka, Merck, Lancaster, Senn, Novabiochem), et sont utilisés sans purification

préalable. Le THF est fraichement distillé suriswdet benzophénone.

L'avancement des diverses réactions mises en gb@ suivi par chromatographie sur
couche mince. Les plaques de silice Kieselgel 6§ BMERCK) ont été révélées aux

ultraviolets et a I'acide phosphomolybdique.

Les produits formés au cours de ce travail oneatpartie isolés par chromatographie
liquide-solide (Silice Kieselgel 63-20@m). Les rendements ont été calculés sur les pduit

isolés.

Les composés ont été caractérisés par résonanagétispg nucléaire. Les spectres
ont été effectués sur un appareil BRUKER AVANCE ((30IHz), en solution dans le
chloroforme deutérié (CDg)I ou dans le diméthylsulfoxyde deutérié (DM8E)- Les
déplacements chimiques)(en RMN sont donnés en ppm par rapport au tétiaisdane

(TMS) pris comme référence interne.

Dans certains spectréEH et 13C, on observe un dédoublement des signaux qui
s’explique par une isomérie Z/E due a la rotatante de la liaison CO-N des fonctions amide

ou hydrazide selon le schéma suivant :

Les spectres HR-MAS ont été réalisés sur un BRUKRERNCE (300 MHz) équipé

d’'une sonde 4 mm avec un gradient simple axe at2500

Les spectres Infrarouge ont été effectués sur parap BRUKER TENSOR 27. Pour
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I'étude structurale, tous les spectres ont étégestrés sur 512 scan.

Les spectres de Masse Haute Résolution en ionisakiomique ont été effectués sur
appareil ProMALDI/FTMSau Laboratoire de Spectrométrie de Masse et de i€Hiaser

(Université de Metz).

Les températures de fusion instantanées ont étéréesssur banc Kofler.

Les mesures de DC ont été realisés a temperaturiamte sur un dichrographe Jobin-
Yvon CD6 avec un chemin optique de 10 nm. Le tedi@squisition était de 5 min par scan,
avec une largeur de bande de 1 nm et une résold¢éidhl nm. 3 spectres ont été accumulés

pour améliorer le rapport signal sur bruit.

Abréviation : s, singulet; d, doublet; g, quadetip m, massif ; arom, aromatique ; Pht,
phtalimide ; pyrro, pyrrolidine ; THP, térahydropye.
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Chapitre | : Synthese d-hydrazinoacides

Il. Synthése des hydrazinoesters phtaloyl§3Pht,aP-hXaa-OMe.

[I.1. Préparation desa-hydroxyesters 2.

Procédure générale pour la préparation des hydrsiges2 a partir des acides aminés
correspondants.

A 0°C, on additionne par petites portions, 0,2 a®INaNQ (13,8 g) a une solution
d’acide aminé (0,1 mmol) sont dans 300 ml d’acidétigue glacial. Une fois I'addition
terminée, la réaction est laissée 3 heures a tatypérambiante, puis lI'acide acétique est
chassé sous pression réduite. Le résidu est r@@nis d’eau et la phase aqueuse est extraite
plusieurs fois a I'éther. Les phases organiques$ smsemblées, lavées a I'eau, séchées sur

MgSO, et évaporées pour donner I'lhydroxyacide acétytéespondant.

L’ hydroxyacide acétylé obtenu est repris dans 20@e méthanol absolu. A - 40°C,
on additionne goutte a goutte 0,11 mol (8,1 mitklerure de thionyle. La réaction est laissée
48 heures a température ambiante. Le méthanolagbg sous pression réduite pour donner

I' a-hydroxyesteR pur.

2-Hydroxy-3-méthylbutanoate de méthyle 2/

HO., .COOCH
CH

i

Formule brute : CsH1,03; M = 132 g.mof'; Huile*°

RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : &ppm) 4,22-3,95 (m, 1HyCH), 3,93-3,62 (m, 3H,
O-CHs), 3,01-2,54 (m, 1H, -OH), 2,19-1,88 (m, 1BCH), 1,11-0,94 (m, 3HyCHs), 0,93-
0,68 (M, 3HYCHy).
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2-Hydroxy- 4-methylpentanoate de méthyl@L

4 N\
HO. .COOCH,
“CH
HaC%,  PCH,
VCTH
®°CH,
g J

Formule brute : C;H1405; M = 146 g.mof*; Huile*

RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : &ppm) 4,14-3,98 (m, 1HyCH), 3,74-3,49 (m, 3H,
O-CH), 3,45-3,15 (m, 1H, -OH), 1,80-1,57 (m, IYCH), 1,51-1,28 (M, 2HBCH,) et 0,87-
0,64 (m, 6HHOCHz).

2-Hydroxy-3-methylpentanoate de méthyle 21

( N\

HO. .COOCH
“CH

|
PCH
HiC—YCH;  PCH,

Formule brute : C;H1405; M = 146 g.mof; Huile®?

RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : &ppm) 4,26-3,95 (m, 1HyCH), 3,90-3,58 (m, 3H,
O-CHb), 3,17-2,81 (m, 1H, -OH), 1,96-1,64 (m, 1BCH), 1,53-1,09 (m, 2HyCH,) et 1,07-
0,65 (M, 6Hy,3CH).
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3-Phenyllactate de méthyle 2F

HO,,  .COOCH

PCH,

Formule brute : Cy0H1,05; M = 180 g.mof*; Huile®.
RMN H (300 MHz) (solvant : CDG) : (ppm) 7,45-7,04 (m, 5H, arom.), 4,54-4,33 (m, 1H,
aCH), 3,92-3,60 (m, 3H, O-CHilet 3,23-2,70 (m, 3H, -OH @CH,).

[1.2. Condensation de Mitsunobu

I1.2.1. Préparation des partenaires acides 1Boet 1Z
Procédure Générale pour la préparation des N-Alkytarbonylaminophtalimidek

Dans un monocol surmonté d’'un Dean-Stark et éqdipe réfrigérant, un mélange
équimolaire d’anhydride phtalique et de carbaz&eclHNH, ou ZNHNH,) est mis en
suspension dans du toluéne anhydre (100 ml pounr6l). Le milieu réactionnel est porté a
reflux durant 3 heures. Le mélange est refroidiestN-Alkyloxycarbonylaminophtalimides
précipitent. Le solide obtenu est filtré et reatissé.

Le N-benzyloxycarbonylaminophtalimidZ est recristallisé dans un mélange CHCICl,
Le N-tert-butyloxycarbonylaminophtalimidéBoc est recristallisé dans AcOEt.
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N-benzyloxycarbonylaminophtalimide 1Z:

4 1\
0
COOCH,Ph
BN
N—C°N
\
H
0
& J

Formule brute : CigH12N204 ; M = 296 g.mol; F : 140°C ; solide blanc.

IR (NaCl) vina/cm™: 3284, 3031 (NH), 1797, 1741 (C=0).

RMN H (300 MHz) (solvant: CDGIDMSO-cf): 3(ppm) 10,34-10,04 (m, 1HyNH), 7,89-
7,76 (m, 4H, arom Pht), 7,43-7,25 (m, 5H, arom BH)9 (s, 2H, ChKZ).

RMN *C (solvant: CDGYDMSO-df): &(ppm) 165,8 (O=cPht), 155,9 (N-OOCH,CeHs),
135,6 (CH arom Pht), 130,2 (C arom Pht), 129,1,9,2828,8 (CH arom), 124,3 (CH arom
Pht), 68,2 (CHZ).

SMHR calculé pour gH1,N.0,m/z296,0797, trouvé 296,0790.

N-tert-Butyoxycarbonylaminophtalimide 1Boc

(" )
0
COOtBuU
PN—N
\
H
o)
(& J

Formule brute : CiaH1N,04; M = 262 g.mof; F : 215-216°C ; solide blanc.

IR (KBr) Vma/cm™: 3395 (NH), 1706, 1740, 1783 (C=0).

RMN 'H (300 MHz) (solvant: CDG): &(ppm) 9,60 (s, 1HaNH), 7,89-7,83 (m, 2H, arom.
Pht), 7,82-7,76 (m, 2H, arom. Pht), 1,50 (s, 9H¢)Bo

RMN_**C (solvant: CDGJ): 3(ppm) 165,9 (O=Pht), 153,8 (N-©OCBoc), 135,1 (CH
arom. Pht), 130,3 (C arom. Pht), 124,3 (CH aront), 33,4 (Boc), 28,4 (CH Boc),

SMHR calculé pour GH14N>04 [M+H'] m/z263,1032, trouvé 263,1034.
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11.2.2. Préparation des composéBPht,aZ-hXaa-OMe

Procédure générale pour la préparation des comp8wigl

Dans un tricol de 100 mL muni d’'une agitation mdgné, sous atmosphére d'azote
et a 0°C, sont mises en solution 5 mmol du panenacide 1, 7,5 mmol de
triphénylphosphine (1,5 €qg), 5 mmol de I'hydroxge (1 €g.) dans 50 mL de THF anhydre.
On additionne en une fois 7,5 mmol d’azodicarbaeyl@BAD ou DEADccf tableau 3). Le
milieu réactionnel est maintenu a 0°C pendant 16 miis agité a température ambiante
durant le temps indigué dans le tableau 3. Le sbleat évaporé sous pression réduite. Le

résidu est purifié sur colonne de silice avec cordtuant ACOEt / éther de pétrole.

Ester méthylique duN-benzyloxycarbonylN-phthalimidoalanine 3A:

(" 1\
0
/COOCHPh
NP—NC
\
°‘C|2H—COOCI-1>,
O PcH,
. J

Formule brute: CyoH1gN»Og; M = 382 g.moal" Huile.

IR (NaCl)vma/cmt; 1799, 1747 (C=0).

RMN 'H (300 MHz) (solvant: CDG): &(ppm) 7,84-7,76 (m, 2H, aromPht), 7,73-7,66 (m,
2H, aromPht), 7,38-7,24 (m, 2H, arom. Z), 7,20-7(08 3H, arom. Z), 5,29-4,90 (m, 3H,
CH, Z et CH), 3,73 (s, 1,2H, O-GMH 3,66 (s, 1,8H, O-C¥ et 1,39 (d,) = 8 Hz, 3H,3CHb).
RMN 'C (solvant: CDGJ) : 3(ppm) 170,8 (©OCH;), 165,8 (O=GPht), 154,2 (N-
COOCH,CgHs), 135,7 (C arom), 135,3 (CH arom Pht), 129,0 (6naPht),128,7, 128,4,
127,6 (CH arom), 124,4 (CH arom Pht), 69,7, 67,84(@&), 57,1, 56,0{CH), 52,6 (O-E3)

et 15,6 BCHy).
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Ester méthylique duN-benzyloxycarbonyl-N-phthalimidoglycine 3G

4 N\
0
/COOCHPh
NP—NC
\
%CH,-COOCH;
O
g J

Formule brute: CigH16N2Og; M = 368 g.moat; F: 100°C; solide blanc.

IR (NaCl)vma/cm™: 1799, 1742 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : §(ppm) 7,90-7,81 (m, 2H, arom Pht), 7,80-7,60 (m,
2H, arom Pht), 7,32-7,19 (m, 2H, arom Z), 7,19-1)©2 3H, arom Z), 5,15 (s, 0,8H, GH),
5,05 (s, 1,2H, CKZ), 4,42 (s, 1,2HaCH,), 4,38 (s, 0,8HACH,), 3,62 (s, 1,8H, O-CH et
3,59 (s, 1,2H, O-CH).

RMN **C (solvant : CDCJ) : d(ppm) 168,3 (©OCH;), 164,9, 164,6 (O=ht), 154,5, 154,0
(N-COOCH,CeHs), 135,6, 135,5 (C arom), 135,3 (CH arom Pht), 3029,9 (C arom Pht),
129,0, 128,8, 128,4, 127,6 (CH arom), 124,3 (CHmRht), 69,6, 69,1 (CHZ), 52,6 (O-
CHs) et 52,6, 52,10CHy).

SMHR calculé pour gH16N.Os m/z368,1008, trouvé 368,1007.

Ester méthylique duN-benzyloxycarbonyl-N-phthalimidoleucine 3L :

4 )
o)
/COOCHPh
NP—N¢
\
c‘clH— COOCH
O  PCH,'CH(CCH,),
& J

Formule brute: CosH24N2Og: M = 424 g.mol" Huile.

IR (NaCl)vma/cm™: 1800, 1746 (C=0).

RMN H (300 MHz) (solvant : CDG) : &(ppm) 7,91-7,80 (m, 2H, arom Pht), 7,80-7,70 (m,
2H, arom Pht), 7,44-7,28 (m, 2H, arom Z), 7,25-7(06 3H, arom Z), 5,31-4,97 (m, 3H,
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aCH et CH 2), 3,75 (s, 1,8H, O-CH, 3,72 (s, 1,2H, O-C¥), 1,87-1,59 (m, 3HyCH et
BCH,) et 1,02-0,81 (m, 6HICHs).

RMN _*°C (solvant : CDCJ) : &(ppm) 170,5, 170,4 (COCH;), 166,2, 165,9, 165,5 (O=C
Pht), 154,2, 154,1 (N-GOCH,CgHs), 135,9 (C arom), 135,3 (CH arom Pht), 130,2, 13C,
arom Pht),129,0, 128,7, 128,4, 127,5 (CH arom), 124,4 (CHmaRht), 69,7, 69,1 (CHZ),
59,4, 58,2 ¢CH), 52,8 (O-CG3), 38,4, 38,2fCH,) 24,8, 24,7\{CH) et 22,8, 22,78CHy).
SMHR calculé pour gzH24N,0s m/z424,1634 trouvé 424,1644.

Ester méthylique duN-benzyloxycarbonylN-phthalimidovaline 3V :

( )
0
/COOCHPh
NP—N¢
\
°‘C|H— COOCH,
O  PCH(CH,),
(. J

Formule brute: CyH2oN,0. M = 410 g.mol; Huile.

IR (NaCl)vma/cm™: 1799, 1741 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : §(ppm) 7,91-7,78 (m, 2H, arom Pht), 7,75-7,69 (m,
2H, arom Pht), 7,44-7,28 (m, 2H, arom Z), 7,22-1y®6 3H, arom Z), 5,30-5,06 (m, 2H, GH
Z), 4,88 (d, 0,6H,) = 12 Hz,aCH), 4,64 (d, 0,4H,) = 12 Hz,aCH), 3,71 (s, 3H, O-CH),
2,18-2,03 (m, 1HRCH), 1,34-1,22 (m, 3HCHs) et 0,93-0,85 (m, 3H/CHs).

RMN _*°C (solvant : CDCJ) : &(ppm) 169,5, 169,3 (COCH;), 166,4, 165,9, 165,5 (O=C
Pht), 154,5, 154,3 (N-GOCH,CgHs), 135,7 (C arom), 135,2 (CH arom Pht), 130,3, 0 3C,
arom Pht),129,0, 128,7, 128,4, 127,5 (CH arom), 124,3 (CHmaRht), 69,7, 69,1 (CHZ),
67,6, 66,2 ¢CH), 52,9 (O-®3), 29,1 BCH) et 19,7, 19,3yCHs).

SMHR calculé pour gH»,N,Os m/z410,1478 trouvé 410,1475.
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Ester méthylique duN-benzyloxycarbonyl-N-phthalimidoisoleucine 3I:

( N\
o)
/COOCHPh
NP—NC
\
“(‘TH— COOCH,
O  PCHcHy)'CH, CH;,
. J

Formule brute: CosH24N»Og. M = 424 g.moaf; Huile.

IR (NaCl)vma/cm®; 1800, 1739 (C=0).

RMN H (300 MHz) (solvant : CDG) : &(ppm) 7,89-7,85 (m, 2H, arom Pht), 7,81-7,72 (m,
2H, arom Pht), 7,39-7,33 (m, 2H, arom Ph), 7,2@7rh, 3H, arom Ph), 5,32-5,00 (m, 2H,
CH, 2), 4,87 (d, 0,6HJ = 11,2 Hz,aCH), 4,65 (d, 0,4HJ = 12 Hz,aCH), 3,71 (s, 3H, O-
CHs), 2,04-1,72 (m, 2HyCH,), 1,42-1,22 (m, 4HBCH etyCH) et 1,00-0,74 (m, 3HHCHs).
RMN *C (solvant : CDCJ) : d&(ppm) 169,9, 169,7 (OOCH;), 166,7, 116,3, 166,2, 165,8
(O=C-Pht), 154,9, 154,7 (N-COCHCsHs), 136,0 (C arom), 135,5, 135,4 (CH arom Pht),
130,7, 130,3 (C arom Ph§29,3, 129,1, 129,0, 128,8, 128,7, 127,7 (CH ardri@},6 (CH
arom Pht), 70,1, 69,4 (GHZ), 66,9, 65,6 {CH), 53,5 (O-Gls), 35,4 BCH), 26,3 {CH,),
15,3 BCHs) et 12,0 §CH).

SMHR calculé pour gsH24N0s[M+Na'] m/z 447,1527, trouvé 447,1527.

Ester méthylique duN-benzyloxycarbonylN-phthalimidophenylalanine 3F :

( )
0
COOCHPh
NP—N¢
\
CH-COOCH
O  PcH,Ph
. J

Formule brute: CygH2oN-0g. M = 458 g.mol; Huile.
IR (NaCl)Vma/cm: 1799, 1744 (C=0).
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RMN H (300 MHz) (solvant : CDG) : &(ppm) 7,94-7,84 (m, 2H, arom Pht), 7,82-7,66 (m,
2H, arom Pht), 7,44-7,10 (m, 10H, arom Ph), 5,58, (d0,6H,J = 12 Hz,J” = 5,6 Hz,
aCH), 5,31-5,10 (m, 2,4H, 0dCH , CH Z), 3,66 (s, 1,8H, O-C§), 3,62 (s, 1,2H, O-ChJ et
3,34-3,19 (m, 2HBCH,).

RMN *°C (solvant : CDCJ) : &(ppm) 169,5, 169,4 (OOCH,), 166,2, 165,9, 165,7, 165,3
(O=C-Pht), 154,0, 153,7 (N-OOCH,C¢Hs), 136,6, 136,4, 135,6 (C arom), 135,4 (CH arom
Pht), 130,3, 130,2, 130,1, 130,0 (C arom PI19,7, 129,0, 128,9, 128,8, 128,5, 128,4, 127,7,
127,3 (CH arom), 124,5 (CH arom Pht), 69,8, 69,BAZ), 62,8, 61,5¢CH), 52,8 (O-Gls)

et 36,5, 36,1RCH,).

SMHR calculé pour gH2:N.Os m/z458,1478, trouvé 458,1482.

Ester méthylique duN-tert-butyloxycarbonyl-N-phthalimidoalanine 4A:

4 1\
0
/COOtBu
NP—N¢
\
“(T,H— COOCH,
o PcH,
& J

Formule brute: Ci7H20N2Og;, M = 348 g.mof; Huile.

IR (NaCl)vma/cm™: 1799, 1741 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : §(ppm) 7,76-7,64 (m, 4H, arom Pht), 4,94 7
Hz, 0,6H,aCH), 4,70 (g,J = 7 Hz, 0,4H,aCH), 3,68 (s, 1,2H, O-C}, 3,64 (s, 1,8H, O-
CHs), 1,41 (s, 3,6H, tBu), 1,35 (s, 5,4H, tBu), 1,291 = 8 Hz, 1,2H, CH) et 1,25 (dJ = 8
Hz, 1,8H,BCHs).

RMN *C (solvant : CDGJ) : 3(ppm) 171,1 (©OCH), 166,3, 166,1, 165,8, 165,5 (O=C
Pht), 152,5, 152,4 (N-OOtBu), 135,3, 135,2 (CH arom Pht), 130,1, 129,9a(6m Pht)
124,2 (CH arom Pht), 83,9, 83,1R6c), 57,2, 55,0dCH), 52,6 (O-Gis), 28,2, 28,0 (CHl
Boc) et 15,0, 14,63CHs).
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lll Transprotection des composé{3Pht,aP-hXaa-OMe

[1l.1. Etude préliminaire

[11.1.1. Méthode utilisant la méthylamine (MéthodeA)

Procédure générale de la méthode A

Dans un monocol de 100 mL, muni d’'un barreau aifastnt placée8 mmol du
composé3A ou 4A dans 20 mL de THF anhydre. On additionne en uie ¥® éq. (4,5
mmol) de méthylamine 2N dans le MeOH. La dispanitiotale du produit de départ, suivie
par ccm, est observée apres 3 heures. Le solviexets de méthylamine sont évaporés sous

pression réduite.

Nous avons vérifié la formation du compdd& (P = Boc) : RMN'H (300 MHz)
(solvant : CDG) : &(ppm) 8,97-7,91 (m, 1H, NH), 7,52-7,05 (m, 4H, arp®)0-6,08 (m,
1H, NH-Me), 5,02-4,55 (m, 1HaCH), 3,75-3,26 (m, 3H, O-C# 2,87-2,40 (m, 3H, NH-
CHjs), 1,50-0,90 (m, 12H, Boet BCH).

Les composéfMPH,aP-hXaa-OMe (3 mmol) sont repris dans 20 mL de THF
anhydre. 3 €g. de J® ou Fmoc-Cl sont ajoutés en présence ou non de PMA quantité
catalytique suivant les données du tableau 4. aetign est maintenue sous agitation durant
le temps indiqué dans le tableau 4. La réactios@ste par ccm. Le solvant est évaporé sous
pression réduite et le résidu est purifié sur codode silice avec comme €éluant un mélange
AcOEt / éther de pétrole.

Monodéprotection sélective d’'un groupement teridaxtycarbonyle par Mg(ClIg).

Les composéesA ou 7G (20 mmol) sont dissous dans 20 mL THF anhydre 2€0.
de perchlorate de magnésium est ajouté. Le suidadéaction se fait par ccm. Aprés 60

minutes, le mélange réactionnel est jeté sur ghoest extrait 3 fois a I'éther. Les phases
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organiques sont rassemblées, séchées sur MgS© solvant est évapore. Le résidu est alors

purifié par colonne de silice avec comme éluantnéhange AcOEt / éther de pétrole.

l11.1.2. Méthode utilisant la pyrrolidine (Méthode B).

Procédure générale de la méthode B.

Dans un monocol de 100 mL, muni d’'un barreau aigastunt introduites 3 mmol du
composé3A ou 4A dans 20 mL de THF anhydre. On additionne en ume 3o0éq. de
pyrrolidine (9 mmol). La disparition totale du prodde départ, suivie par ccm, est observée
aprés 4 heures. Le solvant et I'excés de pyrraidiont évaporés sous pression réduite. Soit
le produit est utilisé en I'état, soit il est pigisur colonne de silice avec un éluant AcOEt /
éther de pétrole.

Les composéPCBpoP-hXaa-OMe (3 mmol) sont repris dans 20 mL de THF
anhydre. On additionne 1,5 éq. deOXou Fmoc-Cl en présence ou non d'une quantité
catalytique de DMAP suivant les données du tabkala disparition totale du produit de
départ, suivie par ccm, est observée apreés le temdpié dans le tableau 5 et le solvant est
évapore sous pression réduite. Soit le produititdgté en I'état, soit il est purifié sur colonne

de silice avec un éluant AcOEt / éther de pétrole.

Le résidu est repris dans le THF sec, on additi@mene fois 1,5 €q. de méthylamine
2N dans le MeOH. La disparition totale du prodwet départ, suivie par ccm est observée
aprés 3 heures. Le solvant et I'exces de méthykarsamt chassés sous pression réduite et le
produit est purifié sur colonne de silice avec cam@uant un mélange AcOEt / éther de
pétrole.
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BBoc,aZ-hAla-OMe 7A:

X o@
o~ o

N"—N

a
o
O=< CH COOCH

O HaCP

Formule brute: CyH3oN,Og. M = 452 g.mol; Huile.
IR (NaCl)vma/cm™: 1800, 1764, 1734 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG): 3(ppm) 7,38-7,26 (m, 5H, arom ), 5,29-5,17 (m, 2H,
CH, Z), 4,58 (q,J = 7 Hz, 1H,aCH), 3,68 (s, 3H, O-C}J, 1,48, 1,47, 1,40 (3s, 18H, Boc) et

1,26 (d,J = 7 Hz, 3H,8CH).

RMN *C (solvant: CDCY): 8(ppm) 173,1 (©OCH;), 155,5 (@OCH,Ph), 150,3 (©OOtBu),
136,3, 135,4, 130,6, 130,2 (CH arom), 128,8, 12828,6, 128,4 (CH arom), 84,0 BGc),
68,7 (CH Z), 54,9 ¢CH), 53,9 (O-CH), 28,1 (CH Boc) et 14,7 §CHs).

SMHR calculé pour gH3:N»Og [M+Na'] m/z475,2051, trouvé 475,2052.

BBoc,aZ-hGly-OMe 7G:

Formule brute: Cy1H3oN2Os. M = 438 g.mof; Solide blanc
IR (NaCl)vmadcm™: 1790, 1733, 1717 (C=O).
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RMN !H (300 MHz) (solvant: CDG): &ppm) 7,46-7,13 (m, 5H, arom), 5,29-5,07 (m, 2H,
CH, Z), 4,37-4,15 (m, 2HJCH,), 3,81-3,55 (m, 3H, O-C#) et 1,64-1,33 (m, 18H, Boc).
RMN_C (solvant: CDCY): &(ppm) 171,5, 168,5, 168,4 (OCH,), 155,55 154,9
(COOCH:Ph), 150,7, 150,5 (@OtBu), 136,2, 136,1 (C arom), 128,9, 128,7, 12878,4
(CH arom), 84,6, 84,5 [@nc), 69,0, 68,8 (CKHZ), 53,9 (O-CH), 52,4 ¢CH,) et 28,2, 27,9
(CH3 Boc).

SMHR calculé pour gH3oN,Og[M+Na'] m/z461,1894, trouvé 461,1894.

BBoc,,aBoc-hAla-OMe 8A:

o) o)
NP—NC
o
o) CH-COOCH,
O H4CP

Formule brute: CioH3sN20g. M = 418 g.mol" Huile.

IR (NaCl)vma/cm™: 1780, 1734, 1714 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG): §(ppm) 4,48 (9] = 7 Hz, 1H,aCH), 3,68 (s, 3H, O-
CHs), 1,48, 1,47, 1,40 (3s, 27H, Bat)l,28 (d,J = 7 Hz, 3HBCHs).

RMN _*3C (solvant: CDCJ): 3(ppm) 171,7 (©OOCH;), 153,8 et 151,1 (N-OOtBu), 83,9,
83,3, 82,1 (Boc), 56,2 ¢CH), 52,2 (O-Gls), 28,4, 28,2 (CkBoc) et 14,7 §CH).
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BBoc,aBoc-hGly-OMe 8G:

o)
NP—NC
o
o:< /CH—COOCI—g
O H

Formule brute: CigH3oN»Og; M = 404 g.moal" huile.

IR (NaCl)vma/cmt: 1733, 1717 (C=0).

RMN 'H (300 MHz) (solvant: CDG): 8(ppm) 4,37-4,15 (m, 2HyCH,), 3,81-3,55 (m, 3H,
O-CHg) et 1,64-1,33 (m, 27H, Boc).

RMN *°C (solvant: CDCY): 8(ppm) 171,5, 168,5, 168,4 (DCH;), 150,7, 150,5 (OOtBu),
84,7, 84,5, 84,3 (Boc), 53,5 (O-CH), 52,4 (CH,) et 28,4, 28,3 (CkBoc).

BPCB,aZ-hAla-OMe 13A :

NL  _COOCH,
NP 9CH

-

H PcH,

Formule brute: CasH27N3Og; M = 453 g.moal" Huile.

IR (NaCl)Vma/cm®: 3247 (NH), 1786, 1742, 1716 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : &(ppm) 9,19-8,43 (m, 1H3NH), 7,90-7,06 (m, 9H,
arom Phe), 5,29-4,74 (m, 3H, gHetaCH), 3,81-3,34 (m, 5H, O-C{et CH pyrro), 3,17-
2,92 (m, 2H, CHpyrro), 2,02-1,54 (m, 4H, 2CGHpyrro) et 1,43 (dJ= 7 Hz, 3H,3CHy).
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RMN **C (solvant : CDG)) : 3(ppm) 172,6 (©OCH;), 169,8, 169,5 (OQyrro), 168,6,
168,1 (N-®OGCgH,4), 160,0, 155,7 (OOCH,Ph), 137,5 (C arom), 136,8, 136,3 (C arom),
130,8, 129,6, 128,8, 128,0 (CH arom), 68,6, 68,8(Z), 56,5 ¢£CH), 52,9 (O-&5), 49,3,
46,1, 26,1, 24,8 (N-(8,)4) et 14,6 BCHa).

SMHR calculé pour g4H27N30s [M+Na'] m/z476,1792, trouvé 476,1793.

BPCB,aBoc-hAla-OMe 14A

o) \]/
N _coocCH
NP~ cH

I I
H PCH,

Formule brute: CosHagN3Og, M = 467 g.moaf; Huile.

IR (NaCl)vma/cm™: 3294 (NH), 1796, 1739, 1713 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : &(ppm) 8,60-8,31 (m, 1H3NH), 7,78-7,49 (m, 1H,
H arom), 7,44-7,24 (m, 2H, arom), 7,21-7,08 (m, &akhm), 5,02-4,46 (m, 1KiCH), 3,74-
3,34 (m, 5H, O-CHhlet pyrro), 3,16-2,91 (m, 2H, pyrro), 1,98-1,63 @#l, pyrro), 1,47-1,19
(m, 12H,3CHs et Boc).

RMN *C (solvant: CDGJ)) : 3(ppm) 172,8 (©OOCH;), 169,3 (OGpyrro), 167,3
(N-COCgH.), 154,7 (@OtBu), 137,3 (C arom), 135,3 (C arori31,6, 131,2, 129,6, 129,2
128,8, 126,6, 125,2 (CH arom), 82,2, 82,B¢C), 53,8, 52,6 (CH), 52,3 (O-G3), 49,1,
46,0, 26,6, 24,7 (N-(8,)4), 28,1 (CHBoc) et 14,9, 14,43CHs).
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BPCB,BocaZ-hAla-OMe 15A :

0] o (0]
O

N{ _COOCH;
NP™ “CH

I
o/l:‘oiH3
Formule brute: CygH3sN3Og. M = 554 g.mol Huile.
IR (NaCl)vma/cm™: 1825, 1733, 1684 (C=0).

RMN H (300 MHz) (solvant : CDG) : (ppm) 7,69-7,12 (m, 9H, arom ), 5,22-5,01 (m, 2H,
CH, Z), 4,92 (9] = 7 Hz, 0,26HQCH), 4,84 (q J = 7Hz, 0,20HACH), 4,71 (qJ = 7 Hz,
0,33H,0aCH), 4,62 (qJ = 7 Hz, 0,24HaCH), 3,66-3,52 (m, 5H, O-Ct pyrro), 3,39-3,19
(m, 2H, pyrro), 2,01-1,73 (m, 4H, pyrro) et 1,588 (m, 12H[3CH; et Boc).

RMN _**C (solvant : CDCJ) : &(ppm) 171,5, 171,3, 171,2 GOCH;), 171,1, 170,0, 169,7,
169,5 (OCGpyrro), 168,2, 168,1, 168,0 (NGTH.), 154,9, 154,8, 154,7 (@OCH,Ph),
151,4, 151,2, 151,1 (@OtBu), 137,3, 137,1, 136,9, 136,0, 135,8, 134,8a(Gm), 128,7,
128,5, 128,3, 127,6, 127,3, 126,9 (CH arom), 8849, 84,8 (Boc), 68,9, 68,8 (CKHZ)
58,8, 58,1, 57,7, 56,0CH), 52,6, 52,5 (Q-83), 49,2, 45,9, 26,3, 24,8 (N-(5),), 27,7,

27,6, 27,5 (CBoc) et 14,5, 14,4 (gH
SMHR calculé pour ggH3sNz0g [M+Na'] m/z576,2316, trouvé 576,2316.
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BPCB,Z,aZ-hAla-OMe 16A:

C‘\I ooo\]/o

N{ .COOCH
NP™ UcH

I
)\ PCH,
o)

O

Formule brute: CsoH3sN3Og. M = 588 g.moaf; Huile.

IR (NaCl)vma/cm®: 1850, 1730, 1700 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG): &ppm) 7,76-6,98 (m, 14H, arom), 5,34-4,62 (m, 5H,
2CH, ZetaCH), 3,71-3,10 (m, 7H, O-C€t pyrro), 2,02-1,63 (m, 4H, pyrro), 1,49 MWz 7
Hz, 1,1H,BCHs) et 1,44 (dJ = 7 Hz, 1,9HBCHs).

RMN_*C (solvant: CDCJ) : &(ppm) 171,5, 171,4 (GOCH), 169,8, 169,5, 169,2 (OC
pyrro), 168,2, 168,1, 168,0 (NAIsH,), 154,8, 154,7, 154,6, 153,4, 153,3, 153,2
(COOCH:Ph), 137,2, 137,1, 136,9, 136,8, 135,8 (C aroh®y,2, 129,0, 128,9, 128,7, 128,6,
128,5 (CH arom), 70,0, 69,9, 69,8, 69,7 (&), 58,7, 58,6 CH), 57,6, 57,3 (O-85), 49,3,
46,2, 26,5, 24,8 (N=(8,).) et 14,5 BCHs).
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BPCB,BocaBoc-hAla-OMe 17A

O\' o OY
N{  _cooch
NP~ OCH

I
)\ PCH,

O O

4\7

Formule brute: CygHa/N3Os. M = 520 g.mol; Huile.

IR (NaCl)Vma/cm™: 1751, 1717, 1700 (C=0).

RMN 'H (300 MHz) (solvant : CDG) : 8(ppm) 7,75-7,20 (m, 4H, arom.), 5,92-4,79 (m,
0,65H,aCH), 4,64 (qJ = 7 Hz, 0,13HaCH), 4,50 (qJ = 7 Hz, 0,22HaCH), 3,77-3,43 (m,
5H, O-CH; et pyrro), 3,41-3,12 (m, 2H, pyrro), 2,00-1,72 (4, pyrro) et 1,60-1,12 (m,
21H,BCHszet Boc).

RMN _**C (solvant : CDCJ) : &(ppm) 172,2, 171,8, 171,7, 171,6@OCH), 170,7, 170,1,
170,0 (OGpyrro), 169,5, 168,4, 168,3, 168,2 (N3CsHs), 154,0, 153,4 (OOtBuU), 1354,
135,2, 134,9, 134,8 (C aroni)28,7, 128,3, 128,2, 127,7, 127,1 (CH arom), 88476, 82,7,
82,6 (Boc), 59,3, 58,7, 56,5, 55,83CH), 52,5, 52,4 (0-85), 49,4, 49,3, 49,2, 46,2, 46,0,
45,9, 26,6, 26,4, 25,0 (N-(&).), 28,7, 28,6, 28,5, 28,4 (GHBoc) et 15,1, 15,0, 14,8, 14,6
(BCH).

0]

@]

-137 -



Chapitre | : Synthese d-hydrazinoacides

BPCB,Z,aBoc-hAla-OMe 18A:

a
N3,  [COOCH

I
)\ PCH,
o)

Formule brute: CygH3sN3Os. M = 554 g.mol; Huile.

IR (NaCl)vma/cm™: 1734, 1717, 1700 (C=0).

RMN H (300 MHz) (solvant: CDG): &(ppm) 7,75 -7,07 (m, 9H, arom), 5,24-4,41 (m, 3H,
CH, Z etaCH), 3,67-3,45 (m, 5H, O-CHet pyrro), 3,41-3,12 (m, 2H, pyrro) 2,02-1,73 (m,
4H, pyrro) et 1,54-1,22 (m, 128CH; et Boc).

RMN _**C (solvant : CDCJ) : &(ppm) 172,0, 171,7, 171,6, 171,4QOCH), 170,1, 169,6,
169,0 (QGpyrro), 168,3, 168,2, 168,1 (N&sHs), 153,8, 153,7, 153,6 (@OCHPh), 153,5,
153,4, 153,3_ (OOtBu), 137,7, 137,3, 136,9, 134,9, 134,8, 13434,9, 134,4, 134,0, 133,7
(C arom.), 131,2, 131,1, 128,3, 128,1, 126 arom.), 83,5, 83,4, 83,1, 83,0R€x), 69,7,
69,6 (CH 2), 56,5, 56,1¢CH), 52,6, 52,4 (O-85), 49,5, 49,4, 49,3, 46,4, 46,2, 26,7, 26,6,
26,5, 25,0 (N-(El,)4), 28,6, 28,5, 28,4, 28,3, 28,2 (¢Boc) et 15,0, 14,PCHs).
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BBocaZ-hAla-OMe 9A:

Formule brute: C;7H24N206. M = 352 g.mol; Huile.

IR (NaCl)Vma/cm®: 3320 (NH), 1743, 1717 (C=0).

RMN 'H (300 MHz) (solvant: CDG): &ppm) 7,58-7,17 (m, 5H, arom.), 6,88-6,35 (m, 1H,
BNH), 5,47-4,66 (m, 3H, CHZ etaCH), 3,96-3,56 (m, 3H, O-CHji et 1,60-1,32 (m, 12H,
Bocet BCHs).

RMN *3C (solvant: CDGJ): 8(ppm) 173,1 (©OOCH;), 156,5 (OCH,Ph), 155,7 (©OtBu),
136,2 (C arom.), 128,9, 128,6, 128,4, 128,3 (CHm)081,6 (Boc), 68,7 (CH Z), 57,6,
56,4 @CH), 52,8 (O-CH), 28,5 (CH Boc) et 14,7[§CHb).

SMHR calculé pour §H24N>06 [M+Na'] m/z375,1527, trouvé 375,1528.

BZ,az-hAla-OMe 21A:

O O :
NP—NO
rN
H /CH—COOCH;
HaCP

Formule brute: CagH2oN»Og. M = 386 g.moaf; Huile.

IR (NaCl)vma/cm®: 3308 (NH), 1740, 1730 (C=0).

RMN H (300 MHz) (solvant: CDG): &(ppm) 7,50-7,21 (m, 10H, arom.), 7,00-7,10 (m, 1H,
BNH), 5,43-4,77 (m, 5H, 2CHzZetaCH), 3,64 (s, 3H, O-CH), 1,67-1,37 (m, 3H3CHb).
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RMN _*3C (solvant: CDCJ): §(ppm) 173,0, 172,7_(GOCH), 157,2, 157,1, 157,0, 156,8,
156,3 (@OCH,Ph), 136,1, 136,0 (C arom.), 130,7, 130,3, 1308D,d, 129,9, 128,9, 128,5,
127,7, 127,3, 127,0, 126,9 (CH arom.), 69,7, 6887, 68,1 (CH Z), 57,5, 56,4¢CH), 52,9
(O-CH3) et 15,0, 14,6FCHs).

BTfa,aZ-hAla-OMe 22A:

4 A

O
:—/_\ o) —{ COOCH

FsC N“-°CH
£ B
N\ CH,
o) H

Formule brute: Ci4H15FsN,0s. M = 348 g.mot; Huile.

IR (NaCl)vma/cmt: 3266 (NH), 1733, 1731 (C=0).

RMN 'H (300 MHz) (solvant: CDG): &(ppm) 8,68-8,42 (m, 1H3NH), 7,44-7,21 (m, 5H,
arom), 5,34-4,82 (m, 3H, GHZetaCH), 3,75 (s, 3H, O-CH) et 1,49 (d,J = 8 Hz, 3H,3CHy).
RMN C (solvant: CDC)): &ppm) 173,4, 173,3 (OOCH;), 158,4 (OGCF;), 155,2
(COOCH,Ph), 135,7 (C arom.), 129,2, 129,1, 128,9, 1284 &bm.), 115,8 (ql,JCF = 288
Hz, CFs), 69,7 (CH Z), 56,4 GCH), 53,3 (O-&3) et 14,9 BCHy).
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BBocaBoc-hAla-OMe 12A

4 A

OYO
« .NO  _COOCH
NP “cle

Hs

O}\O c
-+

& J

Formule brute: Ci4H26N>0g. M = 318 g.maf'; Huile.

IR (NaCl)vma/cm®: 3336 (NH), 1700, 1653 (C=0).

RMN 'H (300 MHz) (solvant: CDG): &(ppm) 6,56-6,10 (m, 1H3NH), 5,09-4,59 (m, 1H,
aCH), 3,83-3,63 (m, 3H, O-C#jiet 1,57-1,35 (m, 21H, Boc BCHy).

RMN C (solvant: CDCJ): 8(ppm) 173,6 (©OOCH;), 155,7 (@®OtBu), 82,1, 81,6, 81,4,
81,3, 81,2 (Boc), 55,8 ¢CH), 52,9 (O-¢1s), 28,8, 28,7 (CkBoc), 15,0 BCHy).

[11.2. Généralisation de la méthode de transproctetion.

Etape 1: Dans un monocol de 100 mL, muni d’'un barreau at;yaB mmol des
composeés sont mises en solution dans 20 mL de THF anhydneadditionne en une fois 3
€g. de pyrrolidine (9 mmol). La disparition totala produit de départ, suivie par ccm, est
observée aprés 4 heures. Le solvant et I'excésydelidine sont évaporés sous pression
réduite. Soit le produit est utilisé en I'état, tsibiest purifié sur colonne de silice avec un

éluant AcOEt / éther de pétrole.
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BPCB,aZ-hGly-OMe 13G:

Formule brute: CasHasN3Og, M = 439 g.mof; Huile.

IR (NaCl)vma/cm™: 3277 (NH), 1795, 1771, 1746 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : &(ppm) 9,03-8,93 (m, 1H3NH), 7,95-7,70 (m, 1H,
arom.), 7,61-7,20 (m, 8H, arom.), 5,30-5,14 (m, &H, Z), 4,44-4,31 (m, 2HaCH,), 3,83-
3,46 (m, 5H, O-CHlet pyrro), 3,19-3,07 (m, 2H, pyrro), 2,04-1,82 @hl, pyrro).

RMN *3C (solvant : CDG)) : 3(ppm) 170,3, 170,1 (CGOCH;), 167,3 (OGpyrro), 166,8 (N-
COGC¢Hy4), 156,4, 155,6 (OOCHPHh), 137,7, 137,5, 136,8, 136,3 (C arorhy5,5 (CH
arom.), 132,4, 132,3 (C arom.), 130,8, 130,5, 1,3199,9, 129,2, 129,0, 128,8, 128,2, 127,3,
124,7 (CH arom.), 69,6, 69,2, 69,0 (£H), 53,1 (O-G3), 54,1, 53,1 CH,), 49,7, 46,7,
46,4, 45,8, 26,5, 25,1 (GHbyrro).

SMHR calculé pour GH2sN30s [M+Na'] m/z462,1636, trouvé 462,1635.

BPCB,az-hVal-OMe 13V:

N _coocCH
CH

HyCY" YCH,

Formule brute: CygH31N3Os. M = 482 g.mol; Huile.
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IR (NaCl)vma/cm®: 3275 (NH), 1741, 1734, 1717 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : &(ppm) 9,20-8,90 (m, 1H3NH), 7,89-7,70 (m, 1H,
arom), 7,62-7,26 (m, 8H, arom.), 5,30-5,10 (m, &#i, Z), 4,93-4,36 (m, 1HaCH), 3,86-
3,51 (m, 5H, O-CHet pyrro), 3,35-2,93 (m, 2H, pyrro), 2,47-2,14 (b, BCH), 2,04-1,60
(m, 4H, pyrro) et 1,11-0,89 (m, 6MCH3).

RMN_C (solvant: CDG)) : §(ppm) 171,4 (©OCH;), 170,1 (QOGpyrro), 167,2 (N-
COGCsHy4), 160,0, 155,7_ (OOCH,Ph), 137,5 (C arom.), 136,8, 136,3 (C arorhi30,9, 130,6,
129,8, 129,0, 128,7, 128,2, 126,9 (CH arom.), €88, Z), 65,6 ¢CH), 52,8 (O-Gl3), 49,7,
46,5 (CH pyrro), 28,6 BCH), 26,3, 25,0 (2Ckipyrro) et 20,1, 19, ACHs).

SMHR calculé pour gsH3:N30s [M+Na'] m/z504,2105, trouvé 504,2109.

BPCB,aZ-hLeu-OMe 13L :

Formule brute: Co/H3sN3Og, M = 496 g.mof; Huile.

IR (NaCl)Vma/cm®: 3171 (NH), 1772, 1743, 1718 (C=0).

RMN H (300 MHz) (solvant : CDG) : &ppm) 8,68 (s, 1HBNH), 7,76-7,48 (m, 1H, arom.),
7,44-7,07 (m, 8H, arom.), 5,25-4,82 (m, 3H, £kt aCH), 3,65 (s, 3H, O-C), 3,54-3,46
(m, 2H, pyrro), 3,05-2,90 (m, 2H, pyrro), 1,98-149, 7H, pyrro3CH, etyCH) et 0,91-0,75
(m, 6H,3CHs).

RMN *C (solvant: CDCJ) : §(ppm) 172,3 (©OOCH;), 169,5 (OGpyrro), 167,2 (N-
COGCsH,), 156,3 (MOCHPh), 136,8, 136,5 (C arom.), 132,1 (CH arorti30,9 (C arom.)
130,0, 129,7, 129,5, 128,8, 128,4, 127,8, 126,6 &&hn.), 68,7 (CKZ), 60,0, 59,0 {CH),
52,9 (O-CHs), 49,3, 46,1 (26, pyrro), 38,1, 37,8 (H,), 26,1, 24,8 (26, pyrro), 24,7 yCH)
et 23,6, 21,7dCHs).
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SMHR calculé pour gH33NsOs [M+Na'] m/z518,2262, trouvé 518,2265.

BPCB,aZ-hlle-OMe 13I:

N _coocCH
“CH

H,C?” YCH

- J

o
CH,  3CH,
2

Formule brute: Co7HasNsOg; M = 496 g.mot; Huile.

IR (NaCl)Vma/cm™: 3245 (NH), 1772, 1741, 1717, 1696 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : &(ppm) 9,22-8,91 (m, 1H3NH), 7,97-7,65 (m, 1H,
arom.), 7,56-7,22 (m, 8H, arom.), 5,30-5,05 (m, W, Z2), 4,98-4,48 (m,1HaCH), 3,88-
3,41 (m, 5H, O-CHhlet pyrro), 3,29-2,89 (m, 2H, pyrro), 2,05-1,70 @h, pyrro), 1,60-1,40
(m, 1H,BCH), 1,33-1,16 (m, 2HCH,) et 1,05-0,72 (m, 2HICHs).

RMN *C (solvant: CDCJ) : §(ppm) 171,0 (©OOCH;), 169,7 (OGpyrro), 166,9 (N-
COGCgH,), 156,2 (MOCH:Ph), 136,5 (C arom), 131,7 (CH arom), 130,5, 13@2arom),
129,3, 128,7, 128,3, 127,8 et 126,6 (CH arom), 68}6, Z), 63,8 (CH), 60,5 {CH,), 52,4
(O-CHs), 49,3, 46,1 (2CHpyrro), 34,7 BCH), 26,1, 24,8 (2CHpyrro), 15,7 BCHs) et 11,6
(6CHg).

SMHR calculé pour gH33N30s [M+Na'] m/z518,2262, trouvé 518,2263.
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BPCB,aZ-hPhe-OMe 13F:

N
J

Formule brute: CsoH3:N3Og, M = 530 g.mof; Huile.

IR (NaCl)Vma/cm®: 3289 (NH), 1792, 1743, 1718 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG): &(ppm) 8,83-8,92 (m, 1H3NH), 8,00-7,08 (m, 14H,
arom.), 5,37-4,90 (m, 3H, GHZet aCH), 3,83-3,47 (m, 5H, O-C}#t pyrro), 3,40-2,93 (m,
4H, pyrro ef3CHy), 2,04-1,63 (m, 4H, pyrro).

RMN_C (solvant: CDG)) : §(ppm) 171,7 (©OCH;), 170,1 (QOGpyrro), 167,9 (N-
COGCsH.,), 156,6 (DOCH:Ph), 137,8 (C arom.), 137,0, 136,4 (C arom3p,3, 134,4, 132,7,
132,6, 132,2, 131,2 (CH arom.), 131,0, 130,4, 12878,2, 126,8, 124,5, 124,1, 122,2 (CH
arom.), 69,0 (Chl Z), 53,1 (O-Gis), 49,7, 46,6 (28, pyrro), 35,5 BCH,) et 26,1, 24,8

(2CH, pyrro).
SMHR calculé pour GgH3:N3Os [M+Na'] m/z552,2105, trouvé 552,2103.

Etape 2: Les composéBPCBuZ-hXaa-OMel3 (3 mmol) sont repris dans 20 mL de
THF. 1,5 ég. de BeO sont ajoutés en présence de DMAP en quantitdytigte. La
disparition totale du produit de départ, suivi pam, est observée aprés 3h pour hGly et 6
heures pour hLeu, hlle, hVal et hPhe. Le THF eatsé sous pression réduite. Soit le produit
est utilisé en I'état, soit il est purifié sur coie de silice avec un éluant AcOEt / éther de

pétrole.
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BPCB,BocaZ-hGly-OMe 15G:

CI\\I OOO\"/O

N%
B “cl:H
H

N
o)\o

4',

Formule brute: CogHasN3Og; M = 540 g.mof; Huile.

IR (NaCl)vma/cm™: 1825, 1733, 1684 (C=0).

RMN !H (300 MHz) (solvant: CDG): &ppm) 7,23-7,09 (m, 9H, arom), 5,28-5,15 (m, 2H,
CH, 2), 4,27-4,01 (m, 2HaCH,), 3,80-3,33 (m, 7H, O-CHet pyrro), 1,88-1,75 (m, 4H,
pyrro) et 1,31-1,85 (m, 9H, Boc).

RMN **C (solvant : CDG)) : 3(ppm) 169,9, 169,5 (OOCH;), 169,0, 168,6 (OQyrro),
168,4 (N-GOCeHy), 155,8, 155,5 (OOCH,Ph), 151,0 (©OtBu), 136,7 (C arom Z), 136,3,
135,8 (C arom ¢He), 129,4, 129,2, 128,9, 128,6, 128,1, 127,8, 121/22,0 (CH arom), 85,5
(CBoc), 69,4 (CH Z) 54,1, 53,1dCH,), 52,6, 52,5 (O-83), 49,7, 46,5 (26, pyrro), 28,2,
28,1 (CH Boc) et 26,7, 25,1 (24, pyrro).

SMHR calculé pour ggH33N30s [M+Na'] m/z562,2160, trouvé 562,2163.

_COOCH,
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BPCB,BocaZ-hLeu-OMe 15L:

O

N, .COOCH,
NP~ CH

I
)\ PCH,_ °CH,

o] () VclH
—1— ®CH,

Formule brute: CsHaiN3Os. M = 596 g.mol Huile.

IR (NaCl)vma/cm™: 1792, 1756, 1733, 1718, 1669 (C=0).

RMN !H (300 MHz) (solvant: CDG): &ppm) 7,72-7,13 (m, 9H, arom), 5,33-4,68 (m, 3H,
CH; Z, aCH), 3,63-2,99 (m, 7H, O-C4€t pyrro), 1,84-1,32 (m, 7H, pyrrgCH et CH,) et
1,22-0,81 (m, 15H3CH; et Boc).

RMN _C (solvant: CDCJ) : 3(ppm) 171,1, 171,0 (GOCH;), 170,1, 169,8 (OQyrro),
168,4, 168,2 (N-OCsHa), 155,4, 155,3, 154,8 (@OCH:Ph), 151,8, 151,5 (GOtBu), 138,2,
138,1, 137,9, 137,8 (C arom Z), 136,2, 136,1, 1323%,3 (C arom @), 131,3, 131,1,
128,9, 128,7, 128,6, 128,5, 128,4, 127,7, 127,5,212CH arom), 85,3_(Boc), 69,2, 69,1
(CH, ), 60,6, 60,1, 59,3, 58,4CH), 52,7, 52,6, 52,5 (O4), 49,1, 46,2, 46,0, 45,9 (GH
pyrro), 38,9, 38,6, 38,5, 38,8CH,), 27,9, 27,7 (Ck Boc), 26,4 (CH pyrro), 25,3, 25,2
(YCH), 25,0 (CH pyrro) et 23,5, 23,4, 22,7, 22,6, 223CHs).

SMHR calculé pour gH41N30s3 m/z596,2972, trouvé 596,2979.
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BPCB,BocaZ-hVal-OMe 15V:

Formule brute: CsHaoN3Os. M = 581 g.mol; Huile.

IR (NaCl)vma/cm™: 1786, 1740, 1723 (C=0).

RMN !H (300 MHz) (solvant : CDG) : 3(ppm) 8,03-7,18 (m, 9H, arom), 5,41-4,87 (m,
2,5H, 2CH Zet 0,5HaCH), 4,84-4,37 (m, 0,5HyCH), 3,92-3,55 (m, 5H, O-Ct&t pyrro),
3,26-2,97 (m, 2H, pyrro), 2,04-1,58 (m, 4H, pyrev)1,48-0,83 (m, 16H/CCHs, BCH et Boc).
RMN *C (solvant : CDCJ) : &ppm) 170,1, 170,0, 169,9 (OCH;), 169,6, 169,5, 169,4
(OC-pyrro), 168,2, 168,1, 168,0 (N@sH,), 155,7, 155,6, 155,0, 154,9 QOCHPh),
151,9, 151,8, 151,5, 151,4 @©tBu), 138,3, 138,0, 137,7 (C arom Z), 136,0, 93%35,8,
134,0, 133,8, 133,7 (C aromsidy), 131,4, 131,0, 128,9, 128,8, 128,7, 128,6, 12828 4,
128,3, 128,2, 128,1, 128,0, 127,4, 127,2, 126,9 &@bin), 85,2, 85,1 (Boc), 69,1, 69,0,
68,8 (CH Z), 66,8 &CH), 52,2, 52,1 (Q-83), 49,8, 46,0, 45,7 (CHpyrro), 29,1, 29,0
(BCH), 27,7, 27,6, 27,5, 27,4 (GHBoc), 26,1, 24,8, 24,7 (GHpyrro), et 20,0, 19,4, 19,3,
19,2 (/CHa).

SMHR calculé pour GH4oN30g [M+Na'] m/z604,2629 trouvé 604,2630.
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BPCB,BocaZ-hlle-OMe 15I:

Formule brute: CsHaN3Os. M = 596 g.mol; Huile.

IR (NaCl)Vma/cm™: 1749 1732, 1717, 1684, 1670 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG) : §(ppm) 7,99-7,15 (m, 9H, arom), 5,36-5,08 (m, 2H,
CH, Z), 4,89-4,68 (m, 0,77HyCH), 4,63-4,45 (m, 0,23R,CH), 3,79-3,05 (m, 7H, O-Cét
pyrro), 2,04-1,57 (m, 4H, pyrro) et 1,45-0,71 (rf8H1BCH, yCH,, yCHj3, Boc).

RMN **C (solvant : CDGJ) : 3(ppm) 170,7, 170,5, 170,3 GDCH;), 169,8 (OCpyrro),
168,6 (N-GC¢H,), 156,0 (MOCHPh), 151,7 (©OtBu), 138,6, 138,4 (C arom Z), 136,3,
136,2, 134,4, 134,3 (C aromsidy), 131,7, 131,3, 129,4, 129,2, 129,1, 129,0, 12828,7,
128,6, 128,5, 128,4, 127,7, 127,2 (CH arom), 88%4 (Boc), 69,4, 69,2 (CHZ), 66,3
(aCH), 61,1 {CH,), 52,6, 52,5 (O-613), 49,2, 49,1, 46,1, 46,0 (Ghpyrro), 35,6, 35,4RCH),
28,1, 27,9, 27,8 (CHBoc), 26,2, 26,1 (Chipyrro) et 16,1, 11,533CHs).

SMHR calculé pour gH41N30g [M+Na'] m/z618,2786, trouvé 618,2285.
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BPCB,BocaZ-hPhe-OMe 15E

4 N\
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O o
O

NS, .COOCH,
CH
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o o @
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Formule brute: CasHzgNzOs. M = 629 g.mol Huile.

IR (NaCl)vma/cm™: 1806, 1754, 1727 (C=0), 1638¢L;).

RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG): &ppm) 7,81-7,07 (m, 14H, arom), 5,35-4,82 (m, 3H,
CH; ZetaCH), 3,62-2,98 (m, 9H, O-CHBCH; et pyrro), 1,97-1,66 (m, 4H, pyrro) et 1,31-
0,95 (m, 9H, Boc).

RMN **C (solvant: CDCJ) : 3(ppm) 170,3, 170,1, 170,0 @DCH;), 169,8, 169,7 (OC
pyrro), 168,4, 168,3 (N-OCsH4), 155,1, 154,6 (OOCHPh), 151,8, 151,7, 151,5, 151,3
(COOtBu), 138,1, 138,0, 137,3, 137,1, 137,0, 1363%,1, 136,0, 134,6, 134,5 (C arom),
131,3, 131,2, 131,1, 130,1, 130,0, 129,9, 129,8,0.2128,9, 128,8, 128,7, 128,5, 128,4,
128,2, 127,5, 127,3 (CH arom), 85,6, 85,5, 85Bdg), 69,8, 69,4, 69,3 (G+Z), 63,9, 63,7,
63,5, 62,5, 61,80CH), 52,6, 52,4 (O-85), 49,3, 49,2, 46,3, 46,1, 46,0 (gHyrro), 36,2,
36,1 BCH,), 28,3, 27,9, 27,7 (CBoc) et 26,5, 26,4, 25,0 (GHyyrro).

SMHR calculé pour sHzoN30g [M+Na'] m/z652,2629, trouvé 652,2632.

Etape 3: Les composéBPCB,BocaZ-hAaa-OMel5 (3 mmol) sont dissous dans 30
mL de THF sec. On additionne en une fois 1,5 égméthylamine 2N dans le MeOH. La
disparition totale du produit de départ, suivie pam, est observée apres 3 heures pour hGly
et 6 heures pour hLeu, hVal, hlle, hPhe. Le soletitexcés de méthylamine sont évaporés
sous pression réduite et le produit est purifié glonne de silice avec comme éluant un

mélange AcOEt / éther de pétrole.
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BBocaZ-hGly-OMe 9G:

%

O

&

NP—N¢
/
H “/CH—COOCI—g
H

Formule brute: CigH2N»Og; M = 338 g.mot; Solide blanc.

IR (NaCl)vma/cm™: 3325 (NH), 1733, 1717 (C=0).

RMN !H (300 MHz) (solvant: CDG): &ppm) 7,50-7,18 (m, 5H, arom), 6,88-6,37 (m, 1H,
BNH), 5,25-5,06 (m, 2H, CHZ), 4,46-4,24 (m, 2HaCH,), 3,82-3,61 (m, 3H, O-CHl et
1,61-1,31 (m, 9H, Boc).

RMN *3C (solvant: CDGJ): 8(ppm) 170,6 (OOCH;), 156,6 (OCH,Ph), 155,6 (OOtBu),
136,3 (C arom), 129,1, 129,0, 128,8, 128,7, 1284 &rom), 82,5 (Boc), 69,2, 69,0 (CH
Z), 52,9 (O-CH), 51,9 (.CH,) et 28,7 (CH Boc).

SMHR calculé pour gH2:N>0s [M+Na'] m/z361,1370, trouvé 361,1372.

BBocaZ-hVal-OMe 9V :

p
O
—N

O:<
NP
/ a
H /CH— COOCH

H,C'-PCH
\
YCH,

.

O

T

/

Formule brute: CigH2gN20g;. M = 380 g.moal" Huile.
IR (NaCl)vma/cm™: 3332 (NH), 1747, 1717 (C=0).
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RMN H (300 MHz) (solvant : CDG) : 8(ppm) 7,51-7,20 (m, 5H, arom ), 6,80-6,34 (m, 1H,
BNH), 5,29-5,05 (m, 2H, CHZ), 4,82-4,38 (m, 1HaCH), 3,81-3,56 (m, 3H, O-C{| 2,34-
2,01 (m, 1HBCH), 1,53-1,30 (m, 9H, et Boej 1,16-0,80 (m, 6HCH).

RMN *C (solvant: CDCY): 8(ppm) 171,8 (©OCH;), 157,2 (@OCH,Ph), 155,2 (©OOtBu),
136,3 (C arom), 129,1, 128,8, 128,5 (CH arom), CRoc), 69,1 (CH Z), 65,9 ¢CH), 52,7
(O-CHs), 29,1 BCH), 28,7 (CH Boc) et 20,3, 19,6 (2CH

SMHR calculé pour gH2sN>0s [M+Na'] m/z403,1840, trouvé 403,1838.

BBocaZ-hLeu-OMe 9L :

NP—NC
/N
H ‘CH-COOCH,
H,CR
V/CH—6CH3
H4CP

Formule brute: CyoHzoN2Og. M = 394 g.mol; Huile.

IR (NaCl)vma/cm®: 3334 (NH), 1740, 1684 (C=0).

RMN !H (300 MHz) (solvant: CDG): &ppm) 7,49-7,17 (m, 5H, arom), 6,70-6,23 (m, 1H,
BNH), 5,35-4,67 (m, 3H, CHZet aCH), 3,84-3,54 (m, 3H, O-C#} 1,88-1,24 (m, 12H,
BCH,, yCH et Boc) et 1,05-0,79 (m, 6lCHj3).

RMN *3C (solvant: CDGJ): 8(ppm) 173,5 (OOCH;), 157,3 (OCH,Ph), 155,4 (OOtBu),
136,3 (C arom), 129,1, 128,8, 128,5 (CH arom), §CHoc), 69,1 (CHZ), 60,4, 59,4¢CH),
53,0 (O-CH), 38,2 3CHy), 29,1 {CH), 28,7 (CHBoC), et 23,1, 21,9CHs).

SMHR calculé pour gH3oN20s [M+Na'] m/z417,1996, trouvé 417,1993.
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BBocaZ-hlle-OMe 9l :

Formule brute: CyoHzoN2Os: M = 394 g.mol" Huile.

IR (NaCl)vma/cm™: 3333 (NH), 1747, 1716 (C=0).

RMN !H (300 MHz) (solvant: CDG): &ppm) 7,43-7,12 (m, 5H, arom), 6,83-6,32 (m, 1H,
BNH), 5,27-4,50 (m, 3H, CHZetaCH), 3,86-3,56 (m, 3H, O-C§} 1,70-1,15 (m, 12H, Boc
BCH etyCH,) et 1,13-0,76 (m, 6H)CHs).

RMN _*3C (solvant: CDCJ): 8(ppm) (CQOOCH;), 157,6 (OCHPh), 136,3 (C arom), 129,1,
128,8, 128,5 (CH arom), 81,8 B8c), 69,2 (CH Z), 64,4 (CH), 52,7 (O-CH), 35,9 BCH),
28,7 (CH Boc), 26,5 YCH,) et 16,3, 12,3},6CHs).

SMHR calculé pour goH3oN20s [M+Na'] m/z417,1996, trouvé 417,1993.

BBocazZ-hPhe-OMe 9F

Formule brute: CysHogN2Og: M = 428 g.mof; Huile.
IR (NaCl)Vma/cm: 3313 (NH), 1794, 1744, 1717 (C=0).
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RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG): &ppm) 7,38-7,09 (m, 10H, arom), 6,86-6,35 (m, 1H,
BNH), 5,35-4,77 (m, 3H, C¥ZetaCH), 3,75-3,41 (m, 3H, O-CH| 3,26-3,03 (m, 2HBCH,)

et 1,49-1,27 (m, 9H, Boc).

RMN *3C (solvant: CDCJ): 8(ppm) 171,5 (©OCH;), 156,4 (OCHPh), 155,4 (OOtBu),
137,2, 136,1 (C arom), 129,6, 128,9, 128,6, 1284,9, 127,8, 127,3, 127,1 (CH arom), 81,9
(CBoc), 68,8 (CH 2), 62,2 (CH), 52,8 (O-CH), 35,5 CH,) et 28,5 (CH Boc).

SMHR calculé pour gsH2sN>0s[M+Na'] m/z451,1840, trouvé 451,1840.

[11.3. Préparation des Fmoc.aZ-hXaa-OMe.

Procédure générale pour la synthése feEmocaZ-hXaa-OMe a partir des
pBocaZ-hXaa-OMe

Dans une solution saturée de HCI (3N) dans I'aeadaithyle (10 mL), préparée par
barbotage de HCI gazeux dans l'acétate d’éthylaissout 1 mmol d@Boc,aZ-hXaa-OMe.
La disparition totale du produit de départ, suiper ccm est observée aprés 1 heure. Le
mélange réactionnel est neutralisé précautionnearsie(pH = 7) dans un bain de glace avec
une solution saturée de NaHguis extrait trois fois a '’AcOEt. Les phases oligaes sont

rassemblées, séchées sur Mg8Oe solvant est évaporé sous pression réduite.

Le résidu obtenu est dissous dans 10 mL de dioaarguels est ajoutée une solution
agueuse de N&Gs;, 10% (1,5 éqg, 2,66 mL, 1,5 mmol). A 10°C, on addie 1,5 éq. de
Fmoc-ClI (0,39 g, 1,5 mmol) par petites portions.niéange réactionnel est agité pendant 24
h a température ambiante. Les esfgrmocpZ-hAaa-OMe sont précipités par addition d’eau
(60 mL) et sont récupérés par extraction a I'étApres séchage sur Mg3€t évaporation du
solvant, le produibbtenu est purifié sur colonne de silice (pour h@Kda) avec un mélange
AcOEL/ éther de pétrole ou utilisé sans purificatdans I'étape suivante (hlle, hval, hLeu,
hPhe).
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Procédure générale pour la synthése gemocaZ-hXaa-OMe avec un réactif supporté

La résine PS-HOBt(HL) (0,9 mmol/g, 225 mg, 0,2 mhedt placée dans un réacteur
pour phase solide. Une solution de Fmoc-Cl (127 @49 mmol) dilués dans 1,1 mL de
CH.CI, est additionnée a la résine. 65 mg de pyridin@2(@mol) dans 1,2 mL Ci€l, sont
ajoutés. La solution est agitée pendant 1 heuf#@.2.a phase liquide est filtrée et la résine
est lavée successivement par 5 mL de DCM (3x), "deDMF (3x), 5 mL de DCM (3x) et 5
mL d’Et,O (3x). Une solution d’hydrazinoester (0,13 mmoBndg 3,2 mL ChCl, est
additionnée au milieu réactionnel. Le mélange egteéaet maintenu a 25°C pendant 20
heures. La phase liquide est récupérée et la résinkavée avec 5 mL de DCM (3x). Les

solvants sont évapores pour donner I'’hydrazino@terocpZ-hXaa-OMepur.

BFmocaZz-hAla-OMe 19A:

O 04{N B—N“>:O

H “/CH—COOCI—g
HaCP

Formule brute: CoH2eN2Og; M = 474 g.mof; Huile.

IR (NaCl)Vma/cm™ 3311, (NH), 1741, 1717; (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG): &ppm) 8,03-7,09 (m, 14H, arom), 7,02-6,24 (m, 1H,
BNH), 5,52-4,65 (m, 3H, CHZet aCH), 4,73-4,09 (m, 3H, CH Fmoc et ¢iHmoc), 3,85-
3,56 (M, 3H, O-Ch) et 1,70-1,32 (m, 3H3CHs).

RMN _**C (solvant: CDC}) : &(ppm) 172,7, 171,1 (OOCH), 157,2, 157,0 (OOCH,Ph),
156,9, 156,7, 156,1 (@OFmoc), 144,0, 143,7, 141,6, 136,0 (C arom), 12828,4, 128,3,
128,0, 127,3, 125,3, 120,2 (CH arom), 68,5, 68719 §CH Z), 61,9, 61,5 (CkIFmoc), 56,3
(aCH), 52,5, 52,3 (O-C}}, 47,3 (CH Fmoc) et 14,BCHs).

SMHR calculé pour gH»eN20s [M+Na'] m/z497,1683, trouvé 497,1682.
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BFmocaZ-hGly-OMe 19G:

A
H 'CH-cooch
H

Formule brute: CagH24N20g;: M = 460 g.mol" Huile.

IR (NaCl)Vma/cm®: 3320 (NH), 1743, 1717 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG): &(ppm) 8,01-6,72 (m, 14H, arom BNH), 5,37-4,95
(m, 2H, CH 2), 4,58-4,02 (m, 5HaCH,, CH, Fmoc et CH Fmoc), 3,80-3,63 (m, 3H, O-
CHs).

RMN_C (solvant: CDCi): &(ppm) 170,5 (©OCHs), 156,4 (®OCHPh), 155,8
(COFmoc), 144,0, 141,9, 136,1 (C arom), 129,4, 1228,9, 128,6, 128,4, 127,9, 127,7 (CH
arom), 69,4 (CkZ), 68,4 (CHFmoc), 53,0 (O-Ch), 52,8 (iCH,), 47,58 (CH Fmoc).

SMHR calculé pour gsH24N20s [M+Na'] m/z483,1527, trouvé 483,1530.

IV. Déprotection de la fonction acide.

IV.1 Cas des3Boc (ou Z ou Tfa)-hydrazinoesters.

L’hydrazinoester3X,aP-hXaa-OMe(1 mmol) estdissous dans 10 mL de THF. On
additionne en une fois 10 ml d’'une solution de Li@Ens l'eau (2,5 M). Le mélange
réactionnel est agité pendant 1 heure puis jetggsue. La phase aqueuse est extraite au
chloroforme (3x20 mL), puis acidifiée jusqu’a pH2=La phase organique est ensuite extraite
a l'acétate d’éthyle (8x20 mL). Les phases orgassgsont rassemblées, séchées sur MgSO

et évaporées pour donner I’hydrazinoacide pur.
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BBocaZ-hAla-OH 20A:

Formule brute : CigH2:N,06; M = 338 g.mof; Huile.

IR (NaCl)Vmaycm: 3500-3000 (NH et OH), 1743, 1717 (C=0).

RMN H (300 MHz) (solvant : CDG) : &(ppm) 9,34-9,12(m, 1H, COOH), 7,68-6,98 (m, 6H,
arom ef3NH), 5,20-4,66 (m, 3H, CkZetaCH) et 1,45-1,28 (m, 12H, BatBCH).

RMN_C (solvant: CDC)) : (ppm) 175,4, 175,0_(QOH), 157,4 (©OCHPh), 156,4
(COO0tBu), 136,0 (C arom), 128,9, 128,8, 128,7, 12828,3, 127,9, 127,5 (CH arom), 82,9,
82,5 (Boc), 69,2, 69,0, 68,6 (GHz), 58,6 @CH), 28,6, 28,5, 28,0 (G4Boc) et 15,0, 14,6

(BCHs).
SMHR calculé pour GH2,N,Os [M+Na'] m/z361,1370, trouvé 361,1372.

BZ,aZ-hAla-OH 21A :

Formule brute: CigH2oN2Og; M = 372 g.moal" Huile.

IR (NaCl)vma/cmt: 3450-3150 (OH et NH), 1718, 1750 (C=0).

RMN 'H (300 MHz) (solvant: CDG): &ppm) 9,92-9,38 (m, 1H, COOH), 7,60-7,27 (m,
11H,BNH et 10arom), 5,18-4,81 (m, 5H, 2¢HBetaCH) et 1,48-1,39 (m, 3H3CHj).
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RMN *3C (solvant: CDCJ): &(ppm) 176,8, 176,6, 176,5, 176,4Q0H), 158,3, 157,4, 156,6
(COOCH,Ph), 136,2, 135,9, 135,8 (C arom), 129,5, 12%8,3, 129,2, 129,0, 128,9, 128,6,
128,6, 128,0, 127,7 (CH arom), 69,6, 69,0, 68,7 {@} 58,4, 57,0 {CH) et 15,0, 14,6

(BCH).

BTfa,aZ-hAla-OH 22A:

( N\

O
: 04{ COOH

FsC N®-“CH

! \
N'i PCH,
o) H

Formule brute: Ci3H13FsN2-Os; M = 334 g.mof; Huile.

IR (NaCl)vmay/cm™ 3450-3150 (OH et NH), 1733, 1750 (C=0).

RMN H (300 MHz) (solvant: CDG): &(ppm) 9,00-8,26 (m, 2H3NH et COOH), 7,25-7,18
(m, 5H, arom), 5,21-4,72 (m, 3H, GH etaCH), et 1,37 (dJ = 7 Hz, 3H,BCHy).

RMN c (solvant : CDGJ) : 5(ppm) 176,8, 176,7, 176,6, 176,5QOH), 157,9, 157,8 (OC
CFs), 155,6, 155,5, 155,4 @OCH,Ph), 135,3 (C arom), 129,6, 129,4, 129,2, 129,8,8,2
128,7, 128,6, 128,5, 128,4, 128,3 (CH arom), 118,8Jcr = 286 Hz, &), 69,9, 69,0 (Chl

Z), 56,5 @CH), 14,8 BCHy).
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BBocaBoc-hAla-OH 23A:

4 A

o\]/o
- .N ¢ _COOH
NP~ “CH

I
)\ PCH,
o© o

. J

Formule brute: Ci3H24N»Og. M = 304 g.moaf; Huile.

IR (NaCl)vma/cm®: 3500-3150 (NH et OH), 1700, 1653 (C=0).

RMN H (300 MHz) (solvant: CDG): 8(ppm) 8,88-7,75 (m, 1H, COOH), 7,00-6,63 (m, 1H,
BNH), 5,09-4,21 (m, 1HgCH), et 1,70-1,00 (m, 21H, Boc REHs).

RMN *3C (solvant: CDCY): &(ppm) 174,4, 174,3, 174,2 GIDH), 154,7, 155,5 (OOtBu),
84,4, 82,7, 82,5 (Boc), 60,3 ¢CH), 52,9 (O-Gs), 29,4, 29,0, 28,7 (CHBoC), 14,9, 14,7,
14,6 BCHj).

BBocaZ-hGly-OH 20G:

Formule brute: CisH20N20g: M = 324. g.mol Huile.

IR (NaCl)Vma/cm®: 3466-3126 (NH, COOH), 1734, 1718 (C=0).

RMN H (300 MHz) (solvant: DMSO)5(ppm) 9,83-8,91 (m, 1H, COOH), 7,39-7,27 (m, 5H,
arom), 5,76-5,73 (m, 1H§NH), 5,24-4,48 (m, 2H, CHZ), 4,33-3,72 (m, 2HqCH,) et 1,61-
1,10 (m, 9H, Boc).
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RMN *°C (solvant: DMSO) 3(ppm) 156,6 (©OCH,Ph), 155,6 (©OtBu), 136,3 (C arom),
129,1, 129,0, 128,8, 128,7, 128,4 (CH arom), 82Bo), 69,2, 69,0 (CHZ), 51,9 ¢CH,) et
28,7 (CH Boc).

BBocaZ-hVal-OH 20V:

Formule brute: C;gH26N>Og: M = 366 g.mof; Huile.

IR (NaCl)Vma/cm®: 3490-3170 (NH, COOH), 1736, 1715 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG): §(ppm) 10,92-9,67 (m, 1H, COOH), 7,70-6,59 (m,
6H, 5 arom. eBNH), 5,35-4,93 (m, 2H, CHZ), 4,81-3,88 (m, 1HyCH), 2,56-2,16 (m, 1H,
BCH), 1,58-0,90 (m, 15H, Bagt yCHb).

RMN C (solvant: CDCY): d(ppm) 177,6, 176,9 (OOH), 156,8 (©OCHPh), 136,0 (C
arom), 129,1, 128,9, 128,6 (CH arom), 83,4 (C B66)3, 69,1 (Ch Z), 67,1 (CH), 30,3
(BCH), 28,7 (CH Boc) et 20,9, 17,9%CHb).

SMHR calculé pour GH2eN20s [M+Na'] m/z389,1683, trouvé 389,1682.
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BBocaZ-hLeu-OH 20L:

Formule brute: CigH2sN>0g. M = 380 g.moaf; Huile.

IR (NaCl)Vma/cm®: 3400-3186 (NH, COOH), 1718 (C=0).
RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG): §(ppm) 10,47-8,94 (m, 1H, COOH), 7,61-7,06 (m,
6H, 5arom eBNH), 5,47-4,34 (m, 3H, CHZ etaCH), 1,94-1,05 (m, 12HyCH, BCH, et
Boc) et 1,02-0,55 (m, 6HCH).
RMN *3C (solvant: CDGY)): 3(ppm) 156,7 (©OCH,Ph), 136,3 (C arom), 129,2, 128,9, 128,6
(CH arom), 85,8 (Boc), 69,8, 69,3 (CKZ), 60,5 (CH), 38,5, 38,1FCH,), 29,1 {({CH), 28,6

(CHs Boc), et 23,8, 21,9BCHs).

SMHR calculé pour gH»gN,Os [M+Na'] m/z403,1840, trouvé 403,1839.

BBocaZ-hlle-OH 20I:

AP
H CH-COOH
B_Bt
HaCP—PCH
S
VCHz' CH3

Formule brute: CigH2gN>0g;. M = 380 g.moal" Huile.
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IR (NaCl)Vma/cm®; 3500-3124 (NH, COOH), 1733, 1716 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG): §(ppm) 10,13-9,31 (m, 1H, COOH), 7,49-6,55 (m,
6H, 5 arom eBNH), 5,56-4,05 (m, 3H, CHZ etaCH), 2,23-1,16 (m, 12H, BogCH, et
BCH) et 1,09-0,72 (m, 6H3CHs, SCHs).

RMN_*C (solvant: CDCY): &(ppm) 177,7, 177,2_(OOH), 157,1 (©OCHPh), 136,0 (C
arom), 129,1, 128,9, 128,5 (CH arom), 82,3 (C B66)3, 69,0 (Ch Z), 68,1 (,CH), 37,1
(BCH), 28,8, 28,6 (CkIBoC), 26,8, 26,6, 26,3CH,) et 16,6, 16,1, 12,4, 12,,5 CHy).

SMHR calculé pour @H»sN>Os [M+Na'] m/z403,1840, trouvé 403,1837.

BBocaZz-hPhe-OH 20F

NP—NC

P
H CH-COOCH,

H,Ch

Formule brute: CyoH26N20s M = 414 g.mdt; Huile.

IR (NaCl)Vma/cm'®: 3601-3225 (COOH, NH), 1734, 1717 (C=0).

RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG) &(ppm) 9,98-6,72 (m, 13H, aronNH et COOH),
5,49-4,60 (m, 3H, CHZ etaCH), 3,07-2,68 (m, 1H3CH,), 2,67-2,53 (m, 1HBCH,) 1,68-
1,22 (m, 9H, Boc).

RMN **C (DMSO0) &(ppm) 157,1, 156,8 (OOCH,Ph), 155,6 (©OtBu), 142,5, 140,8, 137,2,
136,2 (C arom) 129,0, 128,3, 128,1, 127,9, 12728,3, 127,0 (CH arom), 81,9 Boc), 66,5
(CH, 2), 64,2, 62,8¢CH,) et 28,0 (CH Boc).

SMHR calculé pour H»eN20s [M+Na'] m/z437,1683 trouvé 437,1685.
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IV.2. Cas def3Fmoc-hydrazinoesters

IV.2.1. Hydrolyse enzymatique

Procédure générale pour I'hydrolyse par voie enziyooe

Les synthéses ont été effectuées avec une stafono® Reactor. Le volume
réactionnel est fixé a 5 mL (complété en cas éwmn), a une température de 50°C et sous
400 mbar.

L’hydrazinoester (0,1 mmol) est dissous dans 20e%alvant (voir tableau 8) et 80 %
de tampon phosphate. Le milieu réactionnel est féhaan 50°C, pendant 15 minutes.
L’enzyme est ajoutée (100 mg pour une enzyme imisébi et 10 mg pour une enzyme
libre) et la réaction se poursuit sous agitatioe.filtrat est récupére, extrait plusieurs fois
avec AcOEt. Les phases organiques sont rassembigsges sur MgS@t évaporées sous

pression réduite. Le rendement de I'hydrazinoaolitenu est déterminé par RMN.

IV.2.2. Saponification.

L’hydrazinoesterBFmocpZ-hXaa-OMe (1 mmol) est dissous dans 2,27 mL d’'une
solution a 0,8 M de Cagtlans un mélange iPrOH L@ (7/3). On additionne en une fois 1,2
équivalent de NaOH. La solution est agitée pendahteures a température ambiante. Le
milieu réactionnel est jeté sur glace et la sotuttbtenue est acidifiée jusqu’a pH = 1-2 par
addition d’une solution d’HCI a 10%. La phase acpgeest extraite a 'acétate d’éthyle (8x20
mL), les phases organiques sont rassemblées, seshédgSQ et évaporées. On obtient

I'hydrazinoacide pur.
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BFmocaZ-hAla-OH 24A:

/o
H 'CH-COOH
H,CP

Formule brute : CgH24N206; M = 460 g.mol ; Huile.

IR (NaCl)Vma/cm® :3447-3133 (NH, COOH), 1743, 1718 (C=0).

RMN 'H (300 MHz) (solvant: CDG) : &(ppm) 10,74-9,67 (m, 1H, COOH), 8,11-6,73 (m,
14H, arom ef3NH), 5,29-4,63 (m, 3H, CHZ etaCH), 4,57-3,96 (m, 3H, CH Fmoc et gH
Fmoc) et 1,77-1,35 (m, 3BCHs3).

RMN *3C (solvant: CDCY)) : d(ppm) 177,9 (OOH), 156,4 (©OCH,Ph), 144,2, 143,8,
141,9, 136,0 (C arom), 129,1, 128,9, 128,5, 121128,6, 120,7 (CH arom), 69,3, 68,6 (£H
Z), 61,1 (CH Fmoc), 56,9¢CH), 47,6 (CH Fmoc), 14,CHb).

SMHR calculé pour gsH24N0s[M+Na'] m/z483,1527, trouvé 483,1527.

BFmocaZ-hGly-OH 24G:

Formule brute: CysH2oN206; M = 446 g.mof; Huile.
IR (NaCl)Vma/cm: 3682-3085 (NH, COOH), 1734, 1717, 1653 (C=0).
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RMN 'H (300 MHz) (solvant: CDG) : &(ppm) 10,38-9,70 (m, 1H, COOH), 8,29-6,93 (m,
14H, arom eBNH), 5,44-4,67 (m, 2H, CHZ), 4,60-4,12 (m, 5HACH,, CH, Fmoc et CH
Fmoc).

RMN_'C (solvant: CDCJ) : &(ppm) 157,1 (©OOCH,Ph), 143,5, 140,8, 136,3 (C arom),
128,9, 128,4, 128,3, 127,9, 127,8, 127,7, 127,%,312121,4, 120,1 (CH arom), 67,4, 67,2
(CH; 2), 66,7, 66,6 (CkIFmoc), 59,8¢CH.), 51,9 (CH Fmoc).

SMHR calculé pour gsH2:N>06 [M+Na'] m/z469,1370, trouvé 469,1370.

V. Synthése des monomeres sur support solide.

Les syntheses ont été effectuées sur un appareiblde Synthesis 1. La résine PS-
WANG est gonflée pendant 15 minutes dans du THIEt&les réactions ont été réalisées a
température ambiante. Les équivalents sont calp#ésapport au taux de substitution de la

résine.

IV.1. Synthese supportée di-hydrazinoacides par la voie 1.

Etape 1: La résine est mise en suspension dans 5 mL de BHq. d’anhydride
trimellitique, et 3 €g. de PRIsont introduits. 3 éq. de DIAD sont ensuite ajelggd une fois.
Le milieu réactionnel est laissé sous agitationdpeh quatre heures. La résine est filtrée et
lavée successivement par 2 fois 5 mL de DCM eRpais 5 mL de THF (1 min par lavage)

puis mise en suspension dans 5 mL de THF.

Etape 2: 3 ég. de carbazate (ZNHNMHu BocNHNH) sont ajoutés. Le milieu
réactionnel est laissé sous agitation pendant ejuadures. La résine est filtrée et lavée
successivement par 2 fois 5 mL de DCM et par 2 3oL de THF (1 min par lavage) puis

mise en suspension dans 5 mL de THF.

Etape 3: On introduit 3 égq. de DCC et 3 €g. de HOB. Libem réactionnel est laissé
sous agitation pendant trois heures. La résindéilese et lavée successivement par 2 fois 5
mL de DCM et par 2 fois 5 mL de THF (1 min par lggapuis mise en suspension dans 5
mL de THF.
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Etape 4: A la résine en suspension dans le THF sont sgoitéq. de PBh3 éq. de
RCH(OH)COOR'’ et 3 éq. de DIAD. Le milieu réactiohmst laissé sous agitation pendant
quatre heures. La résine est filtrée et lavée ssogment par 2 fois 5 mL de DCM et par 2
fois 5 mL de THF (1 min par lavage).

Etape 5: libération de I'hydrazinoester
- Méthode A On additionne 4 éq. d’'une solution de méthylam{®N) dans le MeOH. Le
milieu réactionnel est laissé sous agitation penhttais heures. La résine est filtrée et lavée
successivement par 2 fois 5 mL de DCM et par 25aisL. de THF (1 min par lavage). Elle
est mise en suspension dans 5 mL de THF et 4 é8o@® ainsi qu’'une quantité catalytique
de DMAP sont ajoutés. Apres deux heures, le fildsttrécupéré. Le solvant est chassé et le
produit est purifié par chromatographie sur colodessilice.

- Méthode B On additionne 4 éq. de pyrrolidine. Le milielacBonnel est laissé sous
agitation pendant trois heures. La résine eséélet lavée successivement par 2 fois 5 mL de
DCM et par 2 fois 5 mL de THF (1 min par lavaged. iésine est mise en suspension dans 5
ml de THF et 4 éq. de BgD ainsi qu'une quantité catalytique de DMAP somugés. Le
milieu réactionnel est laissé sous agitation penttais heures. La résine est filtrée et lavée
successivement par 2 fois 5 mL de DCM et par 25aisL. de THF (1 min par lavage). 4 €q.
d’'une solution de méthylamine (2N) dans le MeOHtsotroduits. Le mélange réactionnel
est laissé sous agitation pendant deux heuresiltta &st récupéré et évaporé pour donner

I' a-hydrazinoester pur.

V.2. Synthése supportee di-hydrazinoacides par la voie 2.

Procédure générale pour la préparation des acide@itahydropyranyl a partir des
hydroxyacides correspondants.

A une solution di-hydroxyacide (20 mmol) et g@TsOH (76 mg, 0,4 mmol) dans 40
ml de CHC} a 4 °C (bain de glace fondante), on additiogpnatte a goutte 2,55 mL (28
mmol) de dihydropyrane. Apres 5 min, le bain decglast enlevé et la réaction est laissée a
température ambiante. Le mélange réactionnel éstieavec 2 x 50 mL de KOH (0,2 M). La

phase aqueuse est acidifiée (pH 3-4), saturée p@t &t extraite trois fois avec un mélange
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CHCI3/i-PrOH (3:1). Les phases organiques sont rassemétdagees avec de I'eau, séchées
sur MgSQ et concentrées sous pression réduite pour doreadd O-tétrahydropyranyl

correspondant.

Acide (tétrahydro-pyran-2-yloxy)-acétique 29G

o)
QO-“ClH—COOH
H

Formule brute: C;H1,0,: M = 160 g.mol; Huile.

RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : &ppm) 4,87-4,57 (m, 1H, CH THP), 4,42-4,08 (m,
2H, aCHy), 4,02-3,36 (M, 2H, CHTHP) et 2,15-1,36 (m, 6H, 3GHHP).

RMN _*°C (solvant: CDGJ) : &(ppm) 176,3, 174,1, 170,8 GDH), 99,6, 97,3, 95,2 (€
THP), 64,7, 62,7 (CHTHP), 60,7 ¢CH,), 31,1, 30,6 (CHTHP), 25,8, 25,7 (CHTHP) et
19,6, 19,4 (CHTHP).

Acide 2-(tétrahydro-pyran-2-yloxy)-propionique 29A:

o)
<:>—O—°‘CIH—COOH
PCH,

Formule brute: CgH1404 ;M = 174 g.motl; Huile®®.
RMN 'H (300 MHz) (solvant: CDG): &ppm) 5,51-3,26 (m, 3HACH, CH THP et CH
THP) et 2,14-1,01 (M, 9H, GHTHP etBCHy).
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Acide 3-Méthyl-2-(tétrahydro-pyran-2-yloxy)-butyriq ue 29V

4 N

0
Qo—“clH—COOH
PCH

H,CY” "YCH,

Formule brute: CygH1804 M = 202 g.mof'; Huile®.

RMN H (300 MHz) (solvant: CDG): 8(ppm) 9,60-7,45 (m, 1H, COOH), 4,81-4,61 (m, 1H,
aCH), 4,21-3,72 (m, 2H, CH THP et ¥ GRAHP), 4,64-3,19 (M, 1H, ¥ GHTHP), 2,33-1,38
(m, 7H,BCH et CH THP) et 1,30-0,68 (m, 6HCHs).

Acide 4-Méthyl-2-(tétrahydro-pyran-2-yloxy)-pentanaique 29L:

- N
0
QO—GCH—COOH
PCH,
yClH
HaC®” TOCH,
L b

Formule brute: Cy1H>004; M = 216 g.mof'; Huile

RMN H (300 MHz) (solvant: CDG): §(ppm) 10,74-9,49 (m, 1H, COOH), 4,86-4,55 (m,
1H, aCH), 4,52-3,17 (m, 3H, CHTHP et CH THP) 2,46-1,35 (m, 9HCH, BCH,, 3CH
THP) et 1,31-0,49 (m, 6KCHs).

RMN **C (solvant: CDC)): &(ppm) 179,7, 178,7, 177,7 (BH), 101,4, 97,7 (8 THP),
72,8, 69,3 ¢CH), 63,9, 62,7 (CHTHP), 42,2 BCH,), 31,0, 30,7 (CHTHP), 24,9, 24,8 (CH
THP), 25,0, 24,9yCH), 23,7, 23,58CH;), 22,3, 22,08CHs) et 19,8, 19,4 (CHTHP).
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Acide 3-Méthyl-2-(tétrahydro-pyran-2-yloxy)-pentanaique 291

( )

o)
Qo—“clH—COOH
)
/BCH\V °CH,

HaCP CH,

- J

Formule brute: Cy1H2004 M = 216 g.maf'; Huile

RMN 'H (300 MHz) (solvant: CDG): &(ppm) 5,18-3,54 (m, 4HqCH, CH, THP et CH
THP), 2,04-1,13 (m, 9H3CH, yCH,, CH, THP) et 1,07-0,58 (m, 6HBCHs, 3CHs).

RMN *3C (solvant: CDG)): 5(ppm) 179,6 (OOH), 103,4, 98,1 (B THP), 83,9 ¢CH), 65,5,
63,1 (CH THP), 39,2 BCH), 31,3, 31,0 (CHTHP), 25,9, 25,8 (CHTHP), 24,3 YCH,),
21,1, 19,6 (CH THP), 16,1BCHs) et 13,7 6CHa).

Acide 3-Phényl-2-(tétrahydro-pyran-2-yloxy)-propionique 29F

( )

0
QO—“?H—COOH
PCH,

Formule brute : C14H1504; M = 250 g.mot*; Huile.

RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : &(ppm) 7,52-7,01 (m, 5H, arom), 4,73-4,65 (m, 1H,
aCH), 4,45-4,22 (m, 1H, CH THP), 3,95-3,26 (m, 2HJ T HP), 3,21-2,68 (m, 2H3CH),) et
1,91-1,26 (m, 6H, CHTHP).

RMN *3C (solvant: CDGCJ) : 8(ppm) 175,2, 172,9, 172,8 (OH), 138,3, 137,5, 137,2 (C
arom), 129,5, 129,3, 128,0, 127,9, 126,3, 126,0 &), 98,4 (CH THP), 77,%CH) 60,0
(CH, THP), 40,3, 40,0CH,), 30,8, 30,3 (CH THP), 25,4, 25,1 (CHTHP) et 19,3, 19,2
(CH, THP).
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Procédure générale pour la préparation desiydrazinoacides par la voie 2

Etape 1: 3éq de THPO-CH(R)-COOH, 3éq de DIC et une qtéartatalytique de
DMAP sont introduits sur la résine dans 5 mL de THE milieu réactionnel est laissé sous

agitation pendant deux heures.

La résine est filtrée, lavée par 3 fois 5 mL de DCIMmin par lavage) et I'étape 1 est
recommencée. La résine est lavée successivemeBtfpar 5 mL de DCM, par 3 fois 5 mL

d’acétone et par 3 fois 5 mL de THF (1 min par ®)a

Etape 2: On introduit 5 mL d’'une solution de TsOH (5mg/mdans un mélange

CH.Cly/ MeOH (97/3). Le milieu réactionnel est laissésagitation pendant une heure.

La résine est filtrée, lavée par 3 fois 5 mL de DCIMmin par lavage) et I'étape 2 est
recommencée. La résine est lavée successivemeBtfpar 5 mL de DCM, par 3 fois 5 mL

d’acétone et par 3 fois 5 mL de THF (1 min par ®)a

Etape 3: On introduit 3 éq. de PhtN-NHZ et 3 éq. de P&mns 5 mL de THF. 3 éq.
de DIAD sont ensuite ajoutés. Le milieu réactionest laissé sous agitation pendant deux

heures.

La résine est filtrée, lavée par 3 fois 5 mL de THFnin par lavage) et I'étape 3 est
recommencée. La résine est lavée successivemeBtfpar 5 mL de DCM, par 3 fois 5 mL

d’acétone et par 3 fois 5 mL de THF (1 min par ®)a
Etape 4: L'’hydrazinoacide est décroché de la résine panalange de 2 mL de DCM

et de 2 mL de TFA pendant 30 minutes. Le filtrat iésupéré puis évaporé pour donner

I'hydrazinoacide présentant une pureté satisfaéspat RMN'H.
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N-benzyloxycarbonylN-phthalimidoalanine 30A:

( N\
@)
}poocwph
NP—N¢
\
G?H—COOH
O PcH,
g J

Formule brute : CigH1¢N20s; M = 368 g.mol ; Huile.
RMN !H (300 MHz) (solvant : CDG) : &(ppm) 10,74-9,82 (m, 1H, COOH), 8,31-6,92 (m,
9H, arom), 5,75-4,47 (m, 3H, GHetaCH) et 1,82-1,36 (m, 3H3CHj3).

N-benzyloxycarbonylN-phthalimidoglycine 30G.

4 N\
0
COOCHPh
NP—NC
o
CH,-COOH
0
g J

Formule brute: CigH14N2Og . M = 354 g.mot ; Huile.
RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : (ppm) 8,16-6,43 (m, 9H, arom), 5,50-5,06 (m, 2H,
CH, Z) et 4,98-4,03 (m, 2H4CHy).
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N-benzyloxycarbonylN-phthalimidoleucine 30L:

( N\
0
/COOCHPh
NP—N¢
\
O‘Cl:H— COOH
O  PCH,YCHCCHy),
(. J

Formule brute : Cy;H2:N,06; M = 410 g.mof; Huile.

RMN 'H (300 MHz) (solvant: CDG) : &(ppm) 8,16-7,64 (m, 4H, arom Pht), 7,53-6,98 (m,
5H, arom Z), 5,37-4,90 (m, 3lCH et CH Z), 1,98-1,59 (m, 3HyCH et[3CH,), 1,04-0,88
(m, 6H,3CHj3).

N-benzyloxycarbonylN-phthalimidoisoleucine 30t

( )\
0
/COOCHPh
NP—N
\
“CH-COOH
B Vepy 8
o) CH(PCH,)'CH,’CHs;
\\ J

Formule brute : Cy;H2:N206; M = 410 g.mof; Huile.

RMN 'H (300 MHz) (solvant: CDG) : §(ppm) 8,38-6,99 (m, 9H, arom), 5,37-4,79 (m, 3H,
aCH et CH Z), 2,35-1,72 (m, 2HyCH,), 1,75-1,10 (m, 3HBCH etBCHs) et 1,10-0,72 (m,
3H, 3CHs).
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N-benzyloxycarbonylN-phthalimidovaline 30V:

( )
0
/COOCI—bPh
NP-N?
°‘C|H—COOH
O  Pch('cHy),
- J

Formule brute : Cy;Ho0N20s; M = 396 g.mof'; Huile.

RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG) : 3(ppm) 9,41-8,59 (m, 2H, arom Pht), 8,44-7,59 (m,
2H, arom Pht), 7,56-6,98 (m, 5H, arom Z), 5,55-4j39 3H, CH Z etaCH), 2,35-1,85 (m,
1H, BCH), 1,37-1,06 (m, 3HyCHj3), 1,06-0,85 (m, 3HyCHy).

N-benzyloxycarbonylN-phthalimidophénylalanine 30F:

4 N\
0
/COOCI—bPh
NP—NC
\
c‘clH— COOH
O  PcH,Ph
N\ J

Formule brute : CosHaoN2Og; M = 444 g.mol; Huile.
RMN H (300 MHz) (solvant : CDG) : &(ppm) 8,53-6,36 (m, 14H, arom.), 5,64-4,48 (m,
3H, aCH et CH Z), 3,51-2,63 (m, 2H3CHy,).
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Chapitre Il: Etude de la réactivite dag-hydrazinoacides en solution et sur phase solide.

Application a la synthése @¢hydrazinopeptides

lll. Etude de la réactivité desa-hydrazinoacides en solution.

Les différentes méthodes de couplage décrites amparagraphe sont des protocoles
standards utilisés en synthése peptidique. Parisdeisimplifications, elles sont présentées

sous forme générale pour la préparation d’hydradipeptide.

[11.1. Méthode de couplage aux chloroformiates (anydrides mixtes).

A une solution refroidie a -10°C de 5 mmol de ltcicarboxylique et de 5 mmol de
NMP dans 5 mL de THF anhydre, sont ajoutées 5 mdi@F. Aprés 5 minutes, on
additionne une solution refroidie de 5 mmol du @aaire hydraziné dans 5 mL de THF.
Apres %2 h a -10°C et 2 h a 'ambiante, on filtré'@d évapore le solvant ; le brut réactionnel

est chromatographié avec I'éluant adéquat.

[11.2. Méthode de couplage par DCC / HOBt

A une solution refroidie a 0°C de 5 mmol du parten&ydraziné, de 5 mmale
I'acide carboxylique, de 5,5 mmol de HOBt dans 25 e THF anhydre, sont additionnées
en une seule fraction 5 mmol de DCC. Aprés 1h a €f@h a température ambiante, la
DCHU formée est filtrée, le solvant évapore, letbractionnel est repris par le minimum
d’acétate d'éthyle et laissé 2h a -20°C, puiséiltta purification finale est réalisée par

chromatographie avec I'éluant adéquat.

[11.3. Méthode de couplage au chlorure d’acide

1. Préparation du chlorure d’acide

A une solution refroidie a 0°C de 3 mmol de l'acicerboxylique dans 17 mL de
CH,CI, anhydre sont additionnées 30 mmol de SQ@istillé au préalable sur quinoléine). Le
mélange réactionnel est porté a reflux pendanbk azote. L’excés de SQE les solvants

sont ensuite évaporés sous pression réduite. @enbln solide jaunatre qui est dissous dans
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3,4 mL de CHCI, et 34 mL d’hexane. Le solide blanc obtenu egtfiéit le chlorure d’acide

est utilisé en I'état.

2. Couplage

A une solution refroidie a -10°C de 6,66 mmol dutgraaire hydraziné et de 15 mmol
de NaHCQ dans 25 mL de Ci€l,, sont ajoutées goutte a goutte 10 mmol du chlorure
d’acide dilué dans 10 mL de GEl, de telle facon a maintenir la température strieieim
égale a -10°C. L’addition terminée le mélange iéacel est maintenue a 0°C pendant 1h,
puis 10h a I'ambiante. On filtre le NaCl formé)esolvant est chassé. Le brut réactionnel est

chromatographié avec I'éluant adéquat.

[11.4. Méthode de couplage par TBTU / HOBt / DIEA

A une solution refroidie a 0°C de 1,35 mmol du cos® a extrémité carboxylique
dans 3 mL de THF anhydre, sont ajoutées 1,35 mrhtDEt et 1,35 mmol TBTU, puis on
additionne une solution refroidie de 0,45 mmol dutgnaire hydraziné dans 5 mL de THF et
4,5 mmol de DIEA. Apres 15mn a 0°C et 10 h & 'aanbe, le solvant est évaporé. Le brut

réactionnel est chromatographié avec I'éluant adequ

[11.5. Méthode de couplage par HATU / HOBt / DIEA

A une solution refroidie a 0°C de 0,7 mmol du paaies hydraziné, 0,7 mmol du
composé a extrémité carboxylique et de 0,77 mmaél@8t dans 3 mL de THF anhydre, sont
ajoutées 0,7 mmol d’HATU en une seule fois et 2mMahDIEA. Apres 15 mna0°Cet10 h a
'ambiante, le solvant est évaporé. Le brut réacte est chromatographié avec I'éluant

adéquat.

[11.6. Méthode de couplage HATU/ NMM

A une solution refroidie a 0°C de 0,7 mmol du paaiee hydraziné dans 0,35 mL de
CH.ClI,, est ajouté 0,3 mL de NMP. Une solution de 0,77odu partenaire a extrémité
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carboxyliqgue dans 0,18 mL de @El, et 0,7 mmol de HAUT est ensuite ajoutée. Le méang
est laissé 12 heures a 'ambiante. La solutiordidsée avec de 'acétate d’éthyle, puis lavé
avec une solution a 5% KH30a 5% NaHC@ et une solution saturée de NaCl. La phase

organique est séchée sur MgS#d concentrée sous pression réduite. Le brutiokmel est
chromatographié avec I'éluant adéquate.

[11.7. Méthode de couplage aux fluorures d’'acides

1. Préparation du fluorure d’acide

Stratégie Fmoc A 2 mmol du partenaire a extrémité carboxyliga@s 10 mL CECl,

anhydre, sont ajoutées, sous azote et a -20°C, dl sherfluorure de cynanuryle (0,54 g, 0,33
mL, d = 1,6) et 2 mmol de pyridine (0,17 g, 0,2 miL= 0,861). L'addition terminée le
mélange réactionnel est amené a I'ambiante pussdaBh sous agitation. On ajoute de la
glace pilée et 10 mL de GBI,. La phase organique est séparée et la phase agastus
extraite une fois avec 5 mL de gEl,. Les phases organiques sont rassemblées et avees
10 mL d’eau glacée et séchée sur Mgl@s solvants sont évaporés sous pression réauite

température ambiante.

Stratégie Boc A une solution de 2 mmol du partenaire a exttémarboxylique et de
2 mmol de pyridine (0,17 g, 0,2 mL, d = 0,861) dansL CHCl, anhydre, sont ajoutées
sous azote et de -20°C a -10°C 4 mmol de fluorereyshanuryle (0,54 g, 0,33 mL, d = 1,6).
L’addition terminée le mélange réactionnel est rtein a -10°C pendant 1h. On ajoute de la
glace pilée avec 10 mL de @El,. La phase organique est séparée et la phase agesus
extraite une fois avec 5 mL de gEl,. Les phases organiques sont rassemblées et avees
10 mL d’eau glacée et séchée sur MgS(@s solvants sont évaporés sous pression réauite

température ambiante.
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2. Couplage

A une solution de 6,66 mmol du partenaire hydraeinde 15 mmol de NaHG@ans
25 mL de CHCI,, sont ajoutées goutte a goutte une solution kitF@ -10°C de 10 mmol du
fluorure d’acide dilués dans 10 mL de &H). L’addition terminée le mélange réactionnel est
maintenue a I'ambiante pendant 3 heures. On fiftreel formé et le solvant est chassé. Le
brut réactionnel est chromatographié avec I'élaaldtquat.

[11.8. Méthode de couplage aux esters activés (OF,fONp, OSu)

A une solution de 5,5 mmol de I'ester activé et Bmol de HOBt dans 20 mL de
THF, sont ajoutées 5 mmol du partenaire hydrazihé @lans 10 mL de THF. Aprés 12h a
I'ambiante, le solvant est évaporé. Le brut detiéaest repris par 50 mL de GEl; et la
phase organique est lavée 3 fois par 10 mL de Naj#(C%%, 2 fois par 10 mL d’une solution
de NaCl saturée, et séchée sur Mg3@ brut réactionnel est chromatographié avecidét

adéquate.

[11.9. Méthode de couplage aux UréthaneN-carboxyanhydrides (ou
UNCA).

A une solution de 5,5 mmol du UNCA dans 10 mL dd&-TBont ajoutées 5 mmol du
partenaire hydraziné dilué dans 10mL de THF. Af&sa I'ambiante, le solvant est évaporé.
Le brut réactionnel est chromatographié avec |iéaaéquate.
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Fmoc-Ala-h(Z)Ala-OMe:

) s
H (”) \K
|

. o) Ny .C._ ,.N{ _COOCH
\W “cH NPT UCH
o)

I ' I
fcH, H  PcH,

Formule brute : CzoH3:N307; M = 545g.mof; Huile.

RMN H (300 MHz) (solvant: CDG) : (ppm) 8,34-7,14 (m, 14H, arom BNH), 5,59-4,72
(m, 4H, CH Z, aCH hAla, etaNH), 4,54-4,05 (m, 4H, CH Fmoc, GHFmoc etaCH Ala),
3,89-3,48 (m, 3H, O-C¥) et 1,70-1,32 (m, 6H3CHy).

RMN *3C (solvant: CDCJ) : 5(ppm) 173,4 (OOCH;), 1445, 144,4, 142,0, 136,3 (C arom),
129,1, 128,9, 128,4, 127,9, 125,7, 120,7 (CH ar@8)1, (CH Z), 68,0 (CH Fmoc), 56,5
(aCH hAla), 53,1 (O-El3), 50,0 6iCH Ala), 47,8 (& Fmoc), 18,6 et 15, BCHs).

SMHR calculé pour GH31N30; [M+Na'] m/z 568,2054, trouvé 568,2052.

Fmoc-Val-h(Z)Ala-OMe:

Formule brute : CogH23N3O7; M = 489 g.mol; Mousse.
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RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG) : &(ppm) 8,47-7,97 (m, 11BNH), 7,94-6,99 (m, 13H,
arom), 5,77-5,28 (m, 1HyNH), 5,18-4,91 (m, 2H, CHZ), 4,85-4,28 (m, 2H, CH Fmoc et
aCH hAla), 4,28-3,99 (m, 3H, GHFmoc etaCH Val) 3,77-3,46 (m, 3H, O-CHi 2,46-1,94
(m, 1H,BCH Val) 1,60-1,32 (m, 3H, CkhAla) 1,11-0,63CH; Val).

RMN_**C (solvant: CDC)) : &ppm) 175,3, 175.4 (CONH), 171,9 QOCH;), 157,1
(COOCH,Ph), 155,9 (OOFmoc), 144,5, 144,3 (C arom Fmoc), 136,2 (C a®m129,1,
128,9, 128,6, 128,4, 127,8, 125,8, 120,6 (CH ar®8)7, 67,9, 67,7 (CHZ), 61,1 (CH
Fmoc), 59,8 ¢CH Val), 56,7 ¢CH hAla), 53,1 (O-CH), 47,9, 47,8 (CH Fmoc), 31,9, 31,2
(BCH Val), 21,7, 19,9, 19,7, 18.9GH; Val) et 15,3, 14,93CH; hAla).

Fmoc-Phe-h(Z)Ala-OMe :

Formule brute : CzgH3sN3O7; M = 621 g.mof; Mousse.

RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG) : &(ppm) 7,95 (s, 1HBNH), 7,80-7,68 (m, 2H, arom),
7,60-7,08 (m, 16H, arom), 5,55-4,71 (m, 4H,CH aNH etaCH hAla), 4,65-3,99 (m, 4H,
CH Fmoc, CH Fmoc etaCH Phe), 3,87-3,36 (m, 3H, O-GH 3,28-2,77 (m, 2HBCH, Phe)
et 1,40-0,97 (m, 3H, CfhAla).

RMN_°C (solvant: CDCY) : &ppm) 174,3, 173,0 (OOCH;,), 156,7, 156,3, 155,8
(COOCH,Ph et WOFmMoc), 144,4, 144,3, (C arom Fmoc),136,7, 136,2aom Z), 130,0,
129,9, 129,3, 129,2, 129,0, 128,9, 128,3, 127,6,51&CH arom), 69,0, 68,7, 67,9, 67,5 (CH
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Z), 60,9 (CH Fmoc), 56,7 ¢CH hAla), 55,2 ¢CH Phe), 53,0 (O-C¥), 47,7, 47,6 (CH
Fmoc), 38,5@CH, Phe) et 14,7RCH; hAla).

Boc-Phe-h(2)Ala-OMe :

Formule brute: CogH3sNsO7. M = 499 g.moaf; Huile.

RMN H (300 MHz) (solvant: CDG) : §(ppm) 8,25-7,82 (m, 1H3NH), 7,60-6,97 (m, 10H,
H arom), 5,37-4,82 (m, 4H, GHZ, aCH Ala et NH), 4,75-4,24 (m, 1HCH Phe), 3,94-3,43
(m, 3H, O-CH) 3,39-2,71 (m, 2H3CH, Phe) et 1,55-1,09 (m, 12H, Boc[¥TH,).

RMN *3C (solvant : CDCJ) : 3(ppm) 175,6, 173,2 (OOCH), 155,9 (COOtBuU), 136,8, 136,3
(C arom), 129,9, 129,3, 129,2, 129,1, 128,9, 12828B,5, 127,7, 127,6, 127,2 KiCarom),
82,0 (CH Boc), 69,1 (CH Z), 56,5, 56,2¢CH hAla ), 55,3, 54,9qCH Phe), 53,1, 53,0 (O-
CHj3), 38,6, 38,2[§CH, Phe), 28,8 (CkIBoc) et 14,9[§CH).

V. Synthése d’hydrazinopeptides sur phase solide.

IV.1. Préparation des synthons

Tous les hydrazinoacides ont été préparés selompri@®coles du chapitre I. Le
pseudodipeptide est saponifié selon le protocolettpitre | par NaOH dans 0,8M CaCl

dans un mélange iPrOH48.

-180 -



Chapitre Il: Etude de la réactivite dag-hydrazinoacides en solution et sur phase solide.

Application a la synthése @¢hydrazinopeptides

Fmoc-Val-h(Z)-Ala-OH :

( N\
0T
|
. o Ny .C_ ,.N{ _COOH
e N e
o) B H BCH
H,CY” YCH *
A J

Formule brute : CosH2:N307; M = 475 g.mof; Mousse.

RMN *H (300 MHz) (solvant: CDG) : &(ppm) 9,18-8,48 (m, 11BNH), 8,01-6,93 (m, 13H,
arom), 5,88-5,27 (m, 1HyNH), 5,27-4,91 (m, 2H, CHZ), 4,53-4,33 (m, 2H, CH Fmoc et
aCH Ala), 4,30-3,94 (m, 3H, CHFmoc etaCH Val), 2,59-1,75 (m, 1H3CH Val) 1,71-1,32
(m, 3H, CH Ala) 1,11-0,42 YCH; Val).

RMN_“c (solvant: CDCY) : &(ppm) 176,1 (©OH), 1758, 175.3 (CONH), , 156,7
(COOCHPh), 156,1, (OOFmoc), 144,2, 144,0, (C arom Fmoc),136,4 (C af)ml28,s,
128,7, 128,5, 128,4, 125,8, 120,7 (CH arom), 6&H, Z), 62,1 (CH Fmoc), 59,8 ¢CH
Val), 56,7 GCH Ala), 47,9, 47,8 (CH Fmoc), 31,9, 31@CH Val), 21,7, 19,9 19,7, 18.3
(YCHs Val)et 15,3, 14,9R8CH; Ala).

IV.2. Synthese sur phase solide.

Les synthéses ont été effectuées soit sur desergactndépendants soit sur un
synthétiseur multi-canaux semi-automatique PSP 48am Résine est expansée pendant 15
minutes dans le DCM. Plusieurs protocoles ont é8&an ceuvres suivant la stratégie et la

résine utilisées.
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Déprotection :

Stratégie Boc

Protocolela: « classique »

Le premier acide aminé fixé sur la résine est dégé Le groupement Boc est éliminé par
deux traitements au TFA pur de 1 et 3 minutes.dsine est lavée successivement par 3 mL
de DCM (3 fois 1 min) , par 3 mL de MeOH (3 foigriin) et par 3 mL de DMF (3 fois 1
min). Les tests au ATNBS ou Kaiser ou au chloraaiit effectués et doivent étre positifs.

Protocolelb: « classique doux »

Le premier acide aminé fixé sur la résine est dégé Le groupement Boc est éliminé par
trois traitements avec une solution a 25% de TRAsda DCM pendant 1, 5 et 20 minutes. La
résine est lavée successivement par 3 mL de DCidig3L min), par 3 mL de MeOH (3 fois
1 min) et par 3 mL de DMF (3 fois 1 min). Les teats ATNBS ou Kaiser ou au chloranil

sont effectués et doivent étre positifs.

Stratégie Fmoc :

Protocole2a: classique

Le groupement Fmoc est éliminé par 3 traitemenés aine solution & 25% en volume de
pipéridine dans la DMF pendant 2, 5 et 8 minutesrédsine est lavée successivement par 3
mL de DCM (3 fois 1 min), par 3 mL de MeOH (3 fdignin) et par 3mL de DMF (3 fois 1
min). Les tests au ATNBS ou Kaiser ou au chloraaiit effectués et doivent étre positifs.

Protocole2b : mélange magique avec trit@’ou sans tritoreb

Le groupement Fmoc est éliminé par plusieurs trat@s avec une solution a 25% de
pipéridine, 25 % de DMF, 25% de NMP et 25% tolué?ig) (et éventuellement 1% triton
X100 @2b’)) pendant 3 heures. La résine est lavée successiigrar 3 mL de DCM (3 fois 1
min), par 3 mL de MeOH (3 fois 1 min) et par 3mL BMF (3 fois 1 min). Les tests au

ATNBS ou Kaiser ou au chloranil sont effectuésavent étre positifs.
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Test TNBSA: A guelques billes de résine sont successivemaoduits 0,5 mL de MeOH, 2
gouttes de DIEA et 2 gouttes d’'une solution commaércde 1% de TNBSA dans la DMF.
Une coloration rouge orange apparait sur les bileesésine comportant des fonctions amine

libres.

Test de Kaiser A quelques billes de résine sont successiveimmémiduites 2 gouttes d’'une

solution de 5 g de ninhydrine dans 100 mL d’EtOHgduttes d’'une solution de 80 g de
phénol dans 20 mL d’ EtOH et 2 gouttes d’un méladigee solution aqueuse de cyanure de
potassium (KCN) 1 mM et de 98 mL de pyridine. Unéoration bleue a violette apparait sur

les billes de résine comportant des fonctions aititmes.

Test au chloranil A quelgues billes de résine sont successivemgaoduites 2 gouttes d’'une

solution saturée de choranil dans le toluene edtgs d’acétone. Une coloration bleu-vert

apparait sur les billes de résine comportant destifins amine libres.

Couplage :

Protocole 3a classique

3 éq d’acide amin&l-protége, 3 éq. de TBTU et 3 éq. de HOBt sont disstans 5 mL de
DMF et introduit sur la résine, puis 9 ég. de DIE@nt ajoutés. La réaction se poursuit sous
agitation pendant 2h. La résine est lavée sucassint par 3 mL de DCM (3 fois 1 min), par
3 mL de MeOH (3 fois 1 min) et par 3 mL de DMF (8sf1 min). La méme solution que
précédemment est préparée et 9 éq de DIEA sonbdeeau introduits sur la résine. La
réaction se poursuit pendant 2 heures. La résinae& successivement par 3 mL de DCM
(3 fois 1 min), par 3 mL de MeOH (3 fois 1 min)patr 3 mL de DMF (3 fois 1 min). Les tests
sont effectués. Si le couplage n’est pas totalnmerelle procédure est mise en ceuvre.

Le couplage avec le™Ne I'hydrazino ce fait avec le fluorure d’acidel@eide aminé suivant

dans le DCM. Cette réaction est realisée 3 foislasn2h.
Protocole 3b: mélange magique avé&b’ ou sans tritor8b

3 éqg. acide aminB-protégé, 3 éq. de TBTU et 3 ég. de HOBt sont disstans une solution
contenant 33% de DMF, 33% de NMP, 33% de D@M) et éventuellement 1% triton X100
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(3b’). Le mélange est introduit sur la résine et 9d= DIEA sont ajoutés. La réaction se
poursuit agitation pendant 2h. La résine est |atdeessivement pendant 1 minute par 3 fois
3 mL de DCM, par 3 fois 3 mL de MeOH et par 3 f8isL de DMF. L’opération est répétee,
voire triplée. La résine est lavée successivemanBpmL de DCM (3 fois 1 min), 3 mL de
MeOH (3 fois 1 min) puis par 3 mL de DMF (3 foisriin). Les tests sont effectués. Si le
couplage n’est pas total une nouvelle procédurenes en ceuvre.

Le couplage avec le™Ne I'hydrazino ce fait avec le fluorure d’acidel@eide aminé suivant
dans 33% de DMF, 33% de NMP, 33% de DCBb)((et éventuellement 1% triton X100

(3b")). Cette réaction est réalisée pendant 2 foist 2ime nuit.

La synthése du pseudopeptide se poursuit par ter@ahce de procédures de déprotection et
de couplage. La synthése terminée, si le peptidsguz un groupement Boc ou Fnidbc
terminal, celui est éliminé suivant les protocotiges précédemment. La résine est lavée
plusieurs fois au DCM pour étre ensuite séchée gioespendant une nuit.

Décrochage du peptide :

Protocole A : PAM et Merrifield résine

Le pseudopeptide est décroché de la résine pe@tigmar 5% TFMSA dans du TFA.
Ce mélange est initialement refroidi a 0°C maislieage se déroule a température ambiante.
On ajoute d'ELO glacé et la résine est filtrée :
= Soit le pseudopeptide précipite : le filtrat eainéé et le résidu est lavé plusieurs fois
a 'Et,O puis dissous dans du TFA ; la solution obtendevessée dans de I'éther
diéthylique glacé, la solution est ensuite con@mat lyophilisée.
= Soit le pseudopeptide ne précipite pas: il estsalavé plusieurs fois a l'acide

aceétique puis concentré et lyophilisé.

Protocole B : Wang résine
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Le pseudopeptide est décroché de la résine peat@dtpar 5% d’eau dans du TFA.
Ce mélange est initialement refroidi a 0°C maislieage se déroule a température ambiante.
On ajoute d’'ELO glaceé et la résine est filtrée :
= Soit le pseudopeptide précipite : le filtrat eainéié et le résidu est lavé plusieurs fois
a I'Et,O puis dissous dans du TFA ; la solution obtendevessée dans de I'éther
diéthylique glacé, la solution est ensuite con@mat lyophilisée.
» Soit le pseudopeptide ne précipite pas: il estsalavé plusieurs fois a l'acide

aceétique puis concentré et lyophilisé.

Protocole C : H-Leu-2-Chlorotrityl résine

Le pseudopeptide est décroateéla résine pendant 2h par 5% TFA dans du DCM. Ce
mélange est initialement refroidi a 0°C mais leadje se déroule a température ambiante. On

ajoute d’EtO glaceé et la résine est filtrée :

= Soit le pseudopeptide précipite : le filtrat eainéié et le résidu est lavé plusieurs fois
a I'Et;,O puis dissous dans du TFA ; la solution obtendevessée dans de I'éther
diéthylique glacé, la solution est ensuite con@mat lyophilisée.

» Soit le pseudopeptide ne précipite pas: il estsalavé plusieurs fois a l'acide

aceétique puis concentré et lyophilisé.

Les peptides sont purifiés par chromatographigdithaute performance (CLHP). La
colonne préparative utilisée est une DELTA PAK @18 pm, 300 A, 19 x 300 nm). L’éluant
est composé d’une solution A 0,1 % en volume de @&As I'eau et une solution B de 0,1 %
de TFA et de 20 % d’eau dans 'acétonitrile.

L’attribution univoque des signaux et le séquencdge pseudopeptides sont établis

grace aux techniques particulieres de la RMN a dimensions TOCSY et COSY.
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PhLA
NPH NH o B y 5
Pro 4,33 2,17 1,77 3,16
h(Z)Leu 8,67 8,03 4,75 1,63 1,67 0,90 ; 0,87
Ala 7,91 4,51 1,42

Tableau des déplacements chimiques, en RM{B00 MHz, DMSO-d6), exprimés en ppm

PhGA
NPH N°H a B y >
Pro 4,22 2,01 1,60 3,27
h(Z)Gly 8,56 8,11 4,28
Ala 8,00 4,64 1,32

Tableau des déplacements chimiques, en R¥{B00 MHz, DMSO-d6), exprimés en ppm

IV.2.2. Pseudopentapeptide

PEVh(Z)AL
NPH NH o B y 5
Pro 4,00 2,17 1,77 3,06
Phe 8,65 4,67 3,04
val 8,30 4,27 1,97 0,94 ;0,80
CHy(2)
4,29, 4,46,
h(z)Ala 8,67 5,06 1,23
4,70
Ph(2) 7,33

Leu 8,30 4,17 1,57 1,50;1,49 0,84;0,

76

Tableau des déplacements chimiques, en RNINB0O MHz, DMSO-d6), exprimés en ppm
m/z [ES] théorique 694,81, expérimental 695,6 dirH]
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PEVhAL
NPH N°H a B y 5
Pro 3,97 2,19 1,72 3,61
Phe 8,61 4,69 3,05, 2,80
val 8,18 4,02 1,82 0,81
hAla 9,47 5,16 3,35 1,11
Leu 8,15 4,21 1,65 1,56 0,85

Tableau des déplacements chimiques, en RM{B00 MHz, DMSO-d6), exprimés en ppm

PFh(Z)AVL
NPH NH o B y 5
Pro 4,00 2,17 1,77 3,06
Phe 4,67 3,04
CHyx(2)
4,29, 4,46,
h(z)Ala 5,06 1,23
4,70
Ph(z) 7,33
val 8,10 4,10 1,97 0,94 ;0,80
Leu 8,10 4,17 1,57 1,50;1,49 0,840,

Tableau des déplacements chimiques, en RM{B00 MHz, DMSO-d6), exprimés en ppm
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Chapitre lll:Etude prospective sur la synthese&lde structurale d’'ur/hydrazino-peptide

|. Déprotection du groupement Boc et de la fonctiomacide

Les réactions de déprotection du groupement Batedt fonction acide sont réalisées

selon les protocoles décris dans le chapitre | fadgeet 156.

Il. Couplage HOBt/ DCC / DIEA

Les différents couplages sont réalisés suivantrigopole décrit dans le paragraphe

précédent page 174.

Boc-Phe-h(2)Ala-OH:

Formule brute: CosH3iN3sO7; M = 485 g.moaf; Huile.

RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : &(ppm) 9,61-8,15 (m, 2H3NH et COOH), 7,73-6,96
(m, 10H, H arom), 5,40-4,29 (m, 4H, @H, aCH hAla etaNH), 4,00-3,61 (m, 1HaCH
Phe), 3,49-2,6 7R3CH. Phe) et 1,53-1,04 (m, 12H, BetBCHb).

RMN *3C (solvant : CDQ) : 8(ppm) 176,4 (©OH), 156,7 (©OCH,Ph), 155,7 (COOtBu),
137,5, 136,9 (C arom), 129,9, 129,2, 129,1, 12823,8, 127,5, 127,4 (€ arom), 81,7 (C
Boc), 69,1 (CH 2), 55,4 6CH hAla), 54,1 ¢CH Phe), 37,98CH, Phe), 28,8 (CkiBoc) et
14,8 BCHy).
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H-Phe-h(Z)Ala-OMe

o (0]

D

HN'.  .C.., SN, .C
9IcH BNHT °CH - NOCH,

Formule brute: CxH2sN3Os; M = 399 g.moaf; Huile.

RMN H (300 MHz) (solvant: CDG) : §(ppm) 9,21-8,17 (m, 1H3NH), 7,70-6,90 (m, 10H,
H arom), 5,40-4,74 (m, 3H, GHZ, aCH hAla), 3,95-3,46 (m, 4H, O-G+¢taCH Phe), 3,40-
2,30 BCH, Phe), 2,28-1,71 (m, 2H, NiHet 1,61-1,10 (m, 3H3CHb).

RMN '%C (solvant: CDCJ) : &ppm) 173,8 (©OCH;), 156,7 (@OCH,Ph), 155,2
(COOtBu), 137,3, 136,5 (C arom), 129,9, 129,2, 12928,6, 127,9, 127,8, 127,5, 127,4 (CH
arom), 69,2 (CH Z), 57,9 @CH hAla), 56,6 ¢CH Phe), 53,5 (0-Bs), 37,7, 36,9 §CH.
Phe) et 14,93CHj3).

Boc-(Phe-h(Z)Alay-OMe

Formule brute: CseHs4NgO11; M = 867 g.mof, Huile.
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RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : 3(ppm) 8,78-8,21 (m, 2H, BNH), 7,52-7,02 (m, 20H,
H arom), 5,26-4,32 (m, 10H, 2CH2 Zg@H hAla, 2NH et &2CH Phe), 3,79-3,53 (m, 3H, O-
CHs) 3,47-2,65 (m, 4H,BCH, Phe) et 1,55-1,09 (m, 15H, BetBCH).

RMN_ *C (solvant: CDC) : &ppm) 171,8 (©OCH;), 156,5 (®OCHPh), 155,1
(COOtBu), 137,3, 136,5 (C arom), 129,9, 129,2, 12928,6, 127,9, 127,8, 127,5, 127,4(C
arom), 82,1 (C Boc), 69,4 (GHZ), 57,6, 56,6 CH hAla), 55,3, 54,20(CH Phe), 53,2 (O-
CHs), 37,7, 36,9CH, Phe), 28,8 (CkIBoc) et 14,9{CH).

SMHR: calculé pour GsHs4NgO11[M + Na'] m/z889,9, trouvée 889,7.

Boc-(Phe-h(Z)Ala)-OH :

Formule brute: CasHso,NgO11; M = 853 g.mof, Huile.

RMN *H (300 MHz) (solvant : CDG) : (ppm) 11,14-10,04 (m, 1H, COOH), 8,78-8,75 (m,
1H, BNH), 8,07-6,92 (m, 20H, H arom), 5,63-4,19 @06H, 2CH Z, 2aCH hydrazino, 2NH
et ICH Phe), 3,48-2,56 (m, 4HPEH, Phe), 2,28-1,66 (m, 2H, NHet 1,40-1,17 (m, 15H,
Bocet 3CHy).

RMN_*C (solvant: CDG)) : &ppm) 176,5, 175,5 (OOH), 158,2, 156,7, 157,1, 155,6
(COOCH,Ph), 137,5, 136,9, 136,8, 136,7, 136,3 (C arom),94,2129,5, 129,3, 129,1, 128,3,
127,5 (GH arom), 81,8 (C Boc), 69,1 (GH), 57,0, 56,9¢CH hydrazino), 55,5, 55,3CH
Phe), 38,9, 37,PCH. Phe), 28,8 (CkiBoc) et 14,8, 14,43CHs).
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H-(Phe-h(Z)Ala),-OCH3 :

Formule brute: CssHsoNeO11; M = 767 g.mof, Huile.

RMN 'H (300 MHz) (solvant: CDG) : 3(ppm) 9,69-8,15 (m, 2H, RNH), 7,54-6,90 (m,
20H, H arom), 5,41-4,25 (m, 8H, 2GH, 2aCH hAla, 2NH), 4,20-3,44 (m, 5H, O-GH
20CH Phe), 3,42-2,38 (m, 4HBEZH, Phe), 2,26-1,84 (m, 2H, NHet 1,39-1,20 (m, 9H,
2BCH).

RMN **C (solvant : CDCJ) : 8(ppm) 175,5, 174,4, 173,0, 172,9, 172,6, 171ONEl) 171,3
(COOCH), 156,2, 155,9 (OOCH,Ph) 137,6, 137,5, 136,2, 136,0 (C arom), 129,9,4,29
129,1, 129,0, 128,8, 128,5, 128,2, 127,6, 1272 &om), 69,2, 69,0, 68,8 (GH), 58,4,
57,5, 57,0, 56,70CH hAla), 56,1, 55,6, 55,4, 54,8&CH Phe), 52,9 (O-B), 37,8, 37,3,
37,2, 36,7 BCH2 Phe)et 14,PCHs).
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Boc-(Phe-h(Z)Ala)-OCH3:

Formule brute: CggHosN12016; M = 767 g.mof, Huile.

RMN H (300 MHz) (solvant: CDG) : §(ppm) 10,33-8,11 (m, 1H, 8NH), 7,54-6,79 (m, 40H,
H arom), 5,51-3,96 (m, 16H, 4GH, 4aCH hAla et 4CH Phe), 3,85-2,46 (m, 11H, O-GH
et4BCH, Phe) et 1,41-1,13 (m, 30H, Bet43CH).

RMN 3C (solvant : CDGJ) : &(ppm) 174,0, 173,0, 172,8, 172,7, 172,6, 172,0,8,7171,7
(COOCH; et GONH), 156,5, 156,0, 155,7 (@OCHPh), 137,2, 136,2 (C arom), 129,8, 129,6,
129,1, 128,3, 128,0, 127,4, 127,0H@rom), 81,7 (C Boc), 69,0 (GH), 57,7, 57,6, 55,9,
55,6, 55,5, 55,3, 55,2XCH hAla etaCH Phe), 53,1 (O-B5), 38,1, 37,8, 37,6, 37,4, 37,2
(BCH. Phe), 28,8 (CKBoC) et 14,8, 14,7BCHs).

-192 -



Références bibliographiques

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

(1) Fauchere, J. L.; Thurieau, &dv. Drug Res1992 23, 128-159.

(2) Fauchere, J. lAdv. Drug Res1986 15, 29-69.

(3) Dutta, A. SAdv. Drug Res1991, 21, 145-286.

(4) Hruby, V. J.; Al-Obeidi, F.; Kazamierski, VBiochem. J199Q 268 249-262.

(5) Gante, JAngew. Chem. Int. Ed. En§994 33, 1699-1720.

(6) Kolsterman, H. J.; Lamoureux, G. L.; Parsons, Biochemistryl967 6, 170-177.

(7) Parsons, J. L.; Klosterman, H. J.; Ninnemanm, Antimicrob. Agents Chemothelr967,
415-421.

(8) Kondo, S.; Shibakara, S.; Takahashi, S.; Ma&daUmezawa, HJ. Am. Chem. Soc.
1971, 97, 6305-6306.

(9) Hamada, M.; Takeuchi, T.; Kondo, S.; Ikeda, MNaganawa, H.; Maeda, K.; Okami, Y.;
Umezawa, HJ. Antibiot.197Q 23, 170.

(10) Oehme, P.; Niedrich, H.; Jung, F.; Rudel Adta Biol. Med. Gernl969 22, 345-358.

(11) Oehme, P.; Glaesmer, R.; Kalasu, W.; HeineAd¢la Biol. Med. Germ197Q 24, 141-
153.

(12) Oehme, P.; Rex, H.; Wergin, A.; JungAEta Biol. Med. Gernil968 21, 635-647.
(13) Oehme, P.; Schwartz, C.; JungAEta Biol. Med. Germl969 22, 359-367.

(14) Oehme, P.; Hartmann, R.; Friedrich, U.; SchayaC. Acta Biol. Med. Germ1969 23,
189-201.

(15) Oehme, P.; Friedrich, U.; GoresseAEta Biol. Med. Germl97Q 25, 307-313.

-193 -



Références bibliographiques

(16) Oehme, P.; Bergmann, J.; Niedrich, H.; Jung,Menzel, G.Acta Biol. Med. Germ.
197Q 25, 613-625.

(17) Oehme, P.; Bergmann, J.; Falk, M.; Reich, JMagt, W. E.; Niedrich, H.; Pirrwitz, J.;
Bersek, C.; Jung, FActa Biol. Med. Germl 972 28, 109-120.

(18) Grupe, R.; Niedrich, HChem. Ber1967 100, 3283-3288.

(19) Grupe, R.; Baeck, B.; Niedrich, Bl.Prakt. Chem197Q 314, 751-758.
(20) Niedrich, H.; Kéller, GJ. Prakt. Chem1974 316, 729-740.

(21) Traube, W.; Longinescu, G. Ghem. Ber1896 29, 670-675.

(22) Darapsky, AJ. Prakt. Chem1936 296, 268-306.

(23) Sletzinger, M.; Firestone, R. A.; Reinhold, B; Rooney, C. S.; Nicholson, W. H.
Med. Chem1968 11, 261-263.

(24) Carmi, A.; Pollak, G.; Yellin, Hl. Org. Chem196Q 25, 44-46.

(25) Hoffman, R. V.; Kim, H.-OTetrahedron Lett199(Q 31, 2953-2956.

(26) Weber, I.; Potier, P.; Thierry, Detrahedron Lett1999 40, 7083-7086.

(27) Burk, M. J.; Martinez, J. P.; Feaster, J.Gasford, N.Tetrahedronl994 50, 4399-4428.
(28) Gennari, C.; Colombo, L.; Bertolini, . Am. Chem. So&986 108 6394-6395.

(29) Evans, D. A.; Britton, T. C.; Dorow, R. L.; Daia, J. F.J. Am. Chem. S04986 108
6395-6397.

(30) Trimble, L. A.; Vederas, J. G. Am. Chem. Sott986 108 6397-6399.
(31) Oppolzer, W.; Moretti, RTetrahedronl988 44, 5541-5552.

(32) Evans, D. A.; Britton, T. C.; Dorow, R. L.; Daia Jr., J. FTetrahedrornl988 44, 5525-
5540.

(33) Shestakov, H. Soc. Phys. Chim. Rus4i@03 35, 850-858.

- 194 -



Références bibliographiques

(34) Gustafsson, H.; Ragnarsson Adta Pharma. Suecice974 11, 493-494.

(35) Gustafsson, HActa Pharma. Suecici979 11, 493-494.

(36) Karady, S.; Ly, M. G.; Pines, S. H.; Sletzingd. J. Org. Chem1971, 36, 1949-1951.
(37) Viret, J.; Gabard, J.; Collet, Aetrahedrornl987 43, 891-894.

(38) Klosterman, H. J.; Lamoureux, G. L.; Parsang,. Biochemistryl976 6, 170-177.
(39) Achiwa, K.; Yamada, S.-Tetrahedron Lettl975 16, 2701-2704.

(40) Schmitz, E.; Andreae, S.; Schramm, S.; AlbErtM.; Lohamm, D.German (East)
Patent DD 230865, (1985) Chem. Ab41985 105 227301,.

(41) Schimtz, E.; Andreae, S.; Schramm, S.; AlbErtM.; Lohamm, D.German (East)
Patent DD 240818, (1986); Chem. Abstr.GE387, 198926a.

(42) Andreae, S.; Schmitz, Bynthesid991, 327-341.

(43) Hannachi, J.-C.; Vidal, J.; Mulatier, J.-Cqllét, A. J. Org. Chem2004 69, 2367-2373.
(44) Di Grandi, M. J.; Tilley, J. WTetrahedron Lett1996 37, 4327-4330.

(45) Pinto, M.-F., Université Henri Poincaré-Narigy2002.

(46) Blaskovich, M. A.; Lajoie, G. Al. Am. Chem. So&993 115 5021-5030.

(47) Brichner, H.; Westhauser, T.; Godel, HCromatogr. AL995 711, 201-215.

(48) Brosse, N.; Pinto, M.-F.; Bodiguel, J.; Jantrégoire, B.J. Org. Chem2001, 66,
2869-2873.

(49) Kolasa, T.; Miller, M. JJ. Org. Chem1987 52, 4978-4984.

(50) Sefler, A. M.; Kozlowski, M. C.; Guo, T.; B&ett, P. A.J. Org. Chem1997, 62, 93-102.
(51) Brosse, N.; Grandeury, A.; Jamart-Gregoirel &rahedron Lett2002 43, 2009-2011.
(52) Stafford, Jeffrey A.; Brackeen, M. F.; Kararséy, D. S.; Valvano, N. LTetrahedron

Lett. 1993 34, 7873-7876.

-195 -



Références bibliographiques

(53) Ye, B.; Akamatsu, M.; Shoelson, S. E.; Wolf; Giorgetti-Peraldi, S.; Yan, X.; Roller,
P. P.; Burke Jr., T. R. Med. Cheml1995 38, 4270-4275.

(54) Wu, Y.; Xu, J.-CTetrahedror2001, 57, 8107-8113.

(55) Bodansky, M.; Bodansky, AThe practice of peptide syntheskseildelberg: Berlin,
1984

(56) Palomo, J. M.; Mateo, C.; Fernandez-Lorente,S8lares, L. F.; Diaz, M.; Sanchez, V.
M.; Bayod, M.; Gotor, V.; Guisan, J. M.; R, F.-Letrahedron asymmetB003 14, 429-438.

(57) Palomo, J. M.; Mateo, C.; Fernandez-Lorente,S8lares, L. F.; Diaz, M.; Sanchez, V.
M.; Bayed, M.; Gotor, V.; Guisan, J. M.; Fernandeduente, RTetrahedror2003

(58) Pousset, C.; Callens, R.; Haddad, M.; Larchegé M. Tetrahedron Asymmetr3004
15, 3407-3412.

(59) Salazar, L.; Sih, C. Jetrahedron Asymmet&995 6, 2917-2920.
(60) Schlosser, M.; Michel, D.etrahedrornl996 52, 8257-8262.

(61) Adamson, J. G.; Blaskovich, M. A.; Groenevelt; Lajoie, G. A.J. Org. Chem1991],
56, 3447-3449.

(62) zvilichovsky, G.; Gurvich, VTetrahedronl 997, 53, 4457-4468.

(63) Pascal, R.; Sola, Retrahedron Lett1998 39, 5031-5034.

(64) Aronov, A. M.; Gelb, M. HTetrahedron Lett1998 39, 4947-4950.
(65) Bauer, J.; Rademann,T®trahedron Lett2003 44, 5019-5023.

(66) Kuisle, O.; Quinoa, E.; Riguera, R.Org. Chem1999 64, 8063-8075.

(67) Bouillon, I.; Brosse, N.; Vanderesse, R.; Jaf@aegoire, B.Tetrahedron Lett2004 45,
3569-3572.

(68) Curtius, TChem. Ber1902 35, 3226.

(69) Vaughan, J. Rl. Am. Chem. Soitt951, 73, 3547.

- 196 -



Références bibliographiques

(70) Stavropoulos, G.; Karagiannis, K.; Anagnostjd8.; Ministrouski, I.; Selinger, Z.;
Chorev, M.Int. J. Protein Resl995 45, 508-513.

(71) Zaoral, MColl. Czech. Chem. Comii059 1314.
(72) Oya, M.; Takahashi, Bull. Chem. Soc. Jpii98], 54, 439-441.
(73) Oya, M.; Neigishi, TBull. Chem. Soc. Jpri984 439-441.

(74) Denkewalter, R. G.; Schwam, H.; Strachan, R. Beesley, T. E.; Veber, D. F.;
Schoenewaldt, E. F.; Barkemeyer, H.; Paleveda, YMatob, T. A.; Hirschmann, R. Am.
Chem. Socl1966 88, 3163-3164.

(75) Fehrentz, J. A.; Pothion, C.; Califano, J. Kbffet, A.; Martinez, J.Tetrahedron Lett.
1994 35, 9031-9034.

(76) Fehrentz, J. A.; Genu-Dellac, C.; Amblard, Milinternitz, F.; Loffet, A.; Martinez, Jl.
of Peptide Scienck995 1, 124-131.

(77) Paris, M.; Fehrentz, J. A.; Heitz, A.; Loffét,; Martinez, J.Tetrahedron Lett1996 37,
8489-8492.

(78) Fuller, W. D.; Cohen, M. P.; Shabankareh, Blair, R. K. J. Am. Chem. S0d.99Q
7415.

(79) Sheehan, J. C.; Hess, GJPAm. Chem. So&955 77, 1067-1068.

(80) Kimura, T.; Takai, M.; Masui, Y.; Morikawa, ;TSakakibara, SBiopolymers1981, 20,
1823-1832.

(81) DeTar, D. F.; Silverstein, R. Am. Chem. So&966 88, 1013-1019.

(82) DeTar, D. F.; Silverstein, R. Am. Chem. So&966 88, 1020-1023.

(83) Sheehan, J. C.; Goodman, M.; Hess, G. Bm. Chem. Sott956 1367-1369.
(84) Konig, W.; Geiger, RChem. Ber197Q 103 788-798.

(85) Anderson, G. W.; Zimmerman, J. E.; CallahariyiFJ. Am. Chem. Sot963 85, 3039.

-197 -



Références bibliographiques

(86) Bodansky, M.; Du Vigneaud, \I. Am. Chem. Sot959 81, 6072-6075.

(87) Kovacs, J.; Kisfaludy, L.; Ceprini, M. Q.; Judon, R. HTetrahedron1969 25, 2555-
2573.

(88) Castro, B.; Dormoy, J.-Bull. Soc. Chim. Fr1973 12, 3359-3361.
(89) Castro, B.; Dormoy, J.-R.; Evin, G.; Selve,T€trahedron Lettl975 14, 1219-1222.
(90) Castro, B.; Dormoy, J.-R.; Evin, G.; Selve JCChem. Res. (3977, 182.

(91) Knorr, R.; Trzeciak, A.; Bannwarth, W.; Gilkesn, D.Tetrahedron Lett1989 30, 1927-
1930.

(92) Carpino, L. AJ. Am. Chem. So&993 115, 4397-4398.

(93) Albericio, F.; Bofill, J. M.; El-Faham, A.; Kes, S. AJ. Org. Chem1998 63, 9678-
9683.

(94) Carpino, L. A.; Cohen, B. J.; Stephens, K.$agdat-Aalaee, D.; Tien, J. H.; Langridge,
D. C.J. Org. Chem1986 51, 3732-3734.

(95) Beyermann, M.; Bienert, M.; Niedrich, H.; Cenp, L. A.; Sadat-Aalaee, Dl. Org.
Chem.199Q 55, 721-728.

(96) Bertho, J. N.; Loffet, A.; Pinel, C.; Reuth&ér; Sennyey, GTetrahedron Lett199], 32,
1303-1306.

(97) Carpino, L. A.; Mansour, E.-S. M. E.; Sadatsse, D.J. Org. Chem1991 56, 2611-
2614.

(98) Carpino, L. A.; Sadat-Aalaee, D.; Chao, H. BeSelms, R. HJ. Am. Chem. S0&99Q
112 9651-9652.

(99) Carpino, L. A.; EI-Faham, Al. Am. Chem. Soit995 117, 5401-5402.
(100) Merriefield, R. BJ. Am. Chem. Sott963 85, 2149-2154.

(101) Yajima, H.; Fuijii, N.; Ogawa, H.; Kawatani, H C. S. Chem. Cori974 107-108.

-198 -



Références bibliographiques

(102) Yajima, H.; Fujii, NJ. Am. Chem. So&981, 103 5867-5871.
(103) Tam, J. P.; Heath, W. F.; Merriefield, R.JBAm. Chem. So&986 108 5242-5251.
(104) Noyori, R.; Murata, S.; Suzuki, Metrahedrorl981, 37, 3899-3910.

(105) Ono, S.; Kiyama, S.; Futaki, S.; Nakamura,Taike, T.; Akita, T.; Sumi, S.; Inoue, K.;
Fujimura, M.; Tobe, T.; Yajima, Hnt. J. Pept. Protein Re4989 33, 29-38.

(106) Pennington, M. WMethods in Molecular Biolog¥994 35, 41-62.

(107) Kaiser, E.; Colescott, R. L.; Bossinger, C,. ©ook, P. | Analytical Biochemistryt97Q
34, 595-598.

(108) Hancock, W. S.; Battersby, J.Analytical Biochemistryt976 71, 260-264.

(109) Christensen, TPeptides Structure and Biological FunctjoRierce Chemical Co:
Rockford, 1979.

(110) Lippens, G.; Bourdonneau, M.; Dhalluin, C.als, R.; Richert, T.; Seetharaman, C.;
Boutillon, C.; Piotto, MCurrent Organic Chemistry1,999 3, 147-169.

(111) Rousselot-Pailley, P., Université de Lille2R02.

(112) Dubar, C., Université de Lyon |, 1992.

(113) Viret, J., Paris 6, 1988.

(114) Lecoq, A.; Marraud, Ml'etrahedron Lett1991, 24, 2765-2768.
(115) Lecoq, A., Institut National Polytechniquelderaine, 1991.
(116) Niedrich, HChem. Ber1965 98, 3451.

(117) Grupe, R.; Niedrich, HChem. Ber1966 99, 3914.

(118) Niedrich, H.; Knobloch, Wl. Prakt. Chem1962 17.

(119) Knobloch, W.; Niedrich, Hl. Prakt. Chem1962 17, 273.

(120) Niedrich, HChem. Berl1963 96, 2774.

-199 -



Références bibliographiques

(121) Niedrich, HChem. Ber1967 100, 3273-3282.

(122) Niedrich, HChem. Ber1969 102, 1557-1569.

(123) Guy, L.; Vidal, J.; Collet, Al. Med. Cheml1998 41, 4833-4843.
(124) Lelais, G.; Seebach, Helv. Chim. Acta2003 86, 4152-4168.
(125) Meiboom, S.; Gill, DRev. Sci. Instruml958 29, 688-691.
(126) Carr, H. Y.; Purcell, BM. Phys. Rev1954 94, 630-654.

(127) Aubry, A.; Bayeul, D.; Mangeot, J.-P.; Viddl,, Stérin, S.; Collet, A.; Lecoq, A.;
Marraud, M.Biopolymersl991, 31, 793-801.

(128) Zhang, L.; Goldammer, C.; Henkel, B.; Zuhl, Fanhaus, G.; Jungs, G.; Bayer, E. In
Innovation and Perspectives in Solid Phase Syrdheg&ipton, R., Ed. Mayflower:
Birmingham, 1994, p 711-716.

(129) Mcnamara, J. F.; Lombardo, H.; Pillai, S. ¥ensen, I.; Albericio, F.; Kates, S. &.of
Peptide Scienc200Q 6, 512-518.

(130) Boussard, G.; Marraud, M.; Aubry, Biopolymersl979 18, 1297-1331.

(131) Boussard, G.; Cung, M. T.; Marraud, M.; N&ell. Chem. Physl974 71, 1159-1166.
(132) Milner-White, E. JJ. Mol. Biol.199Q 115 385-397.

(133) Néemethy, G.; Scheraga, H.Biochem. Biophys. Res. Commi@8Q 95, 320-327.
(134) Hutchinson, E. G.; Thornton, J. Rrotein Sci.1994 3, 2207-2216.

(135) Prince, R. B.; Brunsveld, L.; Meyer, E. W.pMe, J. SAngew. Chem. Int. Ed. Eng.
200Q 39, 228-230.

(136) Prince, R. B.; Barnes, S. A.; Moore, JJ.SAm. Chem. So200Q 122, 2758-2762.

(137) Schmitt, M. A.; Weisblum, B.; Gellman, S. Bl. Am. Chem. So2004 126, 6848-
6849.

(138) Tanatani, A.; Mio, M. J.; Moore, J. 5.Am. Chem. So2001, 123 1792-1793.

- 200 -



Références bibliographiques

(139) Tanatani, A.; Hugues, T. S.; Moore, JABgew. Chem. Int. EQ002 41, 325-328.

(140) Appella, D. H.; Christianson, L. A.; Karle,l.; Powell, D. R.; Gellman, S. H. Am.
Chem. Socl1996 118 13071-13072.

(141) Stigers, K. D.; Sothn, M. J.; Nowick, J.Giurr. Opin. Chem. Biol1999 3, 714-723.

(142) Hill, D. J.; Mio, M. J.; Prince, R. B.; HugheT. S.; Moore, J. £hem. Rev2001, 101,
3893-4011.

(143) Cubberley, M. S.; Iverson, B. Curr. Opin. Chem. Biol2001, 5, 650-653.

(144) Appella, D. H.; Christianson, L. A.; Klein,.[B.; Powell, D. R.; Huang, X.; Barchi, J.
J.; Gellman, S. HNature1997, 387, 381-384.

(145) Krauthauser, S.; Christianson, L. A.; PowBll,R.; Gellman, S. HJ. Am. Chem. Soc.
1997, 119 11719-11720.

(146) Chung, Y. J.; Christianson, L. A.; Stanger,B4 Powell, D. R.; Gellman, S. H. Am.
Chem. Socl1998 120, 10555-10556.

(147) Appella, D. H.; Christianson, L. A.; Karle,U.; Powell, D. R.; Gellman, S. H. Am.
Chem. Socl999 121, 6206-6212.

(148) Appella, D. H.; Barchi, J. J.; Durell, S.;IlGean, S. H.J. Am. Chem. S0d999 121,
2309-2310.

(149) Seebach, D.; Kimmerlin, T.; Sebesta, R.; Gamy. A.; Beck, A. K. Tetrahedron
2004 60, 7455-7506.

(150) Viret, J.; Collet, A.; Pichon-Pesme, V.; AybA. New J. Cheml988 12, 253-256.
(151) Gunther, R.; Hofmann, H.-J. Am. Chem. So2001, 123 247-255.

(152) Salaln, A.; Potel, M.; Roisnel, T.; Gall, Be Grel, P.J. Org. Chem. Not2005 70,
6499-6502.

(153) Schmitt, M. A.; Choi, S. H.; Guzei, L. A.; Bean, S. HJ. Am. Chem. So2005 127,
13130-13131.

-201 -



Références bibliographiques

(154) Hayen, A.; Schmitt, M. A.; Ngassa, F. N.; Tasson, K. A.; Gellman, S. Angew.
Chem. Int. Ed2004 43, 505-510.

(155) Bax, A.; Freeman, R. Magn. Resorl981, 44, 542-561.
(156) Bax, A.; Freeman, R.; Morris, G..Magn. Resoh981, 42, 164-168.
(157) Gunther, RLa spectroscopie de RMIMasson: Paris, 1994.

(158) Bothner-By, A. A.; Stephens, R. L.; Lee, Marren, C. O.; Jeanloz, R. W. Am.
Chem. Socl984 109, 607-609.

(159) Kessler, H.; Bermel, A.; Mueller, A.; Pock, K. In The peptidesUndenfriend, S., &
Meienhofer, J., Eds.; . Orlando, USA, 1985; VolpA437-473.

(160) Seebach, D.; Overhand, M.; Kuhnle, F. N. Martinoni, B.; Oberer, L.; Hommel, U.;
Widmer, H.Helv. Chim. Actd 996 79, 3219.

(161) Appella, D. H.; Christianson, L. A.; Klein,.F.; Richards, M. R.; Powell, D. R.;
Gellman, S. HJ. Am. Chem. So&999 121, 7574-7581.

(162) Rosini, G.; Ballini, RSynthesid4989 11, 832-835.

-202 -



SYNTHESE D’'a-HYDRAZINOPEPTIDES

Résumé: Ce travail concerne [I'élaboration de nouvellesieso de synthese ak
hydrazinopeptides en solution et sur phase sdbdas un premier temps nous avons mis au
point une nouvelle voie d’accés a une série-liydrazinoacides chiraux orthogonalement
protégés impliquant un protocole original mis ainptout d’abord en solution et adapté par
la suite sur suppogolide Nous avons montré que la réactivité dtidésa-hydrazinoacides
étudiés était nettement moindre de celle d'vhdWn acide aminé classique. Nous avons
alors défini en solution les meilleures conditiates couplage de nashydrazinoacides, ce
qui nous a permis d’obtenir une série de pseudptges. La mise au point de la synthése
d’hydrazinopeptides sur phase solide a été posgitdlee a une étude qualitative préalable
réalisée par RMN HRMAS et trois stratégies de ssghont été proposées. Enfin, dans une
étude prospective nous avons montré que les pseagdides, préparés en solution,
pouvaient s’oligomériser pour conduire a un nouvegpe d’oligomeres mixtes: les

o/hydrazino-peptides.

SYNTHESIS OF a-HYDRAZINOPEPTIDES

Abstract: We have synthesized-hydrazinopeptides on liquid and solid phase. Weeha
developed original synthetic protocols for the @mpion of chirala-hydrazinoacidsvia
liquid and solid phase synthesis. A systematicystuas performed in liquid phase in order to
define coupling conditions to incorporate the hydraacids in a peptide chain. We have
shown that the reactivity of the®Nseems to be clearly less reactive than that déssical
amino acid and specific conditions had to be deffitee form the hydrazide link. By using
HRMAS NMR techniques as qualitative monitoring, were able to develop three strategies
for the incorporation of hydrazinoacids on solidaph. Finally, we demonstrated that
pseudodipeptides obtained by liquid phase protoanlbe oligomerized to give a new kind of

oligomers: then/hydrazino-peptides.
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